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1. Einleitung

1.1. Autoimmunitat

Autoimmunitét ist die Folge der Unféhigkeit des Immunsystems zur Unterscheidung
zwischen Selbst und Fremd. Die Entstehung einer Autoimmunerkrankung geschieht
durch das Zusammenspiel verschiedener Mechanismen, wobei eine Pradisposition
vorhanden sein muss, auf welche triggernde Ereignisse treffen (Shoenfeld & Isenberg
1989). Autoimmunerkrankungen sind durch eine Bandbreite an klinischen
Manifestationen und das Auftreten von Autoantikérpern und/oder autoreaktiven T-
Zellen gekennzeichnet (Shoenfeld & Isenberg 1989).

Zum Verstandnis sollen kurz die Aufgabe und Wirkungsweise des Immunsystems
erlautert werden. Das Immunsystem hat die Funktion, den Organismus vor pathogenen
Erregern zu schitzen (George et al. 1996). Dies geschieht durch eine gezielte
Immunreaktion, welche aus der Interaktion einer zelluldaren und einer humoralen
Komponente besteht (George et al. 1996). Die erworbene zellulare Immunreaktion wird
durch T-Zellen vermittelt, wéhrend die erworbene humorale Immunreaktion durch die
Antikorper der B-Zellen durchgefiihrt wird (George et al. 1996). Die Prédsentation von
Antigenbestandteilen, sogenannten Epitopen, durch Antigen-présentierende Zellen
(APC) an T-Zellen startet die Immunantwort (George et al. 1996). Zu den APC gehdren
u.a. Makrophagen, Dendritische Zellen oder B-Zellen. Die Présentation findet (ber
MHC-Molekiile (Major Histocompatibility Complex,
Haupthistokompatibilitatskomple), welche auch HLA (Human Leucocyte Antigen,
humane Leukozytenantigene) genannt werden, statt (Ada & Rose 1988). Zytokine
koordinieren die Immunreaktion (George et al. 1996). Das Immunsystem muss zudem
in der Lage sein, korpereigene Bestandteile von fremden Antigenen zu unterscheiden.
Dies nennt man Selbst-Toleranz. Die zentrale Toleranz bezieht sich dabei auf die
Entwicklung und Selektionierung der T-Zellen im Thymus (Boyton & Altmann 2002).
Da dennoch autoreaktive T-Zellen dieses Organ verlassen kdnnen, muss auch eine
periphere Toleranz existieren (Boyton & Altmann 2002). Diese versetzt pathogene T-
Zellen in Anergie, flhrt sie in die Apoptose oder l&sst sie durch regulatorische T-Zellen

supprimieren (Boyton & Altmann 2002).



Kriterien fur das Vorliegen einer Autoimmunerkrankung wurden erstmals 1957 von
Witebsky et al. definiert und klassifiziert und 1993 von Rose und Bona revidiert (Rose
& Bona 1993; WITEBSKY et al. 1957). Grundlage fir die Einordnung einer
Erkrankung als Autoimmunerkrankung heutzutage stellen immer noch diese klassischen
Kriterien dar. Diese fordern 1. den Nachweis der Existenz von Autoantikérpern oder
autoreaktiven Zellen, 2. die Identifikation eines definierten Autoantigens und 3. die
Induktion einer &hnlichen Autoimmunantwort und Krankheit wie im Menschen im
Tierexperiment durch Transfer von Autoantikdrpern oder T-Zellen.

Bei der Entwicklung einer Autoimmunerkrankung sind mehrere Faktoren beteiligt; u.a.
die genetische Pradisposition eines Menschen, Umgebungsfaktoren und Stérungen des
Immunsystems (Christen & Herrath 2004; Sarvetnick & Ohashi 2003). Die genauen

Mechanismen bei einzelnen Autoimmunerkrankungen sind jedoch oft unbekannt.

Genetischer Hintergrund: Der MHC stellt einen Komplex aus mehreren Genen mit
einer hohen Zahl an Polymorphismen dar. Die MHC-Molekiile werden auf den
Oberflachen verschiedener Zelltypen exprimiert. MHC-I1-Molekiile haben die Aufgabe,
Teile von (konformationalen) Fremd-Antigenen nach erfolgter Phagozytose durch eine
APC zu présentieren (Babbitt et al. 1985; Buus et al. 1986). Dagegen zeigen MHC-I-
Molekiile Zell-interne, lineare Proteinantigene (Townsend et al. 1986). Einige HLA-
Gene gehen mit einem erhéhten Risiko einher, eine bestimmte Autoimmunerkrankung
zu entwickeln (Thorsby 1997). So ist zum Beispiel Diabetes mellitus Typ 1 hdufig mit
HLA DR3/4 assoziiert (Johnston et al. 1983).

Epigenetische Veranderungen: Diese sind vererbbare Anderungen der Genexpression,
die nicht die DNA direkt betreffen, sondern diese z. B. durch DNA-Methylierung
modifizieren (Januchowski et al. 2004; Singal & Ginder 1999). Die Methylierung fuhrt
normalerweise zu einer Herunterregulierung der DNA-Transkription eines bestimmten
Genbereichs (Januchowski et al. 2004; Singal & Ginder 1999). T-Zellen, deren
Methylierung gehemmt wurde, zeigten eine Aktivierung in Reaktion auf MHC-
Molekiile selbst ohne spezifisches Antigen (Yung et al. 1996). So weisen T-Zellen von
SLE-Patienten eine geringere DNA-Methylierung auf, was ein Grund fur deren

gesteigerte Aktivitat sein konnte (Richardson et al. 1990).



Umgebungsfaktoren: Die grofite Gruppe der umfeldbedingten Urheber stellen
Infektionen dar (George & Shoenfeld 1995; Shoenfeld & Isenberg 1988). Infektionen
scheinen an der Entwicklung einer Autoimmunitétslage beteiligt zu sein, da infektidse
Erreger Reize fur das Immunsystem darstellen, und unter Umstanden die Auswahl
autoreaktiver Zellen in anfalligen Personen gefordert werden. Ein moglicher
Mechanismus stellt die molekulare Nachahmung (molecular mimicry) dar (George et al.
1996). Dabei kann es aufgrund struktureller Ahnlichkeiten eines pathogenen, fremden
Antigens mit einem Selbst-Antigen zur Bildung von Antikdrpern gegen das Selbst-
Antigen und damit zum Zusammenbruch der Selbst-Toleranz kommen (Lindsley et al.
1974). Zudem konnen wohl durch die molekulare Nachahmung kryptische Selbst-
Epitope durch autoreaktive B-Zellen aufgrund eines fremden Antigens hochreguliert
werden (George et al. 1996). Die physiologische Aufgabe einer Epitopausbreitung ist es
sonst, zu einer schnellen und anhaltenden sekunddren Immunreaktion mit hohen
Antikdrperzahlen zu flihren (Carl et al. 2005; Christen & Herrath 2004).

Das idiotypische Netzwerk: Eine Region der Antigenbindungsseite eines Antikdrpers,
durch welche die Immunantwort moduliert werden kann, wird auch Idiotyp genannt
(Jerne 1984). Gegen diese Region der Antigenbindungsseite kénnen anti-idiotypische
Antikorper gebildet werden, welche wiederrum immunogen wirken und zur Bildung
von anti-Antiidiotypen flihren konnen (Jerne 1984). Das idiotypische Netzwerk
ubernimmt durch diesen Kreislauf regulatorische Aufgaben in der Aufrechterhaltung
der Selbst-Toleranz (Shoenfeld 1994). Es kann jedoch auch durch eine aktive
Dysregulation zu einer Autoimmunerkrankung fuhren (Bakimer et al. 1992; Mendlovic
et al. 1988). Zudem koénnen einige Bakterien und Viren eine Selbst-Situation so gut
imitieren, dass es zur Hochregulierung von anti-idiotypischen Antikérpern gegen die
Antikorper kommt, welche gegen die urspriinglichen Keime gerichtet waren (Jerne
1984).

Apoptose:  Apoptose  ist  wichtig  fir die = GewebehomOostase  und
Toleranzaufrechterhaltung. Der Oberflachenrezeptor Fas und sein Ligand Fas-L
induzieren die Aktivierung der Kaspase-Signalkaskade, welche den geregelten Zelltod
herbeiflihrt (Orbach et al. 2010). Apoptose verringert auf physiologische Weise die

Anzahl der immunkompetenten T-Zellen und fiihrt somit zu einer Einschrankung der



Immunantwort mit Verringerung des Risikos der Kreuzreaktivitat oder Bildung von
Autoantigenen (Dianzani et al. 2003; Nagata & Suda 1995). Mutierte T-Zellen kdnnen
jedoch der Apoptose widerstehen und unkontrolliert proliferieren (Holzelova et al.
2004).

1.2. BAFF, APRIL und deren Rezeptoren

1.2.1. Struktur und Expression der Liganden BAFF und APRIL

B-Zell aktivierender Faktor (B-cell activating factor, BAFF), auch bekannt als BLys,
TALL-1, THANK, zTNF-a oder TNFSF-13B, und Proliferation-induzierender Ligand
(a proliferation-inducing ligand, APRIL), der auch TALL-2, TRDL-1 oder TNFSF-13
genannt wird, sind Liganden der Tumornekrosefaktor (TNF)-Familie (Gross et al. 2000;
Hahne et al. 1998; Moore et al. 1999). Die meisten TNF-Liganden sind Typ-II-
Membranproteine, die eine Furin-Konvertase-Spaltseite und eine THD (TNF homology

domain) besitzen (Bodmer et al. 2002).

BAFF existiert sowohl in einer membrangebundenen als auch in einer 16slichen Form
(Cheema et al. 2001; Groom et al. 2002; Moore et al. 1999). Solubler BAFF entsteht
durch die Abspaltung des auf der Zelloberflache gebundenen BAFF (Nardelli et al.
2001; Schneider et al. 1999). BAFF besitzt die fir die TNF-Familie typische -Faltblatt
Struktur (Karpusas et al. 2002; Liu et al. 2002; Oren et al. 2002). Loslicher BAFF
existiert bei einem pH-Wert von unter 7,4 nur als Trimer (Karpusas et al. 2002; Oren et
al. 2002). Ab einem pH-Wert gleich oder tber 7,4 formieren sich 20 BAFF-Trimere zu
einer Virus-artigen Gruppe (Liu et al. 2002). Das BAFF-60mer ist in vitro aktiver als
das BAFF-Trimer (Cachero et al. 2006; Liu et al. 2002). Verschiedene Autoren zeigten
jedoch, dass das BAFF-Homotrimer die aktive Form des Proteins ist (Karpusas et al.
2002; Oren et al. 2002). BAFF wird von Monozyten, Makrophagen, Dendritischen
Zellen, T-Zellen und Neutrophilen Granulozyten im Blut, in Lymphknoten, der Milz
und verschiedenen anderen Geweben exprimiert (Moore et al. 1999; Scapini et al. 2003;
Schneider et al. 1999). Aktivierte B-Zellen, Zellen der chronisch lymphatischen

Leukdmie (B-CLL), Zellen des Knochenmarks von Patienten mit Multiplem Myelom,



Zytotrophoblastenzellen der Plazenta, EBV-infizierte B-Zellen sowie verschiedene
andere Immun-abhdngige oder -unabhdngige, gesunde oder Tumor-Gewebe sind
ebenfalls in der Lage BAFF zu exprimieren und zu produzieren (He et al. 2003; Novak
et al. 2002; Phillips et al. 2003; van Chu et al. 2007; Kampa et al 2020). Die Expression
und Sekretion von BAFF in den Zellen wird von verschiedenen Zytokinen gefordert,
unter anderem von Interferon (IFN)a, IFNp, INFy oder Interleukin (IL)-10 (Litinskiy et
al. 2002; Moore et al. 1999; Nardelli et al. 2001). IL-4 hat einen hemmenden Einfluss
auf die BAFF-Expression (Nardelli et al. 2001; Shu et al. 1999).

APRIL wird von Monozyten, Makrophagen, Dendritischen Zellen und T-Zellen
gebildet (Hahne et al. 1998; Litinskiy et al. 2002; Pradet-Balade et al. 2002; Shu et al.
1999; Stein et al. 2002). APRIL-mRNA wird vermehrt in aktivierten T-Zellen als in
ruhenden transkribiert (Pradet-Balade et al. 2002). Aktivierte B-Zellen und B-CLL-
Zellen konnen APRIL ebenfalls exprimieren (Kern et al. 2004; van Chu et al. 2007).
Die Hochregulierung der APRIL-Expression wird in Monozyten, Makrophagen und
Dendritischen Zellen durch IFNo und IFNy stimuliert (Litinskiy et al. 2002; Moore et
al. 1999; Nardelli et al. 2001). APRIL kommt nur in geringen Mengen in gesundem
Gewebe vor, wahrend seine Konzentration in transformierten Zelllinien und Geweben
von humanen Krebserkrankungen hoch ist (Hahne et al. 1998; Kampa et al. 2020).
APRIL wird innerhalb der Zelle gespalten und direkt sekretiert (LOpez-Fraga et al.
2001). Das Protein tritt dann als Homotrimer auf (Wu et al. 2000).

BAFF und APRIL konnen jedoch auch Heteromere bilden, bestehend aus einem
APRIL- und zwei BAFF-Molekilen (ABB) oder einem BAFF- und zwei APRIL-
Molekiilen (BAA) (Samy et al. 2017).

1.2.2. Die Rezeptoren TACI, BCMA und BAFF-R

Der BAFF-Rezeptor (BAFF-receptor, BAFF-R oder BR-3), der Transmembran

Aktivator und CAML Interaktor (transmembrane activator and CAML interactor,

TACI) sowie das B-Zell-Reifungs-Antigen (B-cell maturation antigen, BCMA) werden

den Typ-I1l-Membranproteinen zugeordnet (Madry et al. 1998; Billow und Bram 1997).

Sie enthalten Cystein-reiche Doméanen (CRD) fur die Bindung der Liganden (Hatzoglou
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et al. 2000). BAFF und APRIL und ihre Heteromere binden an BCMA und ebenso an
TACI (Gross et al. 2000; Rennert et al. 2000; Thompson et al. 2000; Samy et al. 2017).
BAFF und das Heteromer ABB interagieren zusatzlich mit BAFF-R (Yan et al. 2001a;
Samy et al 2017). Zudem bindet APRIL Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG) in der
extrazellularen Matrix oder auf Zelloberflaichen u.a. von Plasmazellen (Samy et al
2017). TACI bindet sowohl BAFF als auch APRIL mit hoher Affinitat (Patel et al.
2004; Pelletier et al. 2003). BAFF-R bindet BAFF sehr viel starker als BCMA, wéhrend
BCMA eine sehr hohe Affinitdt fir APRIL Dbesitzt, jedoch nur eine minimale
Bindungsaffinitat seitens BAFF-R fiir APRIL besteht (Day et al. 2005) (siehe auch
schematische Darstellung der Bindungsaffinitaten der Rezeptoren zu BAFF und APRIL
in Abb. 1.1).

TACI, BAFF-R und BCMA und ihre Affinitdten zu BAFF und APRIL

/

(=

BAFF
S

— —* Niedrige Affinitat
C——)»  Hohe Affinitat

Eigene Darstellung von A.-T. Karg

Abb. 1.1:

TACI, BAFF-R und BCMA sind sich im N-terminalen Submodul &hnlich,
unterscheiden sich jedoch in der C-terminalen Domane, woraus sich die
unterschiedlichen Affinitdten der Rezeptoren fur die Liganden BAFF und APRIL
ergeben (Hymowitz et al. 2005).



TACI, auch CD267 oder TNFRSF13B genannt, enthélt zwei CRD und ist der grofite
BAFF-Rezeptor (Bulow & Bram 1997). Fur die hochaffine Bindung von APRIL oder
BAFF wird jedoch nur die membrannahe CRD benétigt (Hymowitz et al. 2005). Der
Rezeptor wird in allen B-Zellen und vermehrt in einer aktivierten Fraktion von T-Zellen
prasentiert (Bulow & Bram 1997; Wu et al. 2000). Die TACI-Expression wird wéhrend
der B-Zell-Reifung bestandig hochreguliert (Zhang et al. 2004). Der Rezeptor wird
besonders stark von Marginalzonen-B-Zellen der Milz exprimiert (Groom et al. 2007).
TACI wird auch von Gedachtnis-B-Zellen und humanen Plasmablasten gebildet (Avery
et al. 2003; Zhang et al. 2005).

BCMA ist ebenfalls als CD269 oder TNFRSF13C bekannt und besitzt eine sehr kleine
extrazellulare Domane, welche eine CRD enthalt (Madry et al. 1998; Laabi et al. 1992).
BCMA wird auf peripheren und im Knochenmark befindlichen Plasmazellen
exprimiert, jedoch auch von tonsillaren Geddachtniszellen und von B-Zellen der
Keimzentren (Benson et al. 2008; Ng et al. 2004; O'Connor et al. 2004). IL-4 und IL-6
regulieren die BCMA-Expression auf B-Zellen hoch und stimulieren deren
Empfindlichkeit fiir APRIL (Yang et al. 2005). Sowohl BCMA als auch TACI werden
von T-Lymphozyten und zirkulierenden Monozyten exprimiert (Kampa et al. 2020).

BAFF-R heilit auch BR3, CD268 oder TNFRSF17 (Thompson et al. 2001; Yan et al.
2001a). BAFF-R enthdlt in seiner extrazellularen Doméne nur vier Cystein-Reste,
welche zu einer partiellen CRD zusammengefasst werden (Thompson et al. 2001; Yan
et al. 2001a). BAFF-R wird in naiven B-Zellen, Gedachtnis-B-Zellen und seltener von
Plasmazellen, welche sich nicht in der Milz oder im Knochenmark befinden, exprimiert
(Darce et al. 2007; Ng et al. 2004). Die B-Zellen der Keimzentren bilden vor allem
BAFF-R, kaum BCMA und kein TACI (Ng et al. 2004; Zhang et al. 2005). Nach der
Aktivierung von T-Zellen wird BAFF-R hoch reguliert und konstitutiv auf
regulatorischen T-Zellen exprimiert (Mackay & Leung 2006).



1.2.3. Die Aufgaben von BAFF und APRIL

BAFF: BAFF ist bedeutsam fur die Differenzierung unreifer B-Zellen in reife B-Zellen
und fir das Uberleben von reifen B-Zellen (Samy et al. 2017). Bei BAFF-knockout-
Méausen und mit BAFF-Antagonisten behandelten Ma&usen herrscht ein Mangel an
reifen B-Zellen (Gross et al. 2001; Schiemann et al. 2001; Thompson et al. 2000).
Dagegen zeigen Mause, welche transgenetisch fir BAFF sind, eine B-Zell-Hyperplasie
und erhohte Level des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) (Gross et
al. 2000; Khare et al. 2000; Mackay et al. 1999). BAFF fordert besonders das Uberleben
von Milz-B-Zellen, welche sich im T2-Stadium ihrer Entwicklung befinden und steigert
auch den Fortbestand von Immunglobulin (lg)-sekretierenden Zellen, die wvon
Gedachtniszellen abstammen (Avery et al. 2003; Batten et al. 2000). Durch eine
Bindung an BAFF-R kommt es zu einer erhohten Proliferation und Uberleben von
peripheren B-Zellen, was auf die Hochregulierung der antiapoptotischen Faktoren wie
Bcl-2, Al und Bcl-xL (B-cell lymphoma—extra large) zurtickzufiihren ist (Amanna et al.
2003; Smith und Cancro 2003). Eine durch BAFF induzierte Proliferation kann durch
ein an die konstante Fc-Region eines IgG-Antikorpers gekoppeltes BCMA-Protein,
BCMA-Fc oder BAFF-R-Protein, BAFF-R-Fc, blockiert werden (Gross et al. 2000;
Thompson et al. 2000; Thompson et al. 2001; Yan et al. 2001a). Die Exposition von
BAFF in vivo und in vitro fuhrt in TACI-abhangiger Weise zur Hochregulation des
immunsuppressiven Zytokins IL-10 durch regulatorische B-Zellen (Samy et al. 2017).
Desweiteren co-stimuliert BAFF in vitro die Aktivierung und Proliferation humaner T-
Zellen (Huard et al. 2001; Huard et al. 2004). Diese Aktivierung der T-Zellen und die
B-Zell-Proliferation sowie das B-Zell-Uberleben und die IL-10-Expression kann jedoch
durch TACI-Ig, ein mit einem Immunglobulin fusioniertem TACI-Protein, verhindert
werden (Huard et al. 2001; Wang et al. 2001; Yan et al. 2001b; Samy et al. 2017).

APRIL: APRIL stimuliert die B- und T-Zell-Proliferation in vitro und hat einen
proliferativen Effekt auf Tumorzelllinien in vitro und in vivo (Hahne et al. 1998; Yu et
al. 2000). Diese Wirkung von APRIL kann durch BCMA-Fc blockiert werden (Rennert
et al. 2000). Zudem ist APRIL wichtig fiir das Uberleben von B-Zellen, welche einen
Antikorperklassenwechsel (class switch recombination, CSR) erfahren haben und spielt

eine relevante Rolle in der Bildung und Erhaltung von Plasmablasten (Belnoue et al.



2008; Hardenberg et al. 2008; Scholz et al. 2008, Samy et al. 2017). Das Protein ist
essentiell fir die IgA-Synthese, da APRIL-defiziente Mause einen selektiven IgA-
Mangel und eine geringe Serum-IgA-Immunantwort aufweisen (Castigli et al. 2004).
Ebenso ist bei TACI-defizienten Méausen eine Verringerung der IgA-Antikorper-Level
zu verzeichnen (Bulow et al. 2001). TACI fordert jedoch die Plasmazelldifferenzierung
und triggert in Reaktion auf APRIL den Antikorperklassenwechsel und die IgA-
Produktion  (Mantchev et al. 2007; Sakurai et al. 2007). Die
Antigenprésentationsfunktion von B-Zellen mit einer aufgrund dessen erhdhten
Aktivierung von T-Zellen wird ebenfalls signifikant verstarkt, indem tber die Bindung
von APRIL an BCMA co-stimulatorische Molekiile hochreguliert werden (Yang et al.
2005). Denn BCMA st wichtig fiir das Uberleben von langlebigen Plasmazellen im
Knochenmark und fiir eine prolongierte Antikérperproduktion (O'Connor et al. 2004).
Der Rezeptor spielt jedoch eine geringe Rolle in der B-Zell-Entwicklung (Schneider et
al. 2001; Xu & Lam 2001).

Gemeinsame Aufgaben von BAFF und APRIL: BAFF und APRIL kdnnen im
Zusammenspiel mit den Zytokinen IL-10, IL-15 und dem TGF- (transforming growth
factor, transformierender Wachstumsfaktor) oder mit Einbeziehung des BCR (B-cell
receptor, B-Zell-Rezeptor) zu einem CSR von IgM zu IgG oder IgA und der Sekretion
der neuen Antikorperklasse in B-Zellen fuhren (Litinskiy et al. 2002). Der durch APRIL
induzierte CSR verlauft tber TACI, wéhrend sowohl TACI als auch BAFF-R den durch
BAFF herbeigefiihrten CSR vermitteln (Castigli et al. 2005). BAFF und APRIL
scheinen zusammen zu arbeiten und zu einem gewissen Teil austauschbar zu sein, um
durch die Erhaltung langlebiger Plasmazellen das humorale Gedachtnis zu unterstitzen
(Samy et al. 2017, Cornelis et al. 2021).

Nachfolgend sind die Funktionen und Interaktionen der Liganden und Rezeptoren

zusammengefasst dargestellt (Tab. 1.1).



Tab. 1.1: Interaktionen und Reaktionen auf BAFF und APRIL

Rezeptor BAFF-R TACI BCMA

Ligand BAFF BAFF, APRIL APRIL, BAFF

Funktionen Forderung des Forderung der Uberleben von
Uberlebens von reifen | Plasmazell- Plasmablasten;
B-Zellen; differenzierung; Forderung der

Klassenwechsel zu IgG | Klassenwechsel zu IgG Antigen-

und IgA; und IgA Préasentation
Co-Stimulation der Uberleben von durch reife B-
Aktivierung und langlebigen Plasmazellen | Zellen

Proliferation von T-

Zellen

1.2.4. Die Rolle von BAFF und APRIL bei Autoimmunerkrankungen

Offensichtlich scheint eine gestorte B-Zell-Signalkaskade eine bedeutende Rolle in der
Entstehung von Autoimmunitit zu spielen (Corneth et al. 2022). Eine Uberexpression
von solublem BAFF in Mausen fiihrt zu einer B-Zell-Hyperplasie, Splenomegalie, anti-
DNA-Antikorpern, Proteinurie und einer Glomerulonephritis, was dem Bild des
humanen Systemischen Lupus erythematodes (SLE) d&hnelt (Gross et al. 2000;
Thompson et al. 2000; Yan et al. 2001b). Die autoimmune Aktivitat in den
Mausmodellen fir SLE konnte durch Behandlung mit BAFF-Inhibitoren effizient
kontrolliert werden (Gross et al. 2000; Wang et al. 2001). Auch beim Menschen kann
der SLE mit dem BAFF-Inhibitor Belimumab behandelt werden (Fischer-Betz &
Schneider 2013). Inzwischen liegt mit Atacicept ein IgG1-Fc-TACI Fusionsprotein vor,
mit dem man BAFF und APRIL gleichzeitig inhibieren kann. Dieses Medikament wird
erfolgreich bei SLE eingesetzt (Kaegi et al. 2020). Die Analyse von biologischen
Proben von Patienten mit Autoimmunerkrankungen wie der Rheumatoiden Arthritis
(RA), dem Sjogren Syndrom (SjS) oder bei Erkrankungen wie dem kindlichen
Opsoclonus-Myoclonus Syndrom (OMS) mit mdglicher autoimmuner Pathogenese
zeigen eine Assoziation zwischen hohen BAFF-Spiegeln und der Erkrankung (im

Vergleich  zu nicht-entzindlichen  Erkrankungen), jedoch nicht mit der
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Erkrankungsaktivitat (Cheema et al. 2001; Fuhlhuber et al. 2009; Groom et al. 2002;
Zhang et al. 2001). Auch im Serum von SLE- und IgA-Nephropathie-Patienten konnten
sowohl erhohte BAFF- als auch APRIL-Level nachgewiesen werden (Samy et al. 2017;
Ortiz-Aljaro et al. 2022). Beziglich einer Korrelation zwischen erhohten Serumleveln
der Zytokine und erh6hten Auto-Antikorper-Leveln sowie der Erkrankungsaktiviét sind
die Ergebnisse bisher diskrepant (Samy et al. 2017; Ortiz-Aljaro et al. 2022). Zudem
wurden kirzlich l6sliche Formen von TACI (sTACI) und BCMA (sBCMA) neben
erhbhten BAFF- und APRIL-Level bei SLE-Patienten entdeckt, welche als Lock-
Rezeptoren fur BAFF und APRIL dienen und so eine Bindung mit den
membrangebundenen Rezeptoren verhindern, welche wiederrum zu einer Hemmung des
B-Zell-Uberlebens fiihrt (Samy et al. 2017; Kampa et al. 2020).

1.3.  Neurologische Autoimmunerkankungen

Neurologische Autoimmunerkrankungen koénnen zum einen vorwiegend T-Zell-
vermittelt sein, wobei die nachweisbaren Autoantikérper hier nur diagnostische
Bedeutung haben, aber pathogen nicht oder nur wenig wirksam sind. Hierzu gehéren
zum Beispiel die paraneoplastischen neurologischen Syndrome mit ihren
onkoneuronalen Autoantikorpern (Ubersicht in Blaes et al. 2021). Zum anderen gibt es
Antikorper-vermittelte  neurologische Autoimmunerkrankungen, bei denen die
Autoantikorper selbst den pathogenen Effekt erzeugen. Neurologische Erkrankungen,
bei denen B-Zellen und Autoantikdrper eine zentrale Rolle spielen, sind z. B. die
Myasthenia gravis (MG) mit Antikorpern gegen den muskuldren Acetylcholin-
Rezeptor, Immunneuropathien, bei denen Antikorper gegen Ganglioside oder
Glykoplipide gegen Bestandteile der Myelinscheide gebildet werden (Dalakas 2008;
Lucchinetti et al. 2000; Vincent et al. 2000) oder Autoimmunenzephalitiden, bei denen
sich Autoantikorper gegen Rezeptoren oder lonenkandle des zentralen Nervensystems
nachweisen lassen. Zu letzteren gehort u.a. die 2007 erstmalig beschriebene Anti-N-
methyl-D-Aspartat-Rezeptor-Enzephalitis (NMDA-R-Enzephalitis) als  h&ufigste
Autoimmunenzephalitis (Dalmau et al. 2007). Inzwischen wurden aber weitere
Rezeptor-Autoantikorper, u.a. gegen die gamma-Aminobuttersaure- (GABA-) A- und

B-Rezeptoren, sowie gegen einen weiteren Glutamatrezeptor, den alpha-Amino-3-
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hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propionsaure- (AMPA) Rezeptor mit entsprechenden
klinischen Syndromen charakterisiert (Dalmau & Graus 2018)

Die fur diese Arbeit wichtigen chronischen Immunneuropathien teilen sich in die
chronisch inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie (CIDP), von der es
zusétzlich zwei seltene Varianten gibt, und die extrem seltene multifokale motorische
Neuropathie (MMN) (Kuwabara & Misawa 2018, Naum & Gwathmey 2023).

1.3.1. Myasthenia gravis (MG)

Die MG ist eine der klassischen Antikdrper-vermittelten Autoimmunerkrankungen. Die
Inzidenz betragt ca. 2-3/100.000 Menschen pro Jahr (Cursiefen & Maurer 2008).
Klinisch duBert sich die Erkrankung durch eine belastungsabhéngige Schwache der
Augen- und mimischen Muskulatur, sowie der Kau-, Schluck- und proximalen
Extremitatenmuskulatur (Cursiefen & Maurer 2008; Vincent 2002). 85% der Patienten
mit generalisierter Myasthenia gravis haben Antikorper gegen den Acetylcholin-
Rezeptor (anti-AChR-AK), welche eine Behinderung der neuromuskuléren
Transmission an der motorischen Endplatte erzeugen (Conti-Fine et al. 2006). Die 15%
der Patienten, bei denen keine nachweisbar sind, haben in 40 - 45% der Félle
Antikorper gegen die muskelspezifische Tyrosinkinase (anti-MUSK-AK, synaptisches
Antigen) (Hoch et al. 2001). Inzwischen wurde bei wenigen Patienten das LRP4
(lipoprotein  receptor-related protein-4) als weiteres Autoantigen an der
neuromuskuldren Endplatte charakterisiert (Higuchi et al. 2011). Etwa 25% der
Patienten haben ein zugrundeliegendes Thymom und bei ber 80% der jlingeren (< 45
Jahre), anti-AchR-AK  positiven  Patienten  lassen sich  charakteristische
Thymusverdnderungen wie epitheliale Hyperplasien und Infiltrationen von
Lymphfollikel-dhnlichen Strukturen mit T-Zell-Regionen und Keimzentren im Sinne
einer Thymitis nachweisen (Berrih et al. 1984; Roxanis et al. 2001; Roxanis et al. 2002;
Schluep et al. 1988; Shiono et al. 2003). In diesen Fallen kommt es h&ufig durch eine
Thymektomie zu einer Verbesserung des langfristigen Krankheitsverlaufs (Berrih et al.
1984; Wolfe et al. 2016, Wolfe et al. 2019). Der Autoimmunprozess im Thymus scheint
in zwei Schritten zu erfolgen (Roxanis et al. 2002; Shiono et al. 2003). Erst werden T-

Helfer-Zellen gegen die AChR-Untereinheiten, die von Thymusepithelzellen prasentiert
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werden, sensibilisiert (MacLennan et al. 1998; Wakkach et al. 1996). Anschlielend
kommt es zu einer T-Zell-abh&ngigen Produktion von AutoantikGrpern gegen diese
Untereinheiten des intakten AChR, der auf den Muskel-ahnlichen myoiden Zellen des
Thymus exprimiert wird (Schluep et al. 1987). Zudem ist das Komplementsystem in
diese entziindlichen Prozesse an der neuromuskuldren Synapse und die folgende
Zerstorung der AChR involviert (Leite et al. 2007).

1.3.2. Chronisch Inflammatorische Demyelinisierende Polyneuropathie (CIDP)

Die CIDP ist eine chronische Erkrankung des peripheren Nervensystems, welche eine
weltweite Pravalenz von 2-7/100.000 Menschen aufweist (Latov 2002; Lunn et al.
1999). Die typische CIDP ist charakterisiert durch eine chronisch progressive,
schrittweise oder wiederkehrende, vorwiegend proximale Schwache und sensorische
Dysfunktion aller Extremitaten, die sich Uber mindestens zwei Monate entwickelt,
mdoglicherweise auch Hirnnerven betrifft und mit abwesenden oder abgeschwachten
Muskeleigenreflexen in allen Extremitaten einhergeht (Hughes et al. 2006a). Eine
Autoimmunpathogenese gilt als sicher, da Patienten mit dieser Erkrankung im Bereich
der Nerven Infiltrate mit aktivierten T-Zellen, Makrophagen und die Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen aufweisen (Hughes et al. 2006b;
Koller et al. 2005). AulRerdem finden sich Autoantikorper gegen periphere Glykolipide
und Proteinantigene der Myelinscheide, wie zum Beispiel gegen Neurofascin, und die
CIDP spricht gut auf immunsuppressive Behandlungen an (Devaux et al. 2016; Hughes
et al. 2006b; Koller et al. 2005). Zudem konnte in Studien zur Untersuchung der
Pathophysiologie der CIDP neben der lokalen auch eine systemische Aktivierung von
T-Zellen gezeigt werden (Bouchard et al. 1999; Khalili-Shirazi et al. 1998). Die
Diagnose einer CIDP wird klinisch und elektrophysiologisch gestellt (Said 2006), wobei
die Diagnosekriterien regelhaft von der European Academy of Neurology aktualisiert

werden (van den Bergh et al. 2021).
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1.3.3. BAFF und APRIL in Myasthenia gravis und Immunneuropathien

Die Literatur hinsichtlich BAFF- und APRIL-Konzentrationen im Serum von MG- und
IN-Patienten ist uneinheitlich. Zwar konnten in einer ersten Arbeit keine Unterschiede
in den BAFF-Serumspiegeln zwischen Myasthenia gravis-Patienten und gesunden
Kontrollen nachgewiesen werden, spatere Studien zeigten dann aber Erhéhungen der
BAFF-Serumspiegel bei Patienten mit Myasthenia gravis (Thangaraijh et al. 2006;
Scuderi et al. 2011; Kang et al. 2016). Unter einer Kortikosteroidtherapie zeigten sich
bei Myasthenia gravis eine deutlich niedrigere BAFF-Serumkonzentration als bei
anderen Myastheniepatienten, wahrend die Thymektomie keinen EinfluR auf die BAFF-
Serumkonzentration zeigte (Sobieszczuk et al. 2021). Die Serumkonzentration von
APRIL war lediglich bei den late-onset MG erhéht, nicht jedoch bei den early-onset
MG oder den Thymom-assoziierten MG (Uzawa et al. 2016).

Zu Untersuchungen zu BAFF bei Immunneuropathien findet sich bisher nur eine Studie.
Diese zeigte erhohte BAFF-Serumkonzentrationen bei CIDP-Patienten (Ritter et al.
2014). Zu APRIL-Serumkonzentrationen bei Immunneuropathien finden sich bis zum

April 2024 keinerlei Daten in der Literatur.

1.4.  Therapie mit intravendsen Immunglobulinen

Kommerzielle intravenése Immunglobulin- (IVIg-) Préparate, welche aus gepooltem
Plasma von tausenden gesunden Spendern entwickelt werden, enthalten polyspezifische
IgG sowie geringe Mengen an IgA (Kazatchkine & Kaveri 2001; Lemm 2002). IgG
haben in vivo eine Halbwertszeit von ca. drei Wochen (Cursiefen & Maurer 2008).

IVIg zeichnen sich durch vielfaltige Wirkmechanismen aus, deren Details noch nicht
vollstandig bekannt sind (Lehmann & Hartung 2011; Nagelkerke & Kuijpers 2014).
IVIg enthalten u.a. spezifische Antikorper gegen IL-1 und IL-6, was zu ihrem
antipyretischen Effekt beitragt (Hansen et al. 1995; Svenson et al. 1998). Die
Plasmalevel von antiinflammatorischen Faktoren wie IL-10 werden stattdessen durch
IVIg erhoht (Gullestad et al. 2001). 1VIg fordern die Differenzierung von B- und T-
Zellen (Grandmont et al. 2003). Sie konnen anti-idiotypische Antikorper enthalten,

welche Autoantikorper neutralisieren (Buchwald et al. 2002; Fuchs et al. 2008;
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Nagelkerke & Kuijpers 2014). Desweiteren gibt es auch Antikorper gegen BAFF und
APRIL, deren Rolle im B-Zell-Uberleben dadurch funktionell neutralisiert werden kann
(Le Pottier et al. 2007a). Eine Behandlung mit IVIg kann anscheinend auBerdem die
Proliferation Natirlicher Killerzellen (NK-Zellen) im Mausmodell anregen oder auch
natlrliche regulatorische T-Zellen (nTreg) aktivieren (Burns et al. 2015; Gregoire-
Gauthier et al. 2015). Mdgliche Mechanismen der Fc-Doméne von 1VIg-Molekilen
sind die Blockade aktivierender Fcy-Rezeptoren (FcyR) um die Mdoglichkeit einer
Komplexbildung zwischen Autoantikdrper und Autoantigen zu verringern, Veranderung
der zelluldaren Balance von pro- zu antiinflammatorisch durch Verdnderung der
Dentritischen  Zellen, Inhibition der Komplement-Kaskade, Verdnderung des
Zytokinnetzwerk und die Hochregulierung des inhibitorischen FcyRIIb durch sialylierte
IgG-Fc (Bendtzen et al. 1993; Nagelkerke & Kuijpers 2014). Eventuelle Modulations-
Mechanismen der F(ab)-Domane stellen u.a. die Neutralisation von Chemokinen,
Entziindungszytokinen und Apoptose-Molekiilen dar (Nagelkerke & Kuijpers 2014).

IVIg wird in geringer Dosierung entweder zur Antikorper-Ersatz-Therapie z. B. bei
Immundefizienz oder in hoherer Dosis bei verschiedenen Autoimmunstérungen
angewandt (Nagelkerke & Kuijpers 2014). Die Immunthrombozytopenie war die erste
Autoimmunerkrankung, welche erfolgreich mit 1VIg behandelt wurde (Imbach et al.
1981). Heute sind 1VIg-Praparationen bei einer Vielzahl von Autoimmunerkrankungen
von Nutzen (Dalakas 2004; Toubi et al. 2005). In der Neurologie sind IVIg offiziell in
der Therapie der akuten Polyradikulitis Guillain-Barré (GBS) und der CIDP zugelassen
(Cursiefen & Méurer 2008; Hughes et al. 2008). Sie werden als Erstlinientherapie beim
GBS, der CIDP und der MMN eingesetzt (Hughes 2008, Liunemann et al. 2015, Bus et
al. 2024). Als Mittel der zweiten Wahl kommen 1VIg bei Dermatomyositis und dem
Stiff-Person-Syndrom in Frage (Lunemann et al. 2015). Bei neurodegenerativen
Erkrankungen wurden 1VIg auch getestet. Bisher erzielte eine Studie mit Alzheimer-
Erkrankten jedoch nur enttduschende Ergebnisse (Linemann et al. 2015). Eine
Therapieindikation fur IVIg bei MG-Patienten ist die myasthene Krise und die
Progredienz der Erkrankung unter immunsuppressiven Standardtherapien (Fateh-
Moghadam et al. 1984; Lunemann et al. 2015; Zinman et al. 2007). Die Ubliche
Dosierung von 1VIg betragt 0,4g/kg Korpergewicht taglich tber finf Tage (Hahn et al.
1996; Kubori et al. 1999). Der Effekt der Kurzzeitbehandlung bei CIDP ist durch eine
Reduktion der Behinderung und eine Verbesserung der Kraft gekennzeichnet, wéhrend
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der Langzeiteffekt mit weniger Rickféallen wahrend der initialen und der
Erhaltungstherapie einhergeht (Hughes et al. 2008; Bus et al. 2024). Ca. ein Viertel der
Patienten erreichen eine Langzeitremission unter der Therapie (Hughes 2010). Bei
Langzeitanwendung und in hoéheren Dosen sind selbst schwerwiegende

Nebenwirkungen durch 1VI1g gering (Hughes et al. 2008).

1.5. Fragestellungen

In der Annahme, dass BAFF, APRIL und die BAFF-Rezeptoren ein veréndertes
Konzentrations- und Expressionsverhalten in Immunneuropathie-Patienten und MG-
Patienten im Vergleich zu Gesunden zeigen und IVIg aufgrund seiner vielféltigen
Wirkweise einen Einfluss auf diese Liganden und moglichweise auch deren Rezeptoren
in den genannten Erkrankungen hat, ergaben sich fur diese Arbeit die folgenden

Fragestellungen:

Gibt es Unterschiede in den Konzentrationen von BAFF, APRIL und den BAFF-
Rezeptoren im Serum oder in und auf Blutzellen zwischen Gesunden, MG-Patienten
und Immunneuropathie-Patienten?

Hat eine Therapie mit IVIg Ober fiinf Tage (2g9/kg Kdrpergewicht) bei Patienten mit
Immunneuropathien oder MG einen Effekt auf die Expression von BAFF, APRIL und
den BAFF-Rezeptoren in und auf Blutzellen bzw. die Serumkonzentration von BAFF
und APRIL?
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2. Material und Methoden

2.1. Patienten

Patienten mit einer definierten neuroimmunologischen Erkrankung, die tiber finf Tage
IVIg erhielten, wurden in die Studie eingeschlossen. Ein positives Votum der
Ethikkommission des Fachbereiches Medizin der Justus-Liebig-Universitat GieRen flr
diese Studie liegt vor (Ethikvotum Nr. 77-08). Die Rekrutierung der Patienten fand vom
18.03.2009 bis zum 19.02.2010 statt. Es wurde 12 Patienten nach einer entsprechenden
Aufklarung und mit deren Einverstandnis Serum und Vollblut abgenommen.

Sechs Patienten waren mannlich, sechs Patienten waren weiblich. Das mittlere Alter lag
bei 57,8 + 13,9 Jahren (Mittelwert £ Standardabweichung). Von 10 Patienten lag
Vollblut zur Analyse vor, bei allen 12 Patienten Serum. Acht Patienten hatten eine
Erstmanifestation einer chronischen Immunneuropathie (IN) im Sinne einer CIDP nach
den damals giltigen Diagnosekriterien der European Association of Neurology (Van
den Bergh et al. 2010). Vier Patienten hatten eine AChR-Ak-positive MG, alle vier
Patienten waren vorbehandelt mit Immunsuppressiva (2 Azathioprin, 2 Steroide und
Azathioprin). Die klinischen Daten der Patienten sind in Tabelle 2.1 und 2.2 dargestellt.
Als Kontrollgruppe dienten 11 gesunde Probanden. Davon waren acht weiblich und drei
mannlich. Das mittlere Alter lag bei 44,9 *= 10,6 Jahren (Mittelwert =+

Standardabweichung).
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Tab. 2.1: Klinische Daten der Patienten mit Immunneuropathien, Symptome und

Wirkung der 1VV1g-Behandlung

Pat. | Geschlecht, | Symptome Klinischer Therapieeffekt nach 4
Alter Wochen

1 M, 52 Distale Sensibilitats-storungen | Verbesserung der Motorik
aller Extremitéten, Paresen der
unteren Extremitéten

2 M, 45 Distale Sensibilitats-stdrungen | keine Verbesserung
und Paresen der unteren
Extremitéten

3 W, 39 Gangstorung, Paraparese und | Verbesserung der Motorik
Sensibilitatsstorungen der
Beine

4 W, 64 Distale Sensibilitats-storungen | maRige Besserung der
der Extremitdten, Gangstorung | Sensibilitatsstérung und der

Gangstorung

5 M, 61 Distale Sensibilitats-strungen | keine Verbesserung
und leichte Paresen der
unteren Extremitaten,
Gangunsicherheit

6 W, 67 Progrediente Tetraparese, weitgehende Riickbildung der
Gangstorung Tetraparese

7 W, 67 Schwaéche in Armen und keine Verbesserung (Besserung
Beinen nach 6 Wochen)

8 W, 56 Progrediente Sensibilitéts- Verbesserung der Paraparese

stérungen und Paresen der

distalen Extremitaten
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Tab. 2.2: Klinische Daten der Patienten mit MG, Symptome und Wirkung der 1VIg-
Behandlung, gemessen als Veranderung des quantitativen Myasthenie-Scores (QMG 0-

39 Punkte, signifikante Veranderung > 2 Punkte)

Pat. |Geschlecht, |Symptome Effekt innerhalb der ersten vier
Alter Wochen nach der Therapie (nach
QMG)
9 W, 38 Ptose, Dysphagie, Verbesserung 18 auf 16 Punkte

Dysarthrie, progrediente (nicht signifikant)
Schwéche der Extremitéten

10 M, 58 Ptose, Dysphagie, Verbesserung 21 auf 18 Punkte
Dysarthrie
11 M, 58 Ptose, Dysphagie, Verbesserung 17 auf 11 Punkte

Dysarthrie, progrediente

Paresen der Extremitaten

12 M, 89 Ptose, Dysphagie, Verbesserung 22 auf 13 Punkte

Kopfhalteschwéche

2.2. Probenmaterial

Zur Probenmaterialgewinnung fanden drei Blutentnahmen statt: die erste direkt vor der
ersten IVIg-Gabe an Tag 1, die zweite direkt vor der dritten I1V1g-Gabe an Tag 3 und die
dritte innerhalb einer Stunde nach der flinften IVIg-Gabe an Tag 5. Die Vollblutproben
wurden innerhalb der ersten vier Stunden nach der Blutentnahme fir die
Durchflusszytometrie aufbereitet und gemessen, wéhrend die Serumproben aliquotiert,

eingefroren und zunéchst bei -20°C aufbewahrt wurden.
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2.3. Methoden

2.3.1. Durchflusszytometrie (Fluorescence-activated cell sorting = FACS)

Die extrazellulare und intrazellulare Expression von BAFF und APRIL von
CD14+Monozyten sowie die Expression der BAFF-Rezeptoren der CD19+B-Zellen
wurde durchflusszytometrisch bestimmt.

Hierzu werden in Suspension befindliche Einzelzellen durch einen Laserstrahl gefiihrt
und die relative GrolRe, die Granularitat, die spezifische Fluoreszenz und die
entsprechende relative Fluoreszenzintensitéit der Zellen gemessen. Oberflachenmolekile
und intrazelluldre Proteine kénnen mit Fluoreszenz-markierten Antikérpern bestimmt
werden. Dabei ist das emittierte Fluoreszenzlicht proportional zur Zahl der gebundenen
Fluorchrommolekdle. Die Darstellung erfolgt in Histogrammen.

Die Messung der hier verwendeten Zellproben erfolgte am FACS-Calibur (BD
Biosciences, Heidelberg, Deutschland) mit dem Programm CellQuest®. Es wurde die
Fluoreszenzintensitét der extrazellularen Expression von TACI, BCMA, BAFF-R und
CD19, einem Oberflachenmarker von B-Zellen, gemessen. In den Proben der B-Zellen
wurden zwischen 40.000 und 50.000 Zellen gezéhlt, je nach Gesamtmenge der Zellen,
welche sich von Patient zu Patient etwas unterschied. Bei den extra- und intrazelluldren
Proben der Monozyten wurden 100.000 Zellen pro Messung gezahlt. Hierbei wurde der
quantitative extrazelluldare und intrazelluldre Nachweis von BAFF, APRIL und CD14,
einem spezifischem Oberflachenmarker fir Monozyten, gemessen. Zur Kontrolle wurde

jeweils eine Negativ-Kontrolle (eine Probe ohne Antikorper) durchgefihrt.

Aufbereitung des Vollblutes:

Je 100 ul Vollblut wurden in PP-FACS-R06hrchen pipettiert, mit jeweils 1 ml FACS-
Puffer (1:10 10 x PBS, 1:100 FCS, 1:100 NaN3 in Aqua dest. verdlinnt) gewaschen und
dann bei 1600 rounds per minute (rpm) fiur 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abpipettiert und die Zellen resuspendiert. Darauf wurden mit verschiedenen
Fluorochromen markierte monoklonale Antikdrper (verwendete Antikdrper und
Konzentrationen siehe Tabelle 2.3) zur Zellsuspension hinzugegeben, durchmischt und
bei 4°C fur 10 Minuten inkubiert. Anschliefend wurde jeweils 1 ml Lyse-Puffer (10 x
BD-Lyse 1:10 mit Aqua dest. verdiinnt) hinzu pipettiert und fir 15 Minuten im Dunkeln
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bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte ein Zentrifugations- und Waschschritt wie
oben beschrieben. AnschlieRend wurden die Proben 3-mal mit jeweils 2 ml FACS-
Puffer gewaschen, zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Probe resuspendiert.
Die Zell-Suspension wurde in 500 pl FACS-Puffer aufgenommen und bei 4°C bis zur
Messung der extrazelluldren Proteine gelagert. Zur Analyse der intrazellularen Proteine
wurde zunéchst wie oben beschrieben verfahren und die Proben nach Zugabe des Lyse-
Puffers mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
die Proben resuspendiert. Anschliefend wurden sie in 500 pl Cytofix/Cytoperm-Puffer
(Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) aufgenommen, durchmischt und fir 20
Minuten bei 4°C inkubiert. Es folgte ein Zentrifugations- und Waschschritt, woraufhin
die Proben fir 10 Minuten bei 4°C mit je 2 ml Perm/Wash-Puffer (10 x BD-
Perm/Wash-Puffer-Konzentrat 1:10 mit Aqua dest. verdiinnt) inkubiert wurden, gefolgt
von einem weiteren Waschschritt. Dann wurden bereits markierte monoklonale
Antikorper (verwendete Antikorper und Konzentrationen siehe Tabelle 2.3) zugegeben,
durchmischt und die Proben bei 4°C fir 30 Minuten inkubiert. Danach wurden die
Proben 3-mal mit Perm/Wash-Puffer gewaschen, zentrifugiert, der Uberstand verworfen
und die Zell-Suspension resuspendiert. Zum Schluss wurden die Zellen in 300 pl
FACS-Puffer aufgenommen und bei 4°C bis zur Messung gelagert.

Tab. 2.3: Ubersicht tiber die verwendeten Antikorper, die eingesetzte Verdiinnung und

die Herstellerfirmen

Antikorper Konjugat eingesetzte Firma
Verdinnung (in
FACS-Puffer)
CD19 PerCP-Cy5.5 1:20 BD Pharmingen
Biozol
TACI PE 1:20 (Biolegend)
BCMA FITC 1:20 Alexis
BAFF-R FITC 1:20 BD Pharmingen
CD14 PerCP-Cy5.5 1:20 BD Pharmingen
APRIL PE 1:20 Biolegend
BAFF Atto488 1:50 Alexis
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2.3.2. ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

BAFF und APRIL wurden mit kommerziell erhaltlichem ELISA aus dem Serum der
Patienten bestimmt. Das Testprinzip basiert darauf, dass die zu untersuchenden
Patientenseren in eine Mikrotiterplatte gegeben werden, die mit spezifischen
Antikorpern gegen BAFF oder APRIL beschichtet ist, an welche BAFF oder APRIL
binden. AnschlieBend wird ein Enzymkonjugat hinzugegeben, welches das
Vorhandensein von BAFF oder APRIL Uber eine Reaktion mit einem Farbstoff
nachweisen kann. Anschliefend wird die Farbreaktion am Photometer gemessen und

quantifiziert.

Messung von léslichem BAFF:

Die BAFF-Konzentrationen wurden mittels des Quantikine BAFF ELISA Kits (R & D
Systems, Wiesbaden, Deutschland) gemessen. Als erstes wurden je 100 ul Assay-
Verdinnungslésung in die Wells der 96 Mikrotiterplatte gegeben. AnschlieRend wurden
jeweils 50 pl der sieben Standardverdinnungen (1:2 Verdunnungsserie des BAFF-
Standards mit einem Verdinnungsmittel), Kontrollen und verdinnte Serumproben
(Patientenseren 1:2 mit Verdinnungsmittel) in die Wells pipettiert, mit einer
selbstklebenden Folie bedeckt und im Dunkeln bei Raumtemperatur zwei Stunden
inkubiert. Die Folie wurde entfernt, der Uberstand verworfen und die Wells 4-mal mit je
400 ul Waschpuffer (Waschpufferkonzentrat 1:25 in Aqua dest. verdiinnt) gewaschen.
Danach wurden 200 pl BAFF-Konjugat in jedes Well gegeben, diese wurden wieder mit
einer selbstklebenden Folie bedeckt und im Dunkeln bei Raumtemperatur fur zwei
Stunden inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit folgten vier weitere
Reinigungsschritte mit Waschpuffer und die Zugabe von 200 ul Substratlésung (1:1
Vermischung der Farbreagenzien A und B) in jedes Well. Danach folgte eine erneute
Inkubation fir 30 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden je
50 ul Stoppldsung in die Wells gegeben. Innerhalb von 30 Minuten nach Zugabe der
Stopplésung erfolgte die Messung der optischen Dichte bei 450 nm photometrisch in
einem ELISA-Microplate-Reader  (Multiskan EX, Thermofisher,  Schwerte,
Deutschland). Anhand der sieben Standards wurde eine Eichkurve angefertigt, mittels

derer die BAFF-Konzentrationen berechnet werden konnten. Jede Serumprobe wurde
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doppelt fur jeden ELISA-Versuch gemessen, woraus der Mittelwert der BAFF-
Konzentration fiir jede Patientenprobe errechnet wurde.

Messung von léslichem APRIL:

Die APRIL-Konzentrationen wurden mittels des APRIL ELISA Kits (Bender
MedSystems®, Wien, Osterreich) gemessen. Die 96-Well-Platte wurde zunichst
zweimal mit 400 pl Waschpuffer (Waschpufferkonzentrat 1:20 in Aqua dest. verdunnt)
pro Well gewaschen. Darauf wurden jeweils 100 pl der sieben APRIL-
Standardlosungen (1:2 Serienverdinnungsreihe), 100 pl Samplelésung und 50
Samplelésung mit 50 pl verdinnter Serumproben (Patientenseren 1:3 in Sampleldsung
verdunnt, bei falsch hohen oder falsch niedrigen Messergebnissen in einer 1:2 oder 1:6
Verdinnung nochmals gemessen) in die Wells gegeben. Daraufhin wurden 50 pl
Biotin-Konjugat (Biotin-Konjugat-Konzentrat 1:100 mit Assaypuffer verdinnt;
Assaypufferkonzentrat 1:20 mit Aqua dest. verdiinnt) in jedes Well pipettiert. Die
Mikrotiterplatte wurde mit einer Folie bedeckt und bei Raumtemperatur fiir zwei
Stunden auf dem Schuttler mit 200 rpm inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand
verworfen und dreimal mit 400 pl Waschpuffer gewaschen. Daraufhin wurden 100 pl
Streptavidin-HRP (Streptavidin-HRP-Konzentrat 1:100 mit Assaypuffer verdiinnt) in
jedes Well gegeben, die Platte wurde abgedeckt und bei Raumtemperatur fir eine
Stunde auf dem Schiittler bei 200 rpm inkubiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen
und es folgten drei weitere Waschschritte. Anschliefend wurden 100 pl TMB
(Tetramethylbenzidin)-Substratlésung in jedes Well in einem abgedunkelten Raum
gegeben. Die Platte wurde abgedeckt und bei Raumtemperatur im Dunkeln fur acht bis
zehn Minuten inkubiert. Darauf folgte die Zugabe von 100 ul Stopplésung (1 M
Phosphorsaure) pro Well. Innerhalb von 30 Minuten nach Zugabe der Stopplésung
erfolgte die Messung der optischen Dichte bei 450 nm photometrisch in einem ELISA-
Microplate-Reader (Multiskan EX, Thermofisher). Anhand der sieben Standards wurde
eine Eichkurve angefertigt, mittels derer die APRIL-Konzentrationen ermittelt werden
konnten. Die Versuche wurden in Doppelansatzen durchgefiinrt. Daraus wurden die

Mittelwerte der APRIL-Konzentration fur jede Patientenprobe ermittelt.

23



2.4. Statistik

Fur die statistische Analyse wurde der GeoMean der Fluoreszenzintensitat der FACS-
Messungen und die Mittelwerte der APRIL- bzw. BAFF-Konzentrationen aus den
ELISA-Messungen benutzt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms
GraphPadPrism  Version 4.0. Zur Uberpriifung ihrer Signifikanz wurden
Haufigkeitsvergleiche zwischen den Gruppen mit Hilfe des Fisher‘s exact tests,
Titerunterschiede mit Hilfe des U-Tests und Vergleiche sonstiger Werte mit Hilfe des
ANOVA-Tests ermittelt. Haufigkeitsvergleiche zwischen den Gruppen mit mehr als
zwei Variablen wurden mit dem Chi-Quadrat Test berechnet. Ein p <0.05 galt als

signifikant. Die Werte sind als Mittelwert +/- Standardabweichung angegeben.
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3. Resultate

Bei 10 von 12 Patienten lag Vollblut zur Analyse vor, bei allen 12 Patienten Serum.
Acht Patienten hatten eine Immunneuropathie (IN), vier Patienten hatten eine AChR-
Ak-positive MG. Als Kontrollgruppe dienten 11 gesunde Probanden (GP). Da die
Kontrollgruppe etwas junger war, als die Patientengruppe, wurde in beiden Gruppen
eine Altersabhdngigkeit der BAFF- und APRIL-Serumkonzentrationen ausgeschlossen

(Daten nicht gezeigt).

3.1. Konzentrationen von BAFF und APRIL im Serum von Patienten mit
Myasthenia gravis, Patienten mit Immunneuropathien und gesunden

Probanden an Tag 1, Tag 3und Tag 5

3.1.1. Vergleich der BAFF- und APRIL-Konzentrationen zwischen gesunden

Probanden und Patientengruppen an Tag 1

Der Vergleich der BAFF- und APRIL-Konzentrationen an Tag 1 im Serum von
Patienten mit Immunneuropathien (IN), Myasthenia gravis (MG) und gesunden
Probanden (GP) ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen
(BAFF, IN-Patienten 796.1 +/- 361.5 pg/ml, MG-Patienten 489.5 +/- 148.8 pg/ml, GP
798.9 +/- 182.7 pg/ml; APRIL, IN-Patienten 200.5 +/- 538.8 ng/ml, MG-Patienten 4.3
+/- 3.5 ng/ml, GP 265.8 +/- 764.6 ng/ml; p>0.05, Abb. 3.1). Bei den APRIL-
Konzentrationen im Serum fiel ein Patient der IN-Gruppe mit einem extrem erhéhten
APRIL-Serumspiegel auf. Diese Probe wurde mehrfach nachgemessen, der Patient

wurde in der Analyse belassen.
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Abb. 3.1 a und b: BAFF- (a) und APRIL-Konzentrationen (b) im Serum von Patienten
mit IN und MG sowie von GP an Tag 1 (p>0.05).

3.1.2. Vergleich der BAFF- und APRIL-Konzentrationen innerhalb der

Patientengruppen an Tag 1, Tag 3 und Tag 5

Die BAFF- und APRIL-Konzentrationen im Serum von Patienten mit MG und IN
wurden an Tag 1, 3 und 5 der IVIg-Gabe gemessen. Es ergaben sich keine signifikanten
Veranderungen uber den Zeitverlauf (BAFF, MG-Patienten: Tag 1 489.5 +/- 148.8
pg/ml, Tag 3 418.9 +/- 96.9 pg/ml, Tag 5 369.7 +/- 49.9 pg/ml; BAFF, IN-Patienten:
Tag 1 796.1 +/- 361.5 pg/ml, Tag 3 735.1 +/- 339.7 pg/ml, Tag 5 746.3 +/- 348.9 pg/ml;
APRIL, MG-Patienten: Tag 1 4.3 +/- 3.5 ng/ml, Tag 3 65.6 +/- 64.6 ng/ml, Tag 5 145.2
+/- 153.4 ng/ml; APRIL, IN-Patienten: Tag 1 200.5 +/- 538.8 ng/ml, Tag 3 260.2 +/-
594.7 ng/ml, Tag 5 249.4 +/- 371.6 ng/ml; p>0.05, Abb. 3.2 und 3.3). Bezliglich der
Veranderungen der APRIL-Konzentrationen im Serum war bei den Immunneuropathien
ein extremer AusreiBer zu verzeichnen (Abb. 3.3b). Die extrem hohen APRIL-
Konzentrationen bei diesem Patienten wurden mehrfach nachgemessen und der Patient

in der Analyse belassen. Wirde man diesen AusreilRer entfernen, ware bei den
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Immunneuropathien ein signifikanter Anstieg der APRIL-Konzentration im Serum
unter IVIg-Therapie zu verzeichnen (ANOVA, Kruskal-Wallis-Test, p<0.01).

BAFF, Serum, MG (n=4) BAFF, Serum, IN (n=8)
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Abb. 3.2 aund b: Die BAFF-Konzentrationen im Serum von Patienten mit MG (a) und
von Patienten mit IN (b) wurden an Tag 1, 3 und 5 gemessen. Es gab keine

signifikanten Veranderungen (p>0.05).
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Abb. 3.3 a und b: Die APRIL-Konzentrationen im Serum von Patienten mit MG (a)
und von Patienten mit IN (b) wurden an Tag 1, 3 und 5 gemessen und zeigten keine

signifikanten Veranderungen (p>0.05).

Es wurden dann die Veranderungen der BAFF- und der APRIL-Serumspiegel unter
IVIg-Therapie hinsichtlich moglicher Unterschiede im klinischen Ansprechen auf die
IVIg-Therapie in der Gesamtgruppe untersucht. Dabei zeigte sich, dass Patienten, die
auf eine 1VIg-Therapie gut respondierten, eine Abnahme des BAFF-Serumspiegels von
21.2 +/- 15.8% (Mittelwert +/- Standardabweichung) des Ausgangswertes aufwiesen,
wéhrend 1VIg-Nonresponder einen Anstieg des BAFF-Serumspiegels von 16.1 +/-
14.5% zeigten (Abb. 3.4a, p<0.01). Bei den APRIL-Veranderungen fand sich kein
signifikanter Unterschied zwischen 1VIg-Respondern und —Nonrespondern (Abb. 3.4b,
p>0.05).
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Abb. 3.4. a und b: Veranderung der Serumspiegel unter Therapie mit IVIlg von BAFF
(@) und APRIL (b) in Abhéngigkeit vom klinischen Respondieren der Patienten auf die
IVIg-Therapie. (a) Signifikanter Abfall des BAFF-Serumspiegels bei Patienten mit
gutem Ansprechen auf IVIg (IVIg pos) im Vergleich zu non-Respondern (Vg neg),
(p<0.01). (b) kein signifikanter Unterschied in der Verdnderung des APRIL-
Serumspiegels zwischen 1VIg-Respondern (IV1g pos) und non-Respondern (p>0.05).

3.2. Expression von BAFF, APRIL und den BAFF-Rezeptoren auf und in
Blutzellen von Patienten mit Myasthenia gravis, Patienten mit

Immunneuropathien und gesunden Probanden an Tag 1, Tag 3 und Tag 5

3.2.1. Vergleich der extra- und intrazellularen BAFF-Expression  der

CD14+Monozyten zwischen Kontroll- und Patientengruppen an Tag 1 und

innerhalb der Patientengruppen an den Tagen 1-5

Der Vergleich der extrazelluldar auf CD14+Monozyten gemessenen BAFF-Expression
an Tag 1 zwischen den drei Gruppen ergab eine signifikant héhere BAFF-Expression an
Tag 1 auf CD14+Monozyten von Patienten mit einer IN im Vergleich zu GP. Im
Gegensatz dazu waren auf CD14+Monozyten von Patienten mit einer MG keine
erhohten BAFF-Werte im Vergleich zu GP und IN-Patienten nachweisbar (BAFF
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extrazellulér; IN-Patienten 5.1 +/- 1.3, MG-Patienten 4.4 +/- 0.2, GP 3.7 +/- 0.7; p<0.05
und p>0.05, Abb. 3.5 a).

Allerdings muss hier festgehalten werden, dass die Expressionsanderungen sich
insgesamt auf einem sehr niedrigen Expressionsniveau bewegen. Die intrazellulare
BAFF-Expression in CD14+Monozyten bei Patienten mit IN und MG sowie bei den GP
an Tag 1 zeigte keine signifikanten Unterschiede (BAFF intrazelluldr, IN-Patienten 9.3
+/- 2.8, MG-Patienten 8.9 +/- 0.5, GP 12.3 +/- 4.9; p>0.05, Abb. 3.5 b).

BAFF, CD14+Monozyten BAFF, CD14+Monozyten
extrazellulér, Tag 1 intrazellular, Tag 1
n. sign.
p<0.05 14_ n. sign.
13]
6 n.sign. 12}
11 n. sign.

o
N

IS
N

w
N

BAFF [GeoMean]

BAFF [GeoMean]

IN MG GP
(n=7) (n=3) (n=11)

IN MG GP
(n=7) (n=3) (n=11)

Abb. 3.5 a und b: Extrazellulare BAFF-Expression auf CD14+Monozyten an Tag 1 (a).
Patienten mit IN zeigen eine signifikant hdhere BAFF-Expression (p<0.05) im
Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv, wéhrend Patienten mit MG im Vergleich zu
GP und IN-Patienten keine erhohte BAFF-Expression auf Monozyten aufweisen
(p>0.05). Intrazellulare BAFF-Expression in CD14+Monozyten an Tag 1 (b) bei
Patienten mit IN und MG sowie bei GP ohne signifikanten Unterschied (p>0.05).

Der Vergleich der extrazellularen BAFF-Expression auf CD14+Monozyten im Verlauf
der funftagigen IVIg-Gabe bei MG-Patienten ergab eine signifikante Verringerung der
BAFF-Expression zwischen Tag 1 und Tag 5 sowie zwischen Tag 3 und Tag 5. Die
BAFF-Expression auf den CD14+Monozyten zwischen Tag 1 und Tag 3 zeigte keinen
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signifikanten Unterschied (BAFF extrazellular, MG-Patienten: Tag 1 4.4 +/- 0.2, Tag 3
45 +/- 0.04, Tag 5 3.8 +/- 0.2; p<0.01 und p>0.05, Abb. 3.6 a). Die intrazellulare
Expression von BAFF in CD14+Monozyten bei Patienten mit Myasthenia gravis an Tag
1, 3 und 5 ergab keine signifikant unterschiedlichen Ergebnisse (BAFF intrazellular,
MG-Patienten: Tag 1 8.9 +/- 0.5, Tag 3 13.8 +/- 6.9, Tag 5 12.3 +/- 3.9; p>0.05, Abb.
3.6 b).

BAFF, CD14+Monozyten extrazellular, BAFF, CD14+Monozyten intrazellulér,
MG (n=3) MG (n=3)
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4.34 18 J
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Abb. 3.6 a und b: Extrazellulare BAFF-Expression auf CD14+Monozyten (a). Patienten
mit MG weisen eine signifikante Abnahme der BAFF-Expression auf
CD14+Monozyten im Verlauf der funftagigen IVIg-Therapie auf (p<0.01).
Intrazelluldre Expression von BAFF in CD14+Monozyten (b) bei Patienten mit MG an
Tag 1, 3 und 5 ohne signifikante Unterschiede (p>0.05).

Die extrazellulare BAFF-Expression auf CD14+Monozyten von Patienten mit IN an
Tag 1, 3 und 5 ergab keine signifikanten Ergebnisse (BAFF extrazellulédr, IN-Patienten:
Tag 1 5.1 +/- 1.3, Tag 3 4.7 +/- 1.6, Tag 5 4.4 +/- 1.0; p>0.05, Abb. 3.7 a). Die
intrazellulare Expression von BAFF in CD14+Monozyten bei Patienten mit
Immunneuropathien an Tag 1, 3 und 5 ergab ebenfalls keine signifikant
unterschiedlichen Ergebnisse (BAFF intrazellulér, IN-Patienten: Tag 1 9.3 +/- 2.8, Tag
38.3+/-2.2, Tag 5 8.6 +/- 1.8; p>0.05, Abb. 3.7 b).
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Abb. 3.7 a und b: Extrazelluldre (a) und intrazelluldare (b) BAFF-Expression von
CD14+Monozyten bei Patienten mit IN an Tag 1, 3 und 5 ohne signifikante
Unterschiede (p>0.05).

3.2.2. Vergleich der extra- und intrazellularen APRIL-Expression der

CD14+Monozyten zwischen Kontroll- und Patientengruppen an Tag 1 und

innerhalb der Patientengruppen an den Tagen 1-5

Die extrazellulare Expression von APRIL auf CD14+Monozyten bei Patienten mit IN
und MG sowie den GP an Tag 1 wies keine signifikanten Unterschiede auf (APRIL
extrazellulér, IN-Patienten 4.6 +/- 1.9, MG-Patienten 4.5 +/- 0.8, GP 3,5 +/- 1; p>0.05,
Abb. 3.8 a). Der Vergleich der intrazellular in CD14+Monozyten gemessenen APRIL-
Expression an Tag 1 zwischen den drei Gruppen zeigte eine signifikant erhthte APRIL-
Expression in CD14+Monozyten von IN- und MG-Patienten im Vergleich zu den GP
(APRIL intrazellulér, IN-Patienten 72.4 +/- 28.1, MG-Patienten 70.3 +/- 9.8, GP 32.1
+/- 10.6; p<0.01 und p<0.05, Abb 3.8 b). Zwischen den beiden Patientengruppen
bestand kein signifikanter Unterschied (p>0.05).
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Abb. 3.8 a und b: Extrazellulare Expression von APRIL auf CD14+Monozyten (a) bei
Patienten mit IN und MG sowie bei GP an Tag 1 ohne signifikante Unterschiede
(p>0.05). Intrazellulare Expression von APRIL in CD14+Monozyten (b). Es bestand
eine signifikant erhdhte Expression von APRIL an Tag 1 bei IN-Patienten im Gegensatz

zu GP (p<0.01) und bei MG-Patienten im Vergleich zu GP (p<0.05).

Die extrazelluldare und intrazellulare APRIL-Expression von CD14+Monozyten bei
keine signifikanten Unterschiede (APRIL
extrazellular, MG-Patienten: Tag 1 4.5 +/- 0,8, Tag 3 3.8 +/- 0.5, Tag 5 3.6 +/- 0.5;
0.3 +/- 9.8, Tag 3 143.1 +/- 181.3, Tag 5

Patienten mit MG an Tag 1, 3 und 5 ergab

APRIL intrazellular, MG-Patienten: Tag 1 7
99.9 +/- 33.9; p>0.05, Abb. 3.9).
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Abb. 3.9 a und b: Extrazelluldre (a) und intrazellulare (b) APRIL-Expression von
CD14+Monozyten bei MG-Patienten. Es zeigten sich keine signifikanten Anderungen

uber den analysierten Zeitraum (p>0.05).

Bei Patienten mit IN ergaben die Messungen der extra- und intrazellularen APRIL-
Expression der CD14+Monozyten an Tag 1, 3 und 5 keine signifikanten Anderungen
(APRIL extrazellulér, IN-Patienten: Tag 1 4,6 +/- 1,9, Tag 3 5.0 +/- 2.7, Tag 5 4.7 +/-
2.1; APRIL intrazellular, IN-Patienten: Tag 1 72.4 +/- 28.1, Tag 3 65.8 +/- 37.7, Tag 5
61.1 +/- 21.4; p>0.05, Abb. 3.10).
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Abb. 3.10 a und b: Extrazelluldre (a) und intrazelluldre (b) APRIL-Expression von
CD14+Monozyten bei Patienten mit IN an Tag 1, 3 und 5 ohne signifikante
Unterschiede im Verlauf der 1VVIg Therapie (p>0.05).

3.2.3. Vergleich der extrazellularen TACI-, BCMA- und BAFF-R-Expression der

CD19+B-Zellen zwischen Kontroll- und Patientengruppen an Tag 1 und

innerhalb der Patientengruppen an den Tagen 1-5

Der Vergleich der extrazelluldar auf CD19+B-Zellen gemessenen TACI-Expression an
Tag 1 zwischen den drei Gruppen ergab keine signifikanten Unterschiede der TACI-
Expression bei Patienten mit IN und MG im Vergleich zu den GP. Es lieR sich jedoch
eine Tendenz einer hoheren TACI-Expression auf CD19+B-Zellen bei den MG-
Patienten im Vergleich zu den GP sehen (p=0.06), die méglicherweise durch die kleine
Gruppengrolle das Signifikanzniveau nicht erreichte (TACI, IN-Patienten 4.7 +/- 3.1,
MG-Patienten 8.4 +/- 1.9, GP 4.8 +/- 1.7; p>0.05, Abb. 3.11 a). Die Expression von
BCMA und BAFF-R auf CD19+B-Zellen bei Patienten mit IN und MG sowie den GP
an Tag 1 ergab ebenfalls keine relevanten Unterschiede zwischen den Gruppen (BCMA,
IN-Patienten 4.6 +/- 0.9, MG-Patienten 6.2 +/- 2.6, GP 5.2 +/- 1.9, BAFF-R, IN-
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Patienten 84.9 +/- 31.7, MG-Patienten 90.7 +/- 53.2, GP 79.5 +/- 17.9; p>0.05, Abb.
3.11 b und c).

TACI, CD19+B-Zellen, Tag 1 | BCMA, CD19+ B-Zellen, Tag 1 | BAFF-R, CD19+B-Zellen, Tag 1

TACI [GeoMean]
BCMA [GeoMean]

IN MG GP
MG GP (n=7) (n=3) (n=11)

IN MG GP
(n=7) (n=3) (n=11) (n=7) (n=3) (n=11)

IN

Abb. 3.11 a - c: Extrazellulare Expression von TACI (a), BCMA (b) und BAFF-R (c)
auf CD19+B-Zellen bei Patienten mit IN und MG sowie bei GP an Tag 1 ohne
signifikante Unterschiede (p>0.05).

Die extrazellulare Expression des Rezeptors TACI auf CD19+B-Zellen bei Patienten
mit MG und IN an Tag 1, 3 und 5 zeigte keine signifikante Veranderung Uber den
analysierten Zeitraum (TACI, MG-Patienten: Tag 1 8.4 +/- 1.9, Tag 3 7.1 +/- 4.1, Tag 5
8.3 +/- 1.7; TACI, IN-Patienten: Tag 1 4.7 +/- 3.1, Tag 3 4.8 +/-3.3, Tag 5 5.7 +/- 3.8;
p>0.05, Abb. 3.12).
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Abb. 3.12 a und b: Extrazellulare TACI-Expression auf CD19+B-Zellen bei Patienten
mit MG (a) und IN (b) an Tag 1, 3 und 5 ohne signifikanten Unterschied (p>0.05).

Bei Patienten mit MG und IN zeigte die extrazellulare Expression des Rezeptors BCMA
auf CD19+B-Zellen an Tag 1, 3 und 5 ebenfalls keine signifikante Veranderung unter
der funftagigen 1VIg-Behandlung (BCMA, MG-Patienten: Tag 1 6.2 +/- 2.6, Tag 3 4.4
+/- 0.7, Tag 5 6.6 +/- 1.0; BCMA, IN-Patienten: Tag 1 4.6 +/- 0.9, Tag 3 4.5 +/- 1.2,
Tag 5 4.3 +/- 1.1; p>0.05, Abb. 3.13).
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Abb. 3.13 aund b: Extrazellulare BCMA-Expression auf CD19+B-Zellen bei Patienten
mit MG (a) und IN (b) an Tag 1, 3 und 5 ohne signifikanten Unterschied (p>0.05).

Die extrazelluldre Expression des Rezeptors BAFF-R auf CD19+B-Zellen bei Patienten
mit MG und IN zeigte keine signifikante Verdnderung von Tag 1 bis Tag 5 (BAFF-R,
MG-Patienten: Tag 1 90.7 +/- 53.2, Tag 3 60.8 +/- 15.4, Tag 5 88.4 +/- 55.1; BAFF-R,
IN-Patienten: Tag 1 84.9 +/- 31.7, Tag 3 74.4 +/- 27.0, Tag 5 91.2 +/- 36.5; p>0.05,
Abb. 3.14).
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Abb. 3.14 a und b: Extrazellulire BAFF-R-Expression auf CD19+B-Zellen bei
Patienten mit MG (a) und IN (b) an Tag 1, 3 und 5 ohne signifikanten Unterschied
(p>0.05).
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4. Diskussion

4.1. Konzentrationen und Expression von BAFF, APRIL und den BAFF-
Rezeptoren bei Patienten mit Myasthenia gravis, Patienten mit

Immunneuropathien und gesunden Probanden

B-Zellen und Autoantikdrper sind in der Pathogenese verschiedener neurologischer
Erkrankungen wie Multiple Sklerose (MS), Neuromyelitis optica, Immunneuropathien,
und der Myasthenia gravis (MG) involviert (Dalakas 2008). Die MG ist eine
Erkrankung, die typische Charakteristika einer B-Zell-vermittelten, autoimmunen
Genese aufweist. In den meisten Féllen kdnnen Autoantikorper gegen den AChR
nachgewiesen werden, welche vermutlich aufgrund eines fehlerhaften T-Zell-
abhangigen Prozesses im Thymus der Patienten entstehen und zusammen mit dem
Komplementsystem zu einer Entzlindungsreaktion an der neuromuskuldren Synapse
und einer Internalisierung des AChR fiihren (Conti-Fine et al. 2006; Leite et al. 2007).
Zudem kann die MG durch Ubertragung von anti-AChR-AK im Tiermodell induziert
werden (Conti-Fine et al. 2006). Ebenso ist bei den Immunneuropathien eine
vorwiegend B-Zell-vermittelte  Entstehung wahrscheinlich, da sie diverse
Entziindungsprozesse im Sinne von aktivierten Immunzellen und proinflammatorischen
Zellmediatoren im Bereich der Nervenhillen, teilweise Autoantikdrper und ein gutes
Ansprechen auf immunmodulatorische und 1gG-entfernende  Behandlungen
(Plasmapherese, Immunadsorption) aufweisen (Hughes et al. 2006b; Kdller et al. 2005).
BAFF, APRIL und deren Rezeptoren sind kritische Faktoren fiir das Uberleben und die
Differenzierung von B-Zellen (Dalakas 2008). Es ist daher nicht verwunderlich, dass
BAFF, APRIL und ihre Rezeptoren in einigen Erkrankungen mit autoimmuner Genese
erhoht sind. So konnten unter anderem flr die autoimmunh&molytische Andmie, fur das
primdre Sjogren Syndrom und fur den Morbus Crohn erhéhte BAFF
Serumkonzentrationen nachgewiesen werden (Xu et al. 2015, Loureiro-Amigo et al.
2021, Andreou et al. 2021). Interessanterweise finden sich nur wenige Daten zu APRIL-
Serumspiegeln. Bei der autoimmunhamolytischen An&mie zeigten sich neben den
erhbhten BAFF- auch erhohte APRIL-Serumspiegel (Xu et al. 2015) und beim

kindlichen autoimmunen Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom konnten im Liquor zwar
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erhohte BAFF-Spiegel nachgewiesen werden, die APRIL-Spiegel waren jedoch normal
(FUhlhuber et al. 2009).

Die bisher publizierten Ergebnisse zu BAFF-und APRIL-Serumkonzentrationen in MG-
Patienten sind allerdings uneinheitlich. So konnten Ragheb et al. bei MG-Patienten im
Vergleich zu verschiedenen Kontrollgruppen signifikant erhéhte BAFF-Serumspiegel
messen, es zeigte sich aber keine Korrelation zu klinischen Parametern (Ragheb et al.
2008). Auch in einer Studie von Kim et al. konnte nachgewiesen werden, dass die
BAFF-Serumspiegel in MG-Patienten signifikant hoher als in gesunden Probanden sind
(Kim et al. 2008). Hierbei zeigten nicht immuntherapierte MG-Patienten die hdochsten
BAFF-Konzentrationen im Serum (Kim et al. 2008). Auch fand sich in dieser Studie
und einer weiteren Studie, dass die BAFF-Serumspiegel bei seropositiven (AChR-
IMUSK-Antikorper-positiven) MG-Patienten hoher sind als bei seronegativen (Kim et
al. 2008, Ragheb et al. 2008). Eine weitere Studie wies ebenfalls erhohte BAFF-
Serumwerte bei AChR-Antikorper-positiven Myastheniepatienten nach (Sobieszczuk et
al. 2021), wéhrend in einer anderen Studie keine erhéhten BAFF-Serumspiegel bei MG-
Patienten gemessen werden konnten (Thangarajih et al. 2006). Es zeigte sich bei keiner
der Studien eine Korrelation zwischen den BAFF-Konzentrationen und den Serumtitern
der anti-AChR-AK oder der Krankheitsschwere, wobei auch die anti-AChR-AK nicht
mit der Krankheitsschwere korrelierten (Lindstrom et al. 1998, Thangarajh et al. 2006,
Kim et al. 2008). Ein Problem dieser Heterogenitat scheint allerdings in der
verschiedenen Patienten-Vorauswahl zu bestehen. So sind in fast allen Studien sowohl
Patienten mit einer early-onset Myasthenia gravis (< 50 Jahre) wie auch einer late-onset
Myasthenia gravis (> 60 Jahre) eingeschlossen worden, obwohl diese Patienten eine
unterschiedliche Immunpathogenese aufweisen: Bei den jungen Patienten liegt haufig
eine Thymushyperplasie mit ausgepragter Aktivierung von Immunzellen (sogenannte
Thymitis) vor, wahrend bei den late-onset Patienten eine Thymusinvolution zu
beobachten ist. Zudem waren in allen Studien sowohl therapienaive als auch bereits
immunsupprimierte Patienten eingeschlossen.

Die vermehrte Expression von BAFF und APRIL im hyperplastischen Thymus von
MG-Patienten konnte nachgewiesen werden (Thangarajh et al. 2006). Dies wird durch
die Studie von Li et al. unterstitzt, die 2008 zeigen konnte, dass BAFF-R in den
meisten B-Zellen der Keimzentren und im Serum von MG-Patienten signifikant hoher

exprimiert wird als in Kontrollpersonen (Li et al. 2008). Chen et al. konnte zeigen, dass

41



es eine erhohte Expression von BAFF-R im Thymusgewebe von MG-Patienten gibt
(Chen et al. 2011). Die Spiegel von BAFF-R jedoch sind in MG-Patienten mit atrophem
Thymus genauso hoch wie in Patienten mit hyperplastischem Thymus (Chen et al.
2011). In einer andere Studie fand sich beziglich der Rezeptor-Expression kein
Unterschied in der Expression von BAFF-R, BCMA und TACI zwischen MG-Patienten
und gesunden Kontrollen (Thangarajh et al. 2007). In dieser mittels FACS und ELISA
durchgefuhrten  Studie  exprimierten  fast alle =~ CD19+B-Zellen und
CD19+CD27+Gedéchtnis-B-Zellen BAFF-R (Thangarajh et al. 2007).

Die hier vorgestellte Studie konnte ebenso wie Thangarajh et al. (2006) keine
signifikant erhohten Serumkonzentrationen von BAFF und APRIL bei den Patienten
mit MG im Vergleich zur Kontrollgruppe nachweisen. Allerdings waren die MG-
Patienten immunsuppressiv vorbehandelt und kdnnten dadurch verringerte BAFF- und
APRIL-Konzentrationen aufweisen. Die MG-Patienten der vorgenannten Studien
wiesen verschiedene oder gar keine Therapien auf. Mdglicherweise wére dies und die
kleine GruppengroRe der MG-Patienten eine Erklarung fur die diskrepanten Ergebnisse.
Auch die Expression der BAFF-Rezeptoren zeigte keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Patientengruppen und den gesunden Probanden, was friheren
Ergebnissen entspricht (Thangarajh et al. 2007). Eine tendenziell hohere Expression von
TACI auf B-Zellen bei den MG-Patienten dieser Studie erreichte, mdglicherweise
aufgrund der kleinen Gruppengrolie, keine Signifikanz.

Erstmals konnte hier gezeigt werden, dass die intrazellulare APRIL-Expression in
Monozyten bei Myasthenia gravis-Patienten erhoht ist. Die zelluldre Expression von
APRIL wurde bisher bei Myasthenia gravis nicht untersucht. Zu den APRIL-
Serumspiegeln gibt es, wie oben erwéhnt, inkonsistente Daten (Thangarajh et al. 2006,
Uzawa et al. 2016).

Bei den acht Patienten mit einer Immunneuropathie konnten keine signifikant erhéhten
BAFF- und APRIL-Konzentrationen im Serum im Vergleich zu den gesunden
Probanden nachgewiesen werden. Allerdings wurde nach einer Extensionsstudie als
Nachfolgestudie zu dieser Studie eine leichte, signifikante Erhéhung der BAFF-
Serumspiegel nachgewiesen (Bick et al. 2013), so dass hier die geringe Patientenzahl
das Ergebnis beeinflusst haben dirfte. In einer Studie von Ritter et al. mit 23 Patienten
mit chronischen Immunneuropathien (CIDP) konnten ebenfalls signifikant erhohte

BAFF-Serumkonzentrationen gemessen werden (Ritter et al. 2014). Die APRIL-
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Serumkonzentrationen wurden in dieser Studie oder auch in anderen Studien nicht
bestimmt. In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die zellulare
Expression von APRIL in Monozyten bei Patienten mit Immunneuropathien im
Vergleich zu gesunden Kontrollen deutlich erhoht ist. Zwar konnte in dieser Studie auch
eine signifikant erhohte extrazellulare BAFF-Expression bei IN-Patienten nachgewiesen
werden, allerdings waren die extrazellularen Expressionslevel von BAFF in allen
Gruppen so niedrig, dass eine Relevanz dieses Befundes fragwirdig erscheint. Die
Expression der BAFF-Rezeptoren auf den CD19+B-Zellen zeigte keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Immunneuropathie-Patienten und der gesunden
Kontrollgruppe.

Auch wenn in dieser Stichprobe die BAFF- und APRIL-Serumspiegel der Patienten mit
Immunneuropathien und Myasthenia gravis nicht signifikant erhéht waren, weist dies in
Verbindung mit der Folgestudie sowie den Expressionsstudien in Monozyten darauf
hin, dass eine Fehlregulation von BAFF und APRIL eine Rolle in der Pathogenese der

Immunneuropathien und der Myasthenia gravis spielt.

4.2. Die Effekte von IVIg insbesondere auf BAFF, APRIL und die BAFF-

Rezeptoren

Intravendse  Immunglobuline  (IVVlg)  werden  bei  einer Vielzahl  von
Autoimmunerkrankungen therapeutisch eingesetzt (Dalakas 2004; Toubi et al. 2005,
Watad et al. 2017). In der Neurologie stellen Therapieindikationen fir 1VIg u.a. die
myasthene Krise oder Erkrankungsprogredienz der MG, die akute Polyradikulitis
Guillain-Barré (GBS) und die chronischen Immunneuropathien (CIDP, MMN) dar
(Fateh-Moghadam et al. 1984; Hughes et al. 2008; Hughes et al. 2012; Linemann et al.
2015; Zinman et al. 2007).

IVIg entfalten ihre Wirkung tber verschiedene Wege, wie zum Beispiel Blockade von
Fc-Rezeptoren, Down-Regulation der proinflammatorischen Zytokine IL-1 und IL-6
sowie eine Erhohung der regulatorischen T-Zellen (Ubersichten in (Lehmann &
Hartung 2011, Victor & Nahm 2023)). BAFF, APRIL und deren Rezeptoren scheinen

dabei nicht unbedeutend zu sein.
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In einer Studie tber Patienten mit Kawasaki-Syndrom, einer akuten fiebrigen Vaskulitis
der frihen Kindheit, besserten sich unter der IVIg-Therapie rasch die Klinischen
Symptome in allen Féllen (Doi et al. 2010; Kawasaki 1967). Die mittleren BAFF-
Konzentrationen waren vor der IVIg-Therapie hoch und sanken danach signifikant ab,
wahrend die APRIL-Werte unter der IVVIg-Behandlung signifikant anstiegen (Doi et al.
2010). Es wurde eine inverse Korrelation zwischen BAFF und APRIL bei diesen
Patienten beobachtet (Doi et al. 2010). Die BAFF-Werte waren vor der IVIg-
Behandlung bei Patienten mit Kawasaki-Syndrom tendenziell hoher als bei Gesunden,
jedoch ohne signifikanten Unterschied (Doi et al. 2010). Es konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den APRIL-Spiegeln vor und nach der Behandlung zwischen
Patienten und Gesunden festgestellt werden (Doi et al. 2010). Die Autoren
schlussfolgerten, dass 1VIg mdglicherweise den Verlauf des Kawasaki-Syndroms durch
Verénderungen der BAFF- und APRIL-Konzentrationen beeinflussen (Doi et al. 2010).

In einer Studie mit einer experimentellen, autoimmunen Myasthenia gravis (EAMG) in
Ratten konnte die Expression von BAFF-R und APRIL signifikant unter der 1VIg-
Behandlung reduziert werden, was auf eine Inhibierung der B-Zell-Aktivitat durch IVIg
hindeutet (Zhu et al. 2006).

Im Gegensatz zu den vorgenannten Studien konnte in dieser Studie bei den MG- und
bei den IN-Patienten keine eindeutige Anderung der Serumkonzentrationen von BAFF
und APRIL unter der IVIg-Therapie nachgewiesen werden. Die APRIL-
Serumkonzentration stieg zwar bei den meisten Patienten (MG und IN) wahrend der
IVIg-Gabe deutlich an, erreichte aber aufgrund eines einzelnen AusreilRers keine
statistische Signifikanz. Wird dieser AusreiRer (hypothetisch) aulRer acht gelassen, wére
eine inverse Regulation von APRIL unter IVIg-Therapie moglich. Eine solche inverse
Regulation von APRIL wurde bereits beim systemischen Lupus erythematodes
beschrieben. Hier zeigte sich in einer Studie, dass die APRIL-Serumspiegel invers mit
der Krankheitsaktivitat korrelieren (Stohl et al. 2004). Eine statistisch zwar signifikante
Reduktion der extrazellularen BAFF-Expression auf CD14+Monozyten der MG-
Patienten erscheint von fraglicher Relevanz, da die basalen extrazellularen BAFF-
Expressionslevel bereits sehr niedrig waren.

Wenn die Veranderungen der BAFF-Serumspiegel in der Gesamtgruppe (MG und IN)
mit dem Ansprechen der Patienten auf die IVIg-Therapie (klinische Evaluation 4

Wochen nach Therapiebeginn) korreliert werden, zeigt sich, dass Patienten mit gutem
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Ansprechen auf IVIg eine Abnahme des BAFF-Serumspiegels zeigen, wéhrend dieser
bei Patienten ohne klinisches Ansprechen sogar ansteigt. Eine Studie von Ritter et al.
konnte belegen, dass eine Behandlung mit hochdosiertem 1VIg (1g/kg Kérpergewicht)
bei CIDP-Patienten zu einer signifikanten Reduktion der pathologisch erhohten BAFF-
Konzentrationen fuhrte, wahrend IVIg in der geringeren Dosierung von 0,4g/kg
Kdrpergewicht zu einer nicht signifikanten Reduktion der BAFF-Serumspiegel fiihrte
(Ritter et al. 2014). Es konnten jedoch keine Kklinischen Korrelationen nachgewiesen
werden. Eine rezente Studie zeigte zwar erhohte BAFF-Serumspiegel bei CIDP-
Patienten, allerdings war hier keine Korrelation zum langfristigen klinischen Verlauf
nachweisbar (Michael et al. 2023).

Ebenso wie in der Studie von Ritter et al. konnte bei den IN-Patienten in dieser Studie
keine signifikante Anderung der BAFF-Expression bei den Monozyten und keine
Unterschiede in der Expression der BAFF-Rezeptoren bei den B-Zellen ermittelt
werden. Maoglicherweise lassen sich die teilweise differierenden Ergebnisse durch
unterschiedlichen Patientenkohorten und -zahlen erklaren. Zudem erfolgte die
Blutentnahme bei den Patienten von Ritter et al. direkt vor und 30 min nach der
Infusion (Ritter et al. 2014). Bei den Patienten der vorliegenden Studie erfolgte die erste
Blutentnahme direkt vor der ersten 1VIg-Gabe, die zweite direkt vor der dritten 1VIg-
Gabe und die dritte innerhalb einer Stunde nach der flinften 1VIg-Gabe. Eventuell ist
der zeitliche Abstand zwischen 1VIg-Gabe und Messung bedeutend, um Anderungen
der Konzentrationen und Expression der Liganden und Rezeptoren festzustellen.

In der Studie von Trebst et al. wurde die Expression von inflammatorischen
Chemokinrezeptoren auf zirkulierenden T-Zellen und auf zirkulierenden Monozyten
mittels Durchflusszytometrie vor und nach [VIg-Therapie in Patienten mit
Immunneuropathien untersucht und kein Unterschied vor und nach Therapie mit 1VIg
nachgewiesen (Trebst et al. 2006). Dies spricht dafur, dass die Modulation der
Expression der Chemokinrezeptoren auf zirkulierenden Leukozyten durch 1VIg keine
Wirkungsweise in Immunneuropathien ist (Trebst et al. 2006). Ritter et al. konnte auf
CD3+T-Zellen, nicht jedoch auf B-Zellen, eine geringere Expression von BAFF-R
direkt nach der IVIg-Infusion nachweisen (Ritter et al. 2014). Dies deckt sich mit den
Ergebnissen dieser Studie, wo sich ebenfalls keine signifikante Veranderung der
Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA auf den CD19+ B-Zellen zeigte.

45



In einer in vitro Studie mit Monozyten-Zellkulturen wurde festgestellt, dass sowohl die
intrazelluldre als auch die soluble BAFF-Expression durch 1VIg inhibiert werden konnte
(Bick et al. 2013). Monozyten scheinen Zielstrukturen von IVIg zu sein, um die BAFF-
Produktion zu modulieren, da die l6sliche BAFF-Form nach der IVIg-Behandlung
deutlich niedrigere Werte aufwies (Bick et al. 2013). Dies ist konform mit den
vorliegenden Ergebnissen tber eine Reduktion der extrazelluldaren BAFF-Expression
bei den MG-Patienten unter der 1VIg-Behandlung, die jedoch in vivo schon von einem
sehr niedrigen Expressionslevel ausging. Bick et al. beschrieben auch, dass IVIg
dauerhaft in der Zellkultur vorhanden sein muss, um seinen inhibitorischen Effekt auf
die BAFF-Sekretion austiben zu koénnen (Bick et al. 2013). Nach Entfernung des
Medikamentes kam es innerhalb von 48h zu einem BAFF-Level-Anstieg auf Werte,
welche bei unbehandelten Zellen gemessen wurden (Bick et al. 2013). Ein Unterschied
in der BAFF-Transkription zwischen behandelten und unbehandelten Zellen zeigte sich
nicht (Bick et al. 2013). Abschlielend auffallig war der inhibitorische Effekt des
F(ab‘)2-Fragments von IVIg auf die BAFF-Expression vergleichbar mit jener des
kompletten IVIg (Bick et al. 2013). Daraus wurde geschlossen, dass 1VIg die BAFF-
Expression durch FcyR unabhédngige Wege in den Monozyten inhibiert (Bick et al.
2013).

Le Pottier et al. konnten erstmals die Présenz von anti-BAFF- und anti-APRIL-
Antikdrpern in IV1g dokumentieren, wobei vor allem IgG und deren F(ab‘)2-Fragmente
eine Rolle zu spielen scheinen (Le Pottier et al. 2007a; Le Pottier et al. 2007b). Mittels
ELISA und Western Blot konnte nachgewiesen werden, dass IVlg BAFF und APRIL in
einer dosisabhéngigen Weise bindet (Le Pottier et al. 2007a). In vitro konnte gezeigt
werden, dass rekombinantes BAFF (rBAFF) die Lebensfahigkeit von B-Zellen positiv
beeinflusst und dieser Effekt durch Zugabe eines monoklonalen BAFF-Antikdrpers oder
durch 1VIg wieder aufgehoben werden kann (Le Pottier et al. 2007a; Le Pottier et al.
2007b). Daraus schlussfolgerten die Autoren, dass 1VIg die Rolle von BAFF im B-Zell-
Uberleben  funktionell neutralisieren kann und dass natirliche anti-BAFF-
Autoantikorper in den Seren einiger gesunder Menschen vorkommen mussen (Le
Pottier et al. 2007a). Auch Ritter et al. konnten anti-BAFF-Antikorper in ihrer Studie
nachweisen (Ritter et al. 2014).

Das Ansprechen von funf der acht IN-Patienten dieser Studie auf IVIg entspricht

ungefahr den in der Literatur angegebenen Zahlen. 30% der CIDP-Patienten reagieren
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nicht oder nur unzureichend auf 1VIg (Hughes et al. 2008, Dalakas 2011). Da sich in
dieser Studie weder die BAFF- oder APRIL-Serumspiegel noch die zellulére
Expression als Biomarker fur ein Ansprechen auf die 1VIg-Therapie gezeigt haben,
waére die Suche nach einem Parameter hilfreich, der IVIg-Responder friihzeitig von
Non-Respondern zu unterscheiden hilft. Ein vielversprechender Marker stellt
moglicherweise der inhibitorische FcyRIIb auf B-Zellen und Monozyten dar
(Tackenberg et al. 2009). Es wurde festgestellt, dass Patienten mit CIDP weniger
FcyRIIb auf naiven B-Zellen besitzen und sie an der Hochregulierung bzw.
Beibehaltung des FcyRIIb wéhrend der Krankheitsprogression scheitern (Tackenberg et
al. 2009). Nach klinisch effektiver 1VIg-Therapie wurde die FcyRIIb-Proteinexpression
auf Monozyten und B-Zellen hochreguliert, was daraufhin deutet, dass der Effekt von
IVIg auf FcyRIIb ein potentieller Faktor ist, der eine Vorhersage uber die
Empféanglichkeit der Patienten auf IVIg erlaubt (Tackenberg et al. 2009). In einer
Studie mit japanischen CIDP-Patienten konnte zudem gezeigt werden, dass TAG-1
(transient axonal glycoprotein 1) ein wichtiger Faktor zu sein scheint, der die

Reaktivitat gegenlber 1VIg beeinflusst (lijima et al. 2009).

4.3. Schlussfolgerung

In der vorliegenden Studie konnten zwar keine signifikanten Unterschiede der basalen
BAFF- oder APRIL-Serumspiegel bei MG- oder IN-Patienten nachgewiesen werden,
allerdings war die basale zellulare Expression von APRIL bei beiden Erkrankungen
erhéht. Unter der 1VIg-Therapie zeigten die BAFF-Serumspiegel ein unterschiedliches
Verhalten zwischen Patienten mit gutem oder fehlendem Ansprechen auf die 1VIg-
Behandlung. Dies weist auf eine Fehlregulation des BAFF/APRIL-Systems auf der
Synthese-/Sekretionsebene hin, da die entsprechenden Rezeptoren auf B-Zellen weder
basal noch unter der IVIg-Therapie relevante Verdnderungen aufwiesen. Die teilweise
inkonsistenten Resultate der beiden Patientengruppen lassen sich méglicherweise durch
eine unterschiedliche molekulare Regulation des BAFF/APRIL-Systems in den beiden
Erkrankungen, aber auch moglicherweise durch die geringen Patientenzahlen erklaren.
Es sind weitere Studien n6tig, um den genauen Effekt von 1VIg auf BAFF und APRIL

zu untersuchen und die Wirkmechanismen weiter zu ergriinden.
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5. Zusammenfassung

Bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen spielen verschiedene Faktoren eine
Rolle: die genetische Pradisposition, Umgebungsfaktoren als potentielle Trigger und
mdogliche regulatorische Storungen innerhalb des Immunsystems. Die B-Zell-
aktivierenden Faktoren BAFF und APRIL sind an der Pathogenese verschiedener
Autoimmunerkrankungen  beteiligt. Sie werden vorrangig von Monozyten,
Makrophagen, Dendritischen Zellen und T-Zellen gebildet und binden an die
Rezeptoren BAFF-R, BCMA und TACI, die hauptsachlich auf B-Zellen
unterschiedlicher ~ Entwicklungsstufen  exprimiert  werden. Bei  einigen
Autoimmunerkrankungen konnten BAFF-Inhibitoren zu einer Besserung flihren.

In der vorliegenden Studie wurde Blut von Patienten mit Myasthenia gravis und
Immunneuropathien vor, wahrend und nach der flinftagigen Therapie mit 1VIg
hinsichtlich der BAFF- und APRIL-Spiegel im Serum, der Expression beider Zytokine
auf und in Monozyten und der Rezeptorexpression von BAFF-R, BCMA und TACI auf
B-Zellen untersucht. Die Bestimmung der BAFF- und APRIL-Serumkonzentrationen
erfolgte mittels ELISA. Die extrazellulare und/oder intrazelluldare Expression von
BAFF, APRIL und deren Rezeptoren wurde durchflusszytometrisch bestimmt.

Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den basalen BAFF- und
APRIL-Serumspiegeln der Patienten im Vergleich zu den gesunden Kontrollpersonen.
Allerdings war die Expression von APRIL in Monozyten bei beiden Patientengruppen
im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich erhoht. Der Einfluss von IVIg auf die
Serumkonzentrationen von BAFF und APRIL war uneinheitlich. Es zeigte sich jedoch,
dass ein gutes Ansprechen auf IVIg in der Gesamtpatientengruppe mit einer Reduktion
des BAFF-Serumspiegels einhergeht. 1VIg hatte keinen Einfluss auf die Expression der
BAFF- und APRIL-Rezeptoren auf B-Zellen.

Die vorgestellten Ergebnisse sprechen dafiir, dass eine Fehlregulation von BAFF und
APRIL in der Pathogenese der Immunneuropathien und der Myasthenia gravis eine
Rolle zu spielen scheint. Zudem fand sich ein inhibitorischer Effekt der IVIg auf die
BAFF-Freisetzung bei Patienten mit gutem Ansprechen auf die Therapie. Dieser legt
damit einen  weiteren  Wirkmechanismus von IVIg bei neurologischen

Autoimmunerkrankungen nahe.
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Summary

Different factors play a role in the development of autoimmune disorders: genetic
predisposition, environmental factors as potential triggers and dysregulations within the
immune system. The B-cell activating factors BAFF and APRIL are involved in the
pathogenesis of various autoimmune diseases and are mainly produced by monocytes,
macrophages, dendritic cells and T-lymphocytes. They bind to three receptors, BAFF-
R, BCMA and TACI, which are expressed in B-cells of different developmental stages.
BAFF-inhibitors have also been effective in the treatment of some autoimmune
diseases.

In the present study BAFF and APRIL serum levels, expression in monocytes and
expression of their receptors in B-lymphocytes before, during and after the 5 days of
IVIg-therapy in patients with chronic immune neuropathies (IN) and myasthenia gravis
(MG) were investigated. The BAFF and APRIL serum levels were examined by ELISA,
while the surface and intracellular expression of BAFF and APRIL in monocytes and
their receptors in B-cells were measured with flow cytometry.

The disease groups’ basal serum levels of BAFF and APRIL were not different from
controls. APRIL expression in monocytes was increased in MG and IN compared to
controls. The effect of IVIg on BAFF and APRIL serum levels showed no clear
tendency in all patients. However, patients with a good clinical response to 1VIg showed
a decrease in BAFF serum level, whereas BAFF level in patients without response
increased.

The dysregulation of BAFF and APRIL seems to play a role in the pathogenesis of
immune neuropathies and myasthenia gravis and IV1g seems to have a BAFF-inhibitory
effect in patients with treatment response, indicating a further mechanism of action of

IV1g in neurological autoimmune diseases.
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6. Abkilrzungsverzeichnis

Abb Abbildung

AChR Acetylcholin-Rezeptor

AK Antikorper

ANOVA Analysis of Variance

anti-MUSK anti-muskelspezifische-Tyrosinkinase

APC antigen presenting cell, Antigen-prasentierende Zelle

APRIL A proliferation-inducing ligand, Proliferation-
induzierender Ligand

Agua dest. Agqua destillata

BAFF B-cell activating factor, B-Zell aktivierender Faktor

BAFF-R BAFF-receptor, BAFF-Rezeptor

Bcl-2 B-cell lymphoma 2

B-CLL B-Zell Chronisch Lymphatische Leukémie

Bel-xL B-cell lymphoma-extra large

BCMA B-cell maturation antigen, B-Zell-Reifungs-Antigen

BCR B-cell receptor, B-Zell-Rezeptor

CAML Calcium modulating ligand

CD Cluster of Differentiation

CH constant heavy

CIDP Chronisch inflammatorische demyelinisierende

Polyneuropathie

CRD Cystein-reiche Domane

CSR Class switch recombination, Antikoérperklassenwechsel
DNA Desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinséure
EAMG Experimental Autoimmune Myasthenia gravis,

experimentelle autoimmune Myasthenia gravis

EBV Epstein-Barr-Virus

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

F(ab) antigen-binding fragment, antigenbindendes Fragment
FACS Fluorescence-activated cell sorting, Durchflusszytometrie
Fas-L Fas-Ligand
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Fc

FeyR
FITC
GBS

GP
HLA

MMN
mMRNA

MS
NK-Zellen
NMDA-R-Enzephalitis
nTreg

OMS

PE

PerCP-Cy 5.5
QMG

RA

rBAFF

RNA

rpm

SLE

crystallisable fragment, kristallisierbares Fragment
Fcy-Rezeptor

Fluoreszeinisothiozyanat

akute Polyradikulitis Guillain-Barré, Guillain-Barré
Syndrom

Gesunde Probanden

Human Lymphocyte Antigen, humanes
Lymphozytenantigen

Horseradish Peroxidase
Immunglobulin

Interleukin

Immunneuropathien

Interferon

Intravendse Immunglobuline
lipoprotein receptor-related protein 4
Myasthenia gravis

Major Histocompatibility Complex,
Hauptkompatibilitdtskomplex
Multifokale motorische Neuropathie
messenger RNA

Multiple Sklerose

Natdrliche Killerzellen
Anti-N-methyl-D-Aspartat-Rezeptor-Enzephalitis
natlrliche regulatorische T-Zellen
Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom
Phycoerythrin

Peridin Chlorophyll Cyanin 5.5
quantitativer Myasthenie-Score
Rheumatoide Arthritis

rekombinantes BAFF
Ribonukleinsdure

Rounds per minute

Systemischer Lupus Erythematodes
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SjS
Tab
TACI

TAG-1
TGF

THD
TMB
TNF

Sjogren Syndrom

Tabelle

Transmembrane activator and CAML interactor,
Transmembran Aktivator und CAML Interaktor

transient axonal glycoprotein 1

Transforming  Growth  Factor,  Transformierender
Wachstumsfaktor

TNF homology domain

Tetramethylbenzidin

Tumornekrosefaktor
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