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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem

1.1.1 Angeborene und erworbene Immunitat

Das Immunsystem hat die Aufgabe den Korper vor schadlichen Einflissen zu
schutzen. Um das Eindringen von Pathogenen zu vermeiden, besitzt der Korper
chemische und physikalische Schutzmechanismen, wozu die Haut und die Epithelien
von Bronchial-, Gastrointestinal- und Urogenitalsystem gehoren. Sollte ein
Krankheitserreger diesen Schutzschild Uberwinden, kommt als erste Barriere das
angeborene Immunsystem zum Einsatz. Effektorzellen wie Granulozyten, Mastzellen,
Monozyten, Makrophagen und natirliche Killerzellen detektieren unspezifisch
Pathogene und eliminieren diese direkt durch Phagozytose. Unterstutzt werden diese
Zellen durch lésliche Komponenten wie Komplementfaktoren, Interferone und
Cytokine. Die angeborene Immunitat reagiert schnell, aber unspezifisch und besitzt
kein Gedachtnis, so dass die Reaktionen bei einer Reinfektion nicht angepasst werden
konnen.

Nicht immer ist es dem angeborenem Immunsystem madglich, Eindringlinge zu
erkennen und zu eliminieren, weshalb ein weiterer Schutzmechanismus in Form einer
effektiveren und spezifischeren Abwehr notwendig ist. Dies leistet das adaptive
Immunsystem. Dieses setzt sich zusammen aus einem zellularen (B- und T-
Lymphozyten) und einem humoralen Arm (Immunglobuline). Durch Ausbildung
hochselektiver Rezeptoren kdnnen B- und T-Lymphozyten Fremdantigene spezifisch
erkennen. In Anwesenheit von weiteren stimulierenden Signalen werden die
Lymphozyten aktiviert und dadurch die gezielte Abwehr des Pathogens eingeleitet. B-
Zellen proliferieren und differenzieren zu Plasmazellen, die Immunglobuline in grofen
Mengen produzieren koénnen. T-Lymphozyten kénnen nach Proliferation eine direkt
zytotoxische Wirkung oder aber regulatorischen Einfluss auf den Ablauf der
Immunantwort auslben. Die adaptive Immunabwehr verfliigt dariber hinaus Uber
langlebige Gedachtniszellen, die bei einer Reinfektion schnell und effektiv zu einer

Immunantwort fihren (Janeway 2001; Chaplin 2006).
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1.1.2 Autoimmunitat

Eine wichtige Eigenschaft des adaptiven Immunsystems ist es kdrpereigene von
korperfremden Antigenen zu unterscheiden. Kommt es zu einer Stdérung dieser
grundlegenden Funktion und infolgedessen zum Angriff des Immunsystems auf
gesundes Gewebe spricht man von Autoimmunitat. Autoimmunitat beruht vermutlich
nicht auf einer einzelnen Ursache sondern ist Folge des Zusammenspiels von
genetischen, externen und immunologischen Einflissen (Ermann and Fathman 2001).
Bestimmte  Genpolymorphismen pradisponieren  flir  Autoimmunerkrankungen.
Menschen mit diesen Genvarianten erkranken zwar sehr viel haufiger an der jeweiligen
Autoimmunerkrankung, die Entwicklung ist aber nicht zwangslaufig gegeben. So
besitzt ein Grolteil der Morbus Bechterew-Patienten das HLA-B27 Allel (HLA: human
leucocyte antigen), jedoch ist auch ein Teil der Normalbevdlkerung ohne
Autoimmunerkrankungen HLA-B27 positiv (Gerber et al. 1977; Reveille 2006).

Es wurde beobachtet dass einige Autoimmunerkrankungen mit vorausgehenden
Infektionen assoziiert sind. Dies fuhrte zu der Annahme, dass Infektionen bei der
Atiologie von Autoimmunitat eine wichtige Rolle inne haben (Whitton and Fujinami
1999). Dabei bezeichnet Molekulare Mimikry die Tatsache, dass Erreger Epitope
besitzen die kdrpereigenen Antigenen stark dhneln. Da das Immunsystem aufgrund der
Strukturadhnlichkeit die fremden Antigene nicht von den eigenen Antigenen
unterscheiden kann, kreuzreagieren aktivierte T-Zellen und fuhren zu einer Schadigung
des korpereigenen Gewebes (Fujinami and Oldstone 1985; Oldstone 1998). Auch kann
die Ausbildung von Superantigenen durch Viren oder Bakterien zur Autoimmunitat
beitragen. Superantigene aktivieren unspezifisch T-Zellen. Werden dabei autoreaktive
T-Zellen stimuliert, kann Autoimmunitat induziert werden (Conrad et al. 1994; Carreno
and Collins 2002). Eine weitere Hypothese besagt, dass selbstreaktive T-Lymphozyten
durch eine Immunreaktion aktiviert werden konnen, obwohl sie keine strukturelle
Anhnlichkeit mit dem Pathogen aufweisen. Eine Infektion ruft eine spezifische
Immunantwort hervor, die mit einer gesteigerten Expression von Zytokinen und
Entzindungsmediatoren einhergeht. Autoreaktive T-Lymphozyten konnen durch dieses
proinflammatorische Milieu aktiviert werden und dadurch eine Autoimmunreaktion
auslosen (Wekerle et al. 1996; Carreno and Collins 2002).

Die Fahigkeit des Immunsystems korpereigene Antigene nicht anzugreifen wird als

Selbsttoleranz bezeichnet. In der Entwicklung von B- und T-Lymphozyten gehen Zellen
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zugrunde, die eine sehr starke Affinitdt zu korpereigenen Antigenen haben (negative
Selektion). Der Zusammenbruch dieses Toleranzmechanismus kann ebenfalls zu der
Entstehung von Autoimmunitat beitragen. Im Thymus findet die T-Zellreifung statt.
Antigenprasentierende Zellen prasentieren T-Lymphozyten eine grofl3e Diversitat von
Autoantigenen. Gehen die T-Lymphozyten eine starke Bindung mit diesen
Autoantigenen ein, werden diese T-Lymphozyten apoptotisch. Kommt es jedoch zu
einer Stérung in diesem Selektionsprozess und Autoantigene werden irrtimlicherweise
als fremd klassifiziert, werden autoreaktive T-Lymphozyten in die Peripherie entlassen,
die dann dort zu einer Autoimmunreaktion fiihren konnen (Wekerle et al. 1996). Ein
ahnlicher Mechanismus findet in der Reifung der B-Zellen statt. Binden naive B-Zellen,
nachdem sie aus dem Knochenmark ausgewandert sind, in der Peripherie an
Autoantigene werden diese apoptotisch. Dadurch werden bis zu 80% der naiven B-
Zellen bis zum Eintritt in die Milz aussortiert (Rolink et al. 1999). Kommt es zur Stérung
bei diesem Vorgang kann Autoimmunitat entstehen.

Beruht eine Krankheit auf Autoimmunitat spricht man von einer Autoimmunerkrankung.
Diese sind durch das Auftreten von Autoantikbrpern oder autoreaktiven Zellen
charakterisiert. Eine Ubertragung von diesen Zellen und/oder Immunglobulinen auf
gesunde Tiere kann zu einer Erkrankung mit dhnlichen Symptomen fihren (Rose and
Bona 1993).

Eine Autoimmunerkrankung kann organspezifisch oder systemisch sein. Beispiele fur
organspezifische Erkrankungen sind der Diabetes mellitus Typ 1 und die Hashimoto
Thyreoditis (Bach 1994; Burek and Rose 2008). Der Systemische Lupus
erythematodes ist ein klassisches Beispiel fur eine systemische Autoimmunerkrankung
(Klinman 1989; Lin et al. 1991).

1.1.3 Transplantationsimmunologie

Kommt es zu einem Funktionsverlust eines Organs ist es in vielen Fallen moéglich das
defekte Organ durch Transplantation eines funktionierenden Spenderorgans zu
ersetzen. Meist handelt es sich dabei um eine Allotransplantation, d.h. dass zwischen
zwei genetisch unterschiedlichen Individuen einer Spezies Organe Ubertragen werden.
Ohne den Einsatz von Medikamenten kommt es dabei jedoch zu einer Immunreaktion
des Empfangers auf die fremden Antigene des Spenders. Das transplantierte Organ
wird dadurch so stark geschadigt, dass es seine Funktion verliert und abgestoRen wird.
Ursache fur die AbstoBungsreaktion sind vor allem Unterschiede in den

Haupthistokompatibilidatskomplexen (MHC = major histocompatibility complex)



Einleitung

zwischen Spender und Empfanger. Dabei handelt es sich um Proteinkomplexe, die
Antigenfragmente prasentieren. Diese lassen sich in zwei Kategorien unterteilen. MHC-
Komplexe der Klasse eins werden von allen kernhaltigen Zellen und Thrombozyten
exprimiert, MHC-Komplexe der Klasse zwei befinden sich auf professionell
antigenprasentierenden Zellen z.B. dendritische Zellen, Makrophagen und B-
Lymphozyten. Durch Polygenie und Polymorphismus ist beim Menschen eine sehr
hohe Anzahl an Proteinkombinationen mdglich. Dadurch ist nahezu auszuschliefl3en,
dass genetisch nicht verwandte Personen vollstandig in den MHC - Proteinen
Ubereinstimmen. Je mehr sich die MHC-Komplexe des Spenders und Empfangers
gleichen, desto hoéher ist die Wahrscheinlichkeit, dass das Transplantat nicht
abgestolien wird (Doxiadis et al. 1982; Sijpkens et al. 1999).

Die AbstoRung wird aufgrund der Rejektionsmechanismen im zeitlichen Verlauf in eine
hyperakute, akute und chronische Form unterschieden.

Die hyperakute AbstoRung beruht auf einer Antigen/Antikdrperreaktion die innerhalb
von Minuten nach der Organtransplantation auftreten kann. Praformierte Antikérper die
durch eine vorherige Sensibilisierung (z.B. Bluttransfusion, Schwangerschaft)
entstanden sind, reagieren mit Blutgruppenantigenen oder polymorphen MHC-
Komplexen des Spenders. Nach dem Beginn einer hyperakuten AbstoRungsreaktion ist
eine Rettung des transplantierten Organs kaum mehr méglich. Durch die praoperativ
durchgeflhrte Kreuzprobe kann die hyperakute Abstol3ung vermieden werden.

Die akute Abstoldung beruht auf einer Reaktion von T-Zellen des Empfangers auf die
als vom Empfanger als fremd erkannten MHC-Komplexe des transplantierten Organs, -
es kommt zu einer Immunreaktion, die der Reaktion auf ein Fremdantigen entspricht.
Nach Aktivierung von B- und T-Zellen, werden diese zu Proliferation, Differenzierung
und Antikérperproduktion angeregt. Die Einwanderung der Immunzellen in das fremde
Gewebe, sowie eine Entziindungsreaktion mit anschlieRender Abstoflung sind die
Folge. Die AbstoRung kann ab dem 4. Tag nach Transplantation auftreten, ist aber
auch noch nach Jahren mdéglich. Ein Haufigkeitsgipfel der akuten Abstof3ung wird nach
zwei bis drei Wochen beobachtet.

Die chronische AbstoRungsreaktion beruht auf einer zellularen und humoralen
Immunreaktion und einer nichtimmunologischen Komponente, die bisher noch nicht
ausreichend geklart ist. Es kommt letztendlich zu einer Fibrose und einer Stérung der
Durchblutung des transplantierten Organs (Puttarajappa et al. 2012; Kissmeyer-
Nielsen et al. 1966; Patel and Terasaki 1969; Colvin 2007).
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1.2 BAFF - B-Zell aktivierender Faktor der TNF-Familie

1.2.1 Struktur, Expression und Regulation von BAFF

BAFF (B cell activating factor belonging to the TNF-family) wurde vor einigen Jahren
von unterschiedlichen Forschergruppen zeitgleich beschrieben, und ist deshalb ebenso
unter dem Namen BLyS (B lymphozyte stimulator), THANK (TNF Homologue That
Activates Apoptosis, Nuclear Factor-kB and c-Jun NH2 Terminal Kinase), TALL-1 (TNF-
and ApoL-related leukocyte-expressed ligand 1), zZTNF4 (z-tumor necrosis factor 4) als
auch TNSF 13b (TNF Superfamily Member 13b) bekannt. BAFF ist ein Mitglied der
Tumornekrosefaktor (TNF) -Familie und stellt einen wichtigen Uberlebensfaktor fiir B-
Lymphozyten dar (Moore et al. 1999; Mukhopadhyay et al. 1999; Schneider et al. 1999;
Shu et al. 1999; Gross et al. 2000). Die TNF-Superfamilie ist eine Gruppe von
Rezeptoren und Liganden, die grofien Einfluss auf die Regulation der Immunantwort
und Entzindungsreaktion hat (Smith et al. 1994). Zytokine der TNF-Familie kdnnen
Zellproliferation und Zelldifferenzierung, aber auch Apoptose von Zellen auslésen
(Aggarwal 2003). Benannt wurde die TNF-Familie nach dem Tumornekrosefaktor, dem
ersten entdeckten Ligand dieser Gruppe (Carswell et al. 1975). Alle bislang
beschriebenen Liganden sind durch eine »TNF-Homologie Domane“ (THD)
gekennzeichnet. Die héchste Sequenzhomologie innerhalb der THD hat BAFF zu
APRIL (a proliferation inducing ligand) (Bodmer et al. 2002). BAFF ist ein Glycoprotein
das aus 284 Aminosauren besteht. Es besitzt wie alle Zytokine der TNF-Familie eine
homotrimere Struktur, das in einer membrangebundenen Form und nach Abspaltung
von der Zellmembran durch eine Protease vom Furin-Typ auch in einer I6slichen Form
vorliegen kann (Schneider et al. 1999). Die Bildung von Oligomeren aus mehreren
I6slichen BAFF-Trimeren wurde ebenfalls beschrieben (Zhukovsky et al. 2004;
Cachero et al. 2006). Es wird angenommen, dass die Oligomerbildung eine
Signalverstarkung am Rezeptor auslést (Bossen et al. 2008). Zudem existieren zwei
Splicevarianten von BAFF: ABAFF und BAFF ¢. Biologisch aktiv ist lediglich ABAFF
das nicht 16slich sondern nur membranintegriert vorliegt und mit l6slichem BAFF
Heteromultimere bilden kann. Vermutet wird, dass dadurch die Freisetzung der
sezernierten BAFF-Proteine reguliert wird. Im transgenen Mausmodell konnte
nachgewiesen werden dass ABAFF der BAFF-Uberproduktion und den dadurch
hervorgerufenen negativen Effekten entgegenwirkt (Gavin et al. 2003).

BAFF wird in peripheren lymphatischen Zellen des Blutes sowie in Milz, Knochenmark
und Lymphknoten exprimiert (Moore et al. 1999; Schneider et al. 1999). Zu den BAFF-
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produzierenden Zellarten zahlen vor allem Monozyten, Makrophagen und dendritische
Zellen (Nardelli et al. 2001). Neutrophile Granulozyten exprimieren nach Aktivierung
dieser durch Interferon-y (IFN-y) und G-CSF (engl.: granulocyte colony-stimulating
factor) hohe Mengen an ldslichem BAFF (Scapini et al. 2003). AuRerdem konnte die
Expression von BAFF in nicht lymphoiden Zellen wie Stromazellen der Lymphknoten
(Hase et al. 2004), Astrozyten (Krumbholz et al. 2005), Synoviozyten (Ohata et al.
2005) und Stromazellen des Knochenmarks (Schaumann et al. 2007) gezeigt werden.
Gesunde B-Zellen exprimieren kein BAFF, jedoch wurde die Produktion von BAFF in
maligne entarteten Zellen z.B. in Non-Hodgkin-Lymphomen nachgewiesen (Novak et
al. 2004).

Die Regulation von BAFF erfolgt durch verschiedene Zytokine. IL-10 und IFN-y flihren
zu einem Anstieg der BAFF-Expression in Monozyten. Ferner gehodren IFN-a und
CD40L zu den BAFF-Induktoren. IL-4 fuhrt zu einer Reduzierung der BAFF-Expression
(Nardelli et al. 2001; Litinskiy et al. 2002).

1.2.2 Rezeptoren von BAFF und physiologische Wirkung

Eine exogene Zufuhr von BAFF flhrt in Mausen zu einem Anstieg der Immunglobuline
und der B-Lymphozyten-Zahl (Moore et al. 1999; Khare et al. 2000), eine Verringerung
des BAFF-Spiegels durch Zufuhr l6slicher BAFF-Rezeptoren flhrt zu einem Abfall aller
peripheren reifen B-Zell-Typen (Yan et al. 2000; Yu et al. 2000). Die Reifung und das
Uberleben von B-Zellen sowie die Produktion von Immunglobulinen durch
Plasmazellen werden durch BAFF reguliert (Batten et al. 2000; Thompson et al. 2000).
Bislang wurden drei BAFF-bindende Rezeptoren, BAFF-R, BCMA (B cell maturation
antigen) und TACI (transmembrane activator and calcium modulator and cyclophilin
ligand interactor) beschrieben, die hauptsachlich von B-Lymphozyten exprimiert
werden (Mackay and Ambrose 2003). BCMA und TACI kénnen nicht nur mit BAFF
sondern auch mit APRIL interagieren (Dillon et al. 2006). Alle drei Rezeptoren gehdren
zur TNF-Rezeptor-Familie welche durch eine cysteinreiche Domane (CDR= Cystein
rich domains) charakterisiert ist (Abb.1). Die TNF-Rezeptor-Familie kann in zwei
Klassen unterteilt werden. Zum einen gibt es TNF-Rezeptoren die Uber sogenannte
,2death domains* verfligen und Apoptose ausldsen kdnnen. Zum anderen gibt es TRAF-
(engl. TNF - receptor associated factor) assoziierte Bindestellen, zu denen die drei
BAFF-Rezeptoren zahlen. TRAF induzieren Signale in der Zelle, die fir Proliferation
und Uberleben zustandig sind (Chung et al. 2002) .
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Abb. 1: Die Interaktion von BAFF mit seinen Rezeptoren und ihre Funktion im
Immunsystem BAFF wird hauptsachlich von Zellen myeloiden Ursprungs wie Monozyten und
Makrophagen exprimiert. Durch eine Proteinase vom Furin-Typ (dargestellt durch Schere) kann
die membranintegrierte Form abgespalten werden, so dass das Zytokin anschlieBend als
I8sliche Form vorliegt. BAFF bindet an drei verschiedene Rezeptoren, BAFF-R, BCMA und
TACI die von B-Zellen, Plasmazellen und T-Zellen exprimiert werden. Die hdchste Affinitat zu
BAFF (dargestellt durch die Anzahl der Pfeile) hat BAFF-R. Unten sind die Funktionen, welche
die jeweiligen Rezeptoren vermitteln, angezeigt. Grafik modifiziert nach Schneider 2003.

Fir die wesentlichen Aufgaben von BAFF in der B-Zellreifung wird die
Signalweiterleitung Uber BAFF-R verantwortlich gemacht (Mackay and Ambrose 2003;
Ng et al. 2004). BAFF-/- transgene Mause sind BAFF-R -/- transgenen Mausen
(Mackay et al. 1999) sehr ahnlich. BAFF-R hat die hochste Affinitat zu BAFF und bindet
ausschliellich BAFF. Der BAFF-R Rezeptor wird auf B-Lymphozyten und peripheren
Gedachtniszellen exprimiert (Yan et al. 2001; Gorelik et al. 2004). Die
Expressionsdichte von BAFF-R auf B-Zellen sowie die Affinitat zu BAFF nimmt dabei
mit deren Reifegrad zu. B-Zellen reifen im Knochenmark aus einer pluripotenten
Stammzelle antigenunabhangig und wandern als unreife B-Zelle aus dem

Knochenmark aus. Uber die intermedidren Stadien T1-3 entwickeln sie sich in der
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Peripherie zu reifen B-Lymphozyten. Eine Induktion antiapoptotischer Signale erfolgt
durch die Bindung von BAFF an BAFF-R, somit resultiert das Zytokin in einem
Uberlebenssignal fiir B-Lymphozyten. Je hoher das Reifestadium der B-Zelle (T2/3
Stadium), desto héher ist die Abhangigkeit des Uberlebens der Zelle von BAFF. Diese
Funktion von BAFF in der B-Zellreifung wird durch transgene BAFF-/- bzw. BAFF-R-/-
Mausmodelle bestatigt. Bis zum T1-Zellstadium entwickelten sich B-Zellen dieser
Mause normal, ab dem T2 Zellstadium zeigt sich eine zunehmende Stérung der B-
Zellreifung (Hsu et al. 2002; Mackay and Ambrose 2003; Cancro 2004).

Aktivierte T-Zellen kénnen ebenfalls BAFF-R exprimieren (Ng et al. 2004), jedoch ist
eine Costimulation Uber diesen Rezeptor in der Literatur umstritten, da kein Einfluss
auf die T-Zellzahl in BAFF-/- transgenen Mausen detektiert werden konnte (Moisini and
Davidson 2009). BCMA und TACI konnte bislang keine tragende Funktion in der B-
Zellreifung nachgewiesen werden. Transgene BCMA-/- und TACI-/- Mause zeigen eine

normale Entwicklung der B-Lymphozyten.

BCMA besitzt nur eine geringe Affinitdt zu BAFF und wird in sehr frihen
Reifungsstadien der B-Lymphozyten sowie auf Plasmablasten und Plasmazellen
exprimiert. Durch die Bindung von BAFF oder APRIL an diesen Rezeptor werden
antiapoptotische Signalkaskaden induziert, jedoch zeigten BCMA-negative Mause
keine Veranderung der peripheren B-Lymphozytenanzahl. Die Hauptfunktion des
BCMA-Rezeptors ist es das Uberleben der Plasmazellen im Knochenmark zu
gewahrleisten. BCMA -/- transgene Mausen zeigten eine Plasmazellreduktion um 80
%. BCMA hat also eine groRe Bedeutung fiir das Uberleben von Plasmazellen im
Knochenmark (Xu and Lam 2001; O'Connor et al. 2004).

TACI ist ein weiterer BAFF-Rezeptor welcher von reifen B-Zellen, T-Zellen,
Plasmablasten und nach Stimulation auch von Monozyten und dendritischen Zellen
exprimiert wird (Chang et al. 2006; Tangye et al. 2006). Durch die Bindung von BAFF
oder APRIL kommt es zu einer Induktion proapoptotischer Signale. TACI kann von der
Zellmembran abgespalten werden und dadurch lésliche BAFF-Moleklle abfangen
(Bossen and Schneider 2006). TACI-/- transgene Mause weisen eine erhdhte Anzahl
peripherer B-Lymphozyten auf (Schneider and Tschopp 2003; Salzer et al. 2007). Im
Gegensatz zum BAFF-R hat TACI einen negativ regulatorischen Einfluss auf die B-Zell
Homoostase (Yan et al. 2001). Des Weiteren flhrt vor allem TACI aber auch BAFF-R
zum T-Zell unabhangigen Immunglobulin (Ig) Klassenwechsel von IgM zu IgG und IgA
in B-Lymphozyten (Castigli et al. 2005; Sutherland et al. 2006).
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1.2.3 Die Assoziation von BAFF mit Autoimmunerkrankungen

und Transplantation

Abgesehen von erhdhten BAFF-Serumspiegeln in hamatologischen
Tumorerkrankungen konnte eine Uberexpression von BAFF vor allem bei
Autoimmunerkrankungen detektiet ~werden (Tangye et al. 2006). Systemische
Autoimmunerkrankungen wie das Sjogren Syndrom (SS), der systemische Lupus
erythematodes (SLE), die rheumatoide Arthritis (RA) und die Wegener Granulomatose
sind mit erhdhten BAFF-Serumspiegeln assoziiert (Cheema et al. 2001; Zhang et al.
2001; Groom et al. 2002; Krumbholz et al. 2005). Eine Korrelation der
Krankheitsaktivitdt mit der Serum-BAFF-Konzentration konnte bei SS—Patienten und
bei Patienten mit Colitis ulcerosa nachgewiesen werden (Mariette et al. 2003, Zhang et
al. 2016). In Hirnlasionen von Patienten mit Multipler Sklerose konnte eine lokal
erhdhte BAFF-Expression detektiert werden, ebenso zeigten sich stark erhdhte BAFF-
Titer in der Synovialflissigkeit von Patienten mit einer RA. Zudem wurden erhdhte
BAFF-Konzentrationen im Urin von Patienten mit Lupusnepritis nachgewiesen. Durch
diese Studien Ilasst sich auf eine Mitwirkung von BAFF auf das lokale
Enzindungsgeschehen schlieRen (Cheema et al. 2001; Krumbholz et al. 2005, Phatak
et al. 2017). Zudem wurden bei mit HIV oder Hepatitis C infizierten Patienten
Autoimmunphanomene beobachtet, die mit erhdhten BAFF-Spiegeln einhergingen
(Stohl et al. 2002; Toubi et al. 2006).

Im Tiermodell fanden sich weitere Hinweise auf einen ursachlichen Zusammenhang
zwischen BAFF-Uberexpression und Autoimmunitat. So zeigten BAFF-transgene
Mause eine Fehlregulation in der B-Zell-Homoostase mit einer B-Zellhyperplasie,
erhohten Immunglobulinspiegeln und vermehrten Auftreten von Autoantikérpern.
Klinisch zeigten sie Symptome die dem systemischen Lupus erythematodes und dem
Sjogren Syndrom ahnelten (Mackay et al. 1999; Gross et al. 2000; Khare et al. 2000;
Groom et al. 2002; Kalled et al. 2005; Mackay and Leung 2006; Groom et al. 2007).
Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde eine Hypothese zur Entstehung von
Autoimmunitat aufgrund einer BAFF-Dysregulation formuliert. BAFF spielt eine wichtige
regulierende Rolle in der Reifung von B-Lymphozyten und der Determinierung des
peripheren B-Zellpools (Thomas et al. 2006). Durch eine BAFF-Uberexpression
werden die peripheren Toleranzmechanismen der B-Zelle in ihrer Funktion gestort.
Unter physiologischen BAFF-Konzentrationen differenzieren naive B-Lymphozyten, die
eine schwache Bindung zu einem Antigen aufbauen, zu reifen B-Lymphozyten. Die

antiapoptotischen Signale von BAFF (berwiegen den schwachen apoptotischen
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Signalen die durch das Antigen vermittelt werden. Bindet ein Autoantigen jedoch
hochaffin an den B-Zell-Rezeptor, 16st das sehr starke apoptotische Signale in der B-
Zelle aus. Diese Signale kénnen nicht durch die antiapoptotische Wirkung von BAFF
ausgeglichen werden, die B-Zelle geht zugrunde. Unter einer pathologisch erhdhten
BAFF-Konzentration werden der Zelle jedoch so starke antiapoptotische Signale
vermittelt, dass sie trotz Bindung eines Autoantigens uberleben und dem
programmierten Zelltod entgehen kann (Abb. 2) (Bannish et al. 2001; Mackay and
Browning 2002).

physiologische BAFF- physiologische BAFF- pathologische erhoehte
Konzentration Konzentration BAFF-Konzentration

Bindung)

F'N
Anti
(scl:gvznche Autoantigene Autoantigene A P\
~

] ‘ negative Autoimm nitaet)
& Reifdig ) ~__Selektion ) e —

Abb. 2: Die Rolle von BAFF in der negativen Selektion von B-Zellen und die Entstehung
von Autoimmunitét.

Wenn unter physiologischen BAFF-Konzentrationen ein Fremdantigen an den B-Zell-Rezeptor
bindet wird die Zelle zur Reifung stimuliert, da antiapoptotischen Signale Uberwiegen. Erhalt die
B-Zelle ein starkes apoptotisches Signal z.B. durch ein Autoantigen wird sie eliminiert, da die
Uberlebensférdernden Signale nicht ausreichen, um die Zelle vor dem programmierten Zelltod
zu bewahren. Pathologisch erhdhte BAFF-Konzentrationen vermitteln sehr starke
antiapoptotische Signale. Dadurch kénnen naive B-Lymphozyten trotz der Bindung eines
Autoantigens Uberleben und zu reifen B-Lymphozyten ausdifferenzieren. Grafik modifiziert nach
Mackay und Browning 2002.

Da BAFF eine zentrale Rolle in der Entstehung von Autoimmunitat spielt, wurden
BAFF-Antagonisten zur Therapie von Autoimmunerkrankungen entwickelt, die im
Tiermodell vielversprechende Behandlungserfolge zeigen. Mehrere Therapeutika die in
das BAFF-System eingreifen befinden sich in der klinischen Erprobung. Belimumab,
ein monoklonaler Antikdrper gegen l6sliches BAFF, ist bereits zur Therapie des

systemischen Lupus erythematodes zugelassen (Collins et al. 2016; Hui-Yuen et al.

10



Einleitung

2015; Liu and Davidson 2011; Wei et al. 2016). Auch zeigt Belimumab in der
Behandlung des Sjogren Syndroms in Studien vielversprechende Ergebnisse (De Vita
et al. 2015, Quartuccio et al. 2016).

Nach neueren Erkenntnissen spielen nicht nur T-Zellen sondern auch B-Zellen eine
wichtige Rolle in der Atiologie der AbstoRungsreaktion nach Allotransplantation. Bei
Patienten nach Nieren- und Knochenmarktransplantation wurden erhdhte BAFF-
Serumspiegel detektiert. Auch eine Assoziation zwischen erhéhten BAFF-Serumleveln
und dem Vorkommen sowie dem Schweregrad einer Glomerulopathie nach
Nierentransplantation konnte nachgewiesen werden. Die von BAFF abhangigen
Mechanismen in der AbstoRungsreaktion konnten jedoch bisher nicht ausreichend
erklart werden (Lehnhardt et al. 2012; Parsons et al. 2010; Sango et al. 2016;
Sarantopoulos et al. 2007; Xu et al. 2009; Ye et al. 2004).

1.3 Vorstellung der verwendeten Immunsuppressiva

Eine immunsuppressive Therapie ist immer dann indiziert wenn das Immunsystem eine
unerwlinschte Reaktion im Korper hervorruft. In der Behandlung von
Autoimmunerkrankungen soll durch Immunsuppressiva der Schadigung korpereigenen
Gewebes entgegengewirkt werden. Zur Prophylaxe der AbstolRungsreaktion werden
Immunsuppressiva in der Transplantationsmedizin eingesetzt. Aufgrund der
Komplexitdt des Immunsystems gibt es viele unterschiedliche Ansatzpunkte der
Therapeutika, allen gemeinsam ist, dass sie unspezifisch wirken. Infolgedessen
werden nicht nur die ungewollten Immunreaktionen, sondern auch lebensnotwendige
Abwehrfunktionen des Immunsystems  supprimiert. Die Therapie einer
AbstoRungsreaktion des Immunsystems auf eine Transplantation und
Autoimmunerkrankungen hat daher einen engen Handlungsspielraum. Zwar ist es
notwendig die stérende Immunreaktion des Korpers mdoglichst effizient zu
unterdricken, jedoch muss eine zu starke Schwachung des Immunsystems vermieden
werden, um einen ausreichenden Schutz vor schwerwiegenden Infektionen zu
gewahrleisten und die Entstehung von Tumorerkrankungen zu vermeiden (Bradley and
Elson 1971).

Im folgendem werden die in dieser Arbeit verwendeten Immunsuppressiva Rapamycin,
Cyclosporin A, Methotrexat, Mycophenolatmofetii und der Immunmodulator

Valproinsaure vorgestellt.
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1.3.1 Rapamycin, - ein m-TOR (mammalian target of rapamycin)

-Antagonist

Rapamycin (auch unter dem Namen Sirolimus bekannt) ist eine Makrolidlakton das im
Jahre 1975 erstmalig aus einem Bodenpilz isolierte wurde. Rapamycin gehdrt zu den
m-TOR Antagonisten. Durch Rapamycin wird vor allem die Zytokin-abhangige
Aktivierung und Proliferation von T-Zellen inhibiert. Rapamycin bindet intrazellular an
das Immunophilin FK506-bindendes Protein-12 (FKBP12) und inaktiviert dadurch die
Serin-Threonin-Kinase m-TOR (Zheng et al. 1995). M-TOR spielt eine wichtige Rolle in
der Kontrolle und Regulierung der Proteinsynthese und des Zellzyklus. Durch die
Inaktivierung werden die Zellen in der G1 Phase des Zellzyklus angehalten und somit
die Proliferation verhindert (Abb. 3) (Sehgal 1998; Loewith et al. 2002).

Rapamycin wird in der Prophylaxe der allogenen Organabstoliung meist in der
Kombination mit Glucocorticoiden und Calcineurininhibitoren eingesetzt. Im Gegensatz
zu Cyclosporin ist Rapamycin nicht nephrotoxisch es kénnen jedoch unerwiinschte
Wirkungen wie Dyslipiddmie, Myelosuppression, Infektionsanfalligkeit und
Wundheilungsstérungen auftreten (Mehrabi et al. 2006; Augustine et al. 2007). M-TOR
spielt auch eine Rolle in der Tumorpathogenese und so zeigt Rapamycin in vitro und in
vivo einen antitumordsen Effekt (Vignot et al. 2005; Gibbons et al. 2009). Everolimus,
ein weiterer m-TOR Antagonist, ist bereits zur Therapie des fortgeschrittenen
Mammakarzinom in Kombination mit einem Antidstrogen zugelassen (Lousberg und
Jerusalem 2017). Aufgrund seiner antiproliferativen Wirkung werden in der Kardiologie
Studien zur Anwendung mit Rapamycin beschichteter Stents durchgefihrt die
vielversprechende Ergebnisse aufweisen (Jensen et al. 2016; Thim et al. 2012;
Degertekin et al. 2002; Han et al. 2009).

1.3.2 Cyclosporin A- ein Calcineurininhibitor

Cyclosporin A (CsA), das aus dem Pilz Tolypocladium inflatum isoliert wird, gehdrt zu
der Wirkstoffklasse der Calcineurininhibitoren. Es handelt sich um ein lipophiles,
cyclisches Peptid, das aus elf Aminosduren besteht. CsA bindet an den
zytoplasmatischen Rezeptor Cyclophilin, wodurch die Proteinphospatase Calcineurin
inhibiert wird. Calcineurin reguliert den Transkriptionsfaktor NFAT (nuclear factor of
activated T-cells) der fur die Synthese von Interleukin-2 (IL-2), CD40L (Cluster of

differentiation 40 ligand) und weiteren Lymphokinen, die in der Aktivierung von T-
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Lymphozyten und ihrer klonalen Expansion eine wichtige Rolle spielen, verantwortlich
ist (Abb. 3) (Bennett and Norman 1986; Kahan 1989; Encke et al. 2004). Die
Behandlung der AbstoRungsreaktion bei Knochenmark- und Nierentransplantation stellt
die Hauptindikation fur eine Cyclosporintherapie dar, jedoch wird CsA auch in der
Therapie von Autoimmunerkrankungen, wie zum Beispiel der Myasthenia gravis
eingesetzt. Ein Vorteil von CsA ist, dass es keine Knochenmarksdepression, die
oftmals durch andere Immunsuppressiva hervorgerufen wird, auslost. Als
unerwlnschte Wirkungen werden vor allem Nierenfunktionsstérung, sowie
Leberfunktionsstérungen, Tremor, Hypertrichose und die Gingivahyperplasie
beobachtet (Faulds et al. 1993). In der Langzeittherapie ist zudem ein diabetogener
Effekt festzustellen (Kutkuhn et al. 1997).

T-Zell-Rezeptor IL-2-Rezeptor

P } i
~~~~~~~~~

Hemmung det
II-2 Synthese

Ry
NFAT-
Bindestelle

Abb. 3: Wirkungsmechanismen der Inmunsuppressiva Rapamycin und Cyclosporin A
Cyclosporin A bindet intrazellular an Cyclophilin. Durch diesen Komplex wird Calcineurin
inhibiert, welches die Dephosphorylierung von NF-AT katalysiert. NFAT ist ein
Transkriptionsfaktor der fur die Bereitstellung von Zytokinen wie IL-2 eine wichtige Rolle spielt.
Diese Botenstoffe sind an der Aktivierung und Proliferation von T-Lymphozyten beteiligt.
Rapamycin geht eine Bindung mit dem Immunophilin FKBP-12 ein und antagonisiert m-TOR.
M-TOR spielt in der Regulierung der Zellproliferation und des Zellzyklus eine entscheidende
Rolle. Grafik modifiziert nach Resch 2010.
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1.3.3 Mycophenolatmofetil — ein Antimetabolit

Mycophenolatmofetii (MMF) ist ein Prodrug das im Korper zu seinem aktiven
Metaboliten Mycophenolsaure umgewandelt wird. Diese hemmt selektiv und reversibel
die Inosinmonophosphat-Dehydrogenase, ein Schlisselenzym der ,De-novo*
Purinbiosynthese. Purine sind fur den Aufbau von Nukleinsduren unentbehrlich. Da
Lymphozyten, im Gegensatz zu anderen Zellen, nicht auf einen Wiederverwertungs-
stoffwechsel zur Deckung ihres Purinbedarfs zurickgreifen kdnnen, wird ihre DNA und
RNA Synthese und damit ihre Fahigkeit =zur Proliferation selektiv durch
Mycophenolsaure gehemmt. Die orale Bioverfugbarkeit ist sehr hoch und es wird
schnell zu seinem aktiven Metaboliten Mycophenolsdure umgewandelt (Natsumeda
and Carr 1993; Allison and Eugui 2000).

MMF ist zur Prophylaxe der akuten Organabstol3ung nach allogener Leber-, Herz- und
Nierentransplantation in Kombination mit Cyclosporin A und Glukokortikoiden
zugelassen (Wiesner et al. 2001; Villarroel et al. 2009). Zulassungsuberschreitende
Anwendung findet MMF auch in Autoimmunerkrankungen wie z. B. Myasthenia gravis,
Lupus erythematodes und Psoriasis (Glicklich and Acharya 1998; Hauser et al. 1998;
Surjushe and Saple 2008).

Gastrointestinale Beschwerden wie Diarrhoe und Nausea und eine Myelosuppression
sind die am haufigsten beobachteten unerwiinschten Wirkungen unter MMF-Therapie
(Epinette et al. 1987; Sollinger 1995; van Besouw et al. 1999).

1.3.4 Methotrexat - ein Folsaureantagonist

Methotrexat (Mtx) hat eine zytostatische und eine immunsuppressive Wirkung und
gehdrt zu der Wirkstoffklasse der Antimetabolite. Es greift in den Folsaurestoffwechsel
ein, der essentiell fur die Nucleotidbiosynthese ist. Durch Hemmung der
Dihydrofolatreduktase wird die DNS-Synthese unterbunden und die Zelle stirbt in der
S-Phase des Zellzyklus ab. Deshalb sind vor allem Zellen mit einer hohen Teilungsrate
von der Mtx-Wirkung betroffen. In hohen Dosierungen wird Mtx in der Therapie
verschiedener Tumorerkrankungen eingesetzt (Bleyer 1978; McGuire 2003).

In niedriger Dosierung wird Mtx bei der Behandlung von Autoimmunerkrankungen wie
der Psoriasis, der rheumatoiden Arthritis, der Wegener Granulomatose und der biliaren
Zirrhose verwendet (Kaplan 1998; Cronstein 2005; Specks 2005). Dabei wird ein

alternativer Wirkungsmechanismus diskutiert. Mtx wird in die Zelle aufgenommen und
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dort zu einem Polyglutamat umgewandelt. Dieses fuhrt durch die Inhibierung mehrerer
Stoffwechselreaktionen zu einem Anstieg des intrazelluldaren Adenosinspiegels.
Infolgedessen wird Adenosin vermehrt an den Extrazellularraum abgegeben und wirkt
dort an Adenosinrezeptoren. Diese haben eine hemmende Wirkung auf die Expression
von Interleukinen wie IL-1 oder IL-8 (Kremer 1994; Cutolo et al. 2001).

Den unerwunschten Wirkungen wie gastrointestinale Beschwerden, Leber und
Nierenschadigung sowie Knochenmarksdepression kann durch Gabe von Folsaure
(sog. ,Leukovorin-Rescue®) effektiv entgegengewirkt werden (Bertino et al. 1971;
Strober and Menon 2005).

1.3.5 Valproinsaure - ein Immunmodulator

Valproinsaure (VPA) ist eine synthetisch hergestelite Carbonsaure, die seit
Jahrzehnten in der antiepileptischen Therapie generalisierter und fokaler Krampfanfalle
sowie in der Behandlung von bipolaren Stérungen, Migrane und neuropathischen
Schmerzen eingesetzt wird. Dabei wirkt VPA Uber einen Anstieg des Plasmaspiegels
des inhibitorischen Neurotransmitters y-Aminobuttersdure (GABA) (Loscher 1999;
Johannessen 2000).

Neben diesem Wirkmechanismus wurde VPA als Histondeacetylaseinhibitor (HDACI)
identifiziert. Durch eine Blockade der Deacetylierung von Histonen offnet sich die
Struktur der DNS und wird dadurch in einen transkriptionell aktiveren Zustand
gebracht. Je nachdem welche Gene vermehrt transkribiert werden, kann es zu
Zellproliferation, Zelldifferenzierung aber auch zu Apoptose kommen. Antitumorale
Effekte sind bereits in vitro und in vivo nachweisbar. Des Weiteren konnte eine Wirkung
von VPA auf solide Tumoren sowie myelodysplastische Syndrom in Studien gezeigt
werden (Gottlicher et al. 2001; Duenas-Gonzalez et al. 2008). AuRerdem wurde gezeigt
dass HDACI immunmodulatorische und antientzindliche Eigenschaften aufweisen.
Der daflir verantwortliche Wirkmechanismus ist aber noch nicht ausreichend geklart
(Frikeche et al. 2012; Leoni et al. 2002; Bode et al. 2007).
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1.4 Fragestellung

Immunsuppressiva werden bereits effektiv zur Behandlung von
Autoimmunerkrankungen und zur Prophylaxe der Absto3ungsreaktion nach
Allotransplantation eingesetzt, ohne dass man oftmals den genauen Wirkmechanismus
kennt. BAFF spielt eine wichtige Rolle in der Atiopathogenese von Autoimmunitat und
auch in der Transplantationsimmunologie gerat BAFF immer mehr in den
Interressenfokus der Forschung.

Ziel dieser Arbeit ist es daher den Einfluss von Immunsuppressiva auf die Expression
und Sekretion des B-Zell aktivierenden Faktors der Tumornekrosefamilie BAFF naher
zu beleuchten. Sowohl neue Erkenntnisse zu den Wirkmechanismen von
Immunsuppressiva als auch zur Regulation des B-Zell-aktivierenden Faktors konnten

dadurch aufgezeigt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

Material und Methoden

2.1.1 Chemikalien, gebrauchsfertige Losungen und Kit

Cytofix/Cytoperm

Cyclosporin A

Destilliertes Wasser (Aqua dest.)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dinatriumhydrogenphosphat
(NazHPO4 X 2H20)

Ethanol vergallt, 96 %
FACS Clean/ Flow/ Rinse
Fotales Kalberserum (fetal calf serum = FCS)

Isopropanol

Methotrexat

Mycophenolatmofetil

Natriumazid (NaNs)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphospat (NaH2PO4 x H20)
Penicillin/Streptomycin

Perm/Wash-Ldsung

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung
(phosphat buffered saline = PBS) fir
Zellkultur (steril)

Quantikine human BAFF/Blys ELISA

Rapamycin

BD Pharmingen, Heidelberg, D
Calbiochem, Merck, Darmstadt, D
B. Braun, Melsungen, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D

Fisher, Saarbriicken, D
Becton Dickinson (BD), Heidelberg, D
Hyclone, Invitrogen, Carlsbad, USA

Riedel de Haen, Sigma Aldrich,
Taufkirchen, D

Sigma Aldrich, Taufkirchen, D
Sigma Aldrich, Taufkirchen, D
Merck, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D

Gibco, Invitrogen, Carlsbad, USA
BD Pharmingen, Heidelberg, D

Gibco, Invitrogen, Carlsbad, USA

R&D Systems, WI-Nordenstadt, D

Calbiochem, Merck, Darmstadt, D
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RPMI 1640-Medium (enthalt 2 mM stabiles

Glutamin)
Triton
Trypanblau
Valproinsaure

WST-1 Proliferationsreagenz

2.1.2 Verbrauchsmaterial

1,5 mL-Reaktionsgefalle
Cellstar® 75 cm? Zellkulturflaschen
Cellstar® Plastikpipetten (5, 10, 25 mL)

Cellstar® TC-Platte mit 96 Vertiefungen,

U-Form

Cellstar® Zellkulturplatte mit 6 Vertiefungen
CryotubeTM Einfrierrohrchen (1,8 mL)
FACS-Messroéhrchen (0,5 mL)
Falcon-Gefalie (15, 25 mL)

Minisart Sterilfilter (&: 0,45 um)

Neubauer improved Zahlkammer

Sterile Pipettenspitzen mit Filter

2.1.3 Gerate

FACS Calibur Durchflusszytometer
Hettich Universal 32 R Tischzentrifuge
Inverses Lichtmikroskop MBL 3100

Pipettierhilfe (Pipet Boy)

Material und Methoden

PAN Biotech, Aldenbach, D

Sigma Aldrich, Taufkirchen, D
Carl Roth, Karlsruhe, D
Sigma Aldrich, Taufkirchen, D

Roche, Mannheim, D

Sarstedt, Nimbrecht, D
GreinerBioOne, Frickenhausen, D
GreinerBioOne, Frickenhausen, D

GreinerBioOne, Frickenhausen, D

GreinerBioOne, Frickenhausen, D
Nunc, Langenselbold, D

Sarstedt, Nimbrecht, D

Becton Dickinson (BD), Heidelberg, D
Sartorius, Géttingen, D

Brand, Wertheim, D

Nerbe Plus, Winsen/Luhe, D

Becton Dickinson, Heidelberg, D
Hettich, Tuttlingen, D
Kruss Optronic, Hamburg, D

Integra Biosciences, Fernwald, D
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Multiskan Ex (ELISA-Reader)
Sterilbank (Class Il Type A/B3)
Stickstofftank

Vortex-Genie 2 (Vortexer)

Material und Methoden

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, D
Nuaire, Plymouth, USA
Air Liquide, Dusseldorf, D

Scientific Industries, Bohemia, USA

2.1.4 Puffer, Losungen und Medien

Einfriermedium

FACS-Puffer

Kulturmedium fir U-937 Zelllinie

PBS (10x)

PBS (1x)

Trypanblaufarbelésung

2.1.5 Antikorper

Fotales Kalberserum
10 % (v/v) DMSO

1x PBS
10 % (v/v) Foétales Kélberserum
0,1 % (v/v) NaNs

RPMI 1640 (enthalt 2 mM stabiles Glutamin)
10 % (v/v) Foétales Kélberserum

0,5 % (v/v) Penicillin/Streptomycin

1,45 M NaCl

100 mM NazHPO4x 2 H20
24,17 mM NaH2PO, x H20
gelost in 1 L Aqua dest.
pH: 7,2-7,35

10 % (v/v) PBS (10x)
Mit Aqua dest. auf 1 L auffiillen

PBS (1x)
0,4 % Trypan-Blau

BAFF (FITC) Ratte anti human, Acris Antibodies, San Diego,
monoklonal USA
BAFF (FITC) Ratte anti human Axxora, Lorrach, D
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BAFF (FITC)

BAFF (Atto-488)

CD-14 (PerCP-CY5.5)

Isotyp (Atto-488)

Isotyp (CFS)

Isotyp (FITC)

Isotyp (FITC)

Isotyp (PerCP-CY5.5)

2.1.6 Software

Cellquest

Excel 2002
Graphpad Prism
Office Word 2003
WinMDI

monoklonal

Maus anti human,

monoklonal

Ratte anti human,

monoklonal

Maus anti human,

monoklonal
Ratte 1gGaa

Maus 1gG

Ratte 1gGaa

Ratte 1gGaa

Maus IgG2p

Material und Methoden

R&D Systems,
WI-Nordenstadt, D

Axxora, Lorrach, D

BD Pharmingen, Heidelberg,
D

Axxora, Lorrach, D

R&D Systems, WI-
Nordenstadt, D

Acris Antibodies, San Diego,
USA

Southern Biotech,
Birmingham, USA

BD Pharmingen, Heidelberg,
D

PD Pharmingen, Heidelberg, D

Microsoft

Graph Pad Software, La Jolla, CA, USA

Microsoft

The scripps research institute, La Jolla, CA,

USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Die Zelllinie U-937

Fur die vorliegende Arbeit wurde die humane Zelllinie U-937 verwendet, welche sich
aus malignen Zellen ableitet, die im Jahre 1974 einem Pleuraerguss eines Patienten
mit generalisiertem histiozytarem Lymphom entnommen wurden. Es handelt sich um
eine immortalisierte Suspensionskultur, die monozytare Eigenschaften aufweist
(Sundstrom and Nilsson 1976). Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO: in
wasserdampfgesattigter Atmosphare in Zellkulturflaschen (75 cm?) kultiviert. Als
Medium diente RPMI, das mit 10 % fetalem Kaélberserum und 05 %
Penicillin/Streptomycin supplementiert wurde. Das Fetale Kalberserum wurde vor der
Zugabe mit einer Spritze und einem Sterilfilter (Porendurchmesser: 0,45 pm) filtriert.
Bezugsquelle der Zelllinie: AG Prof. K.T. Preissner, Abteilung Biochemie des

Universitatsklinikums Giessen.

2.2.1.2 Zellpassage und Kryokonservierung

Alle Arbeiten mit U-937-Zellen wurden unter sterilen Bedingungen im Zellkulturlabor an
Sicherheitswerkbanken durchgefihrt, um eine mikrobielle Kontamination zu vermeiden.
Die Zellpassage erfolgte, je nach Zelldichte, alle zwei bis drei Tage. Dazu wurde der
Inhalt der Kulturflasche durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren in ein 15 mL-Falcon-
GefaR Uberfiihrt. Nach der Zentrifugation (1200 rpm, 4 min) wurde der Uberstand
verworfen und durch frisches, 37 °C warmes Medium ersetzt. Zur Zellpassage wurden
je nach Zelldichte 72-1/20stel der Zellen in eine Kulturflasche tberflhrt und mit frischem
Medium weiter kultiviert.

Mittels Kryokonservierung kénnen Zellen Uber einen langeren Zeitraum hinweg in
flissigem Stickstoff aufbewahrt werden. Zum Einfrieren wurden die Zellen in ein 15
mL-Falcon-Gefald Uberfuhrt und zentrifugiert (1200 rpm, 4 min). Das erhaltene
Zellpellet wurde in 1 mL Einfriermedium resuspendiert, auf zwei Kryotubes verteilt und
fir 24 h in Isopropanol bei — 80 °C gelagert. Isopropanol gewahrleistet ein langsames
und schonendes Einfrieren der Zellen, bei einer Abklhlrate von 1 °C / min. Danach
wurden die Zellen in flissigen Stickstoff gelagert. Zum Auftauen der Zellen wurden
diese aus dem flussigen Stickstoff entnommen und mit Hilfe eines 37 °C warmen
Wasserbads mdglichst schnell erwarmt, da das im Einfriermedium enthaltene DMSO

zytotoxisch wirkt. Anschlielend wurden die Zellen in Medium resuspendiert und
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zentrifugiert (1200 rpm, 4 min). Dieser Arbeitsschritt wurde ein Mal mit einem gréR3eren
Medienvolumen wiederholt, um das DMSO zu entfernen. Daraufhin wurden die Zellen
in einem 37 °C warmen Medium wiederaufgenommen und in einer Kulturflasche (75
cm?) unter Standardbedingungen kultiviert. Der erste Mediumwechsel erfolgte am

darauffolgenden Tag.

2.2.1.3 Bestimmung von Zellzahl und Vitalitat
Die Kontrolle der Zellvitalitdt wurde mit Hilfe der Trypanblaufarbung durchgefuhrt.

Trypanblau farbt alle toten Zellen blau an, da es Farbstoffanionen besitzt die an
zytosolische Proteine binden und diese nur bei defekter Zellmembran in die Zelle
eindringen kénnen. Vitale Zellen mit intakter Zellmembran bleiben farblos. Es wurden
20 pL der Zellldsung mit 20 yL der Trypanblaulésung eine Minute inkubiert und in die
Neubauer-Zahlkammer pipettiert. Die Gesamtheit aller Zellen, blaue als auch farblose
wurden gezahlt. Die Zytotoxizitat ergab sich aus dem prozentualen Anteil der toten
Zellen an der Gesamtzellzahl.

Zur Ermittlung der Zellzahl der Zellsuspension wurden ausschlieRlich die vitalen,
farblosen Zellen in 4 GrolRquadraten gezahlt (Abb. 4). Da ein Grofiquadrat einem
Volumen von 0,1 yL entspricht, konnte die Zellzahl pro mL, unter Bericksichtigung der
Vorverdinnung, nach folgender Formel berechnet werden:

Zellzahl pro mL = Mittelwert der Zellzahl aus den vier Groliquadraten x Verdiinnung x
10000

Abb. 4: Neubauer improved Zédhlkammer.
Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 4 GroRquadrate (grau) bestehend aus 16 Kleinquadraten
ausgezanhlt.
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2.2.1.4 Zellstimulation

Zur Zellstimulation wurden die Zellen aus der Kulturflasche in ein 15 mL-Falcon-Gefaf}
Uberflhrt, zentrifugiert (1200 rpm, 4 min), das Zellpellet in frischem Kulturmedium
resuspendiert und dann mit Hilfe der Neubauer improved Zahlkammer die Zellzahl
bestimmt (s. S. 2.2.1.3 Bestimmung von Zellzahl und Vitalitat S. 22f). Die Zelllésung
wurde mit Kulturmedium auf die benétigte Zellzahl von 5 x 10*Zellen pro mL verdinnt,
und es folgte die Aussaat der Zellen in die entsprechende Zellkulturplatte.

Die Stimuli wurden dazupipettiert. Als Lésungsmittel der Stimuli kamen DMSO sowie
Aqua dest. zum Einsatz. Zur Herstellung der jeweiligen Konzentrationen wurden
Verdinnungsreihen der Stammlésung angelegt (Tab. 1). Als Negativkontrolle wurde bei
jedem Versuch eine Stimulation mit dem entsprechenden Losungsmittel durchgefuhrt.
Nach der
Stimulationszeitraum bei 37 °C und 5 % CO. weiter kultiviert und anschliefend
geerntet (s. Kap. 2.2.1.5 Zellernte S. 23 f).

Zugabe der Stimuli wurden die Zellen fur den indizierten

Stimulus Cyclosporin | Rapamycin | Methotrexat | Valproin- Mycopheno-
A saure latmofetil
Lésungsmittel | DMSO DMSO DMSO Aqua dest. | DMSO
Konzentration | 2 nmol/L 2 nmol/L 0,1 nmol/L | 5 ymol/L 0,1 nmol/L
20 nmol/L 10 nmol/L 1 nmol/L 10 pmol/L 1 nmol/L
200 nmol/L 20 nmol/L 10 nmol/L 50 ymol/L 10 nmol/L
2000 nmol/L | 100 nmol/L | 100 nmol/L | 100 umol/L | 100 nmol/L
1 umol/L 500 ymol/L | 1 ymol/L
10 ymol/L 1 mmol/L 10 ymol/L

Tab. 1: Stimuli mit den jeweils verwendeten Konzentrationen und Lésungsmitteln.

2.2.1.5 Zellernte

Vor der Zellernte wurde die Zellmorphologie mit Hilfe des Lichtmikroskops beurteilt.
Vitale Zellen lagen dabei vereinzelt vor und die Zellmembran erschien glatt. Zur
Zellernte wurden die Zellen durch Auf- und Abpipettieren aus der Kulturflasche
entnommen, in einem 15 mL- Falcon-Gefal® tberfuhrt und zentrifugiert (1200 rpm, 4
min). Der Zellkulturiberstand wurde flur zukunftige Analysen (ELISA) in 1,5 mL
Reaktionsgefalle uberfuhrt, zentrifugiert (10.000 rpm, 10 min) um Zellbestandteile zu
entfernen und eingefroren. Die geernteten Zellen wurden in phospatgepufferte
Salzlésung resuspendiert, und erneut (1200

zentrifugiert rom, 4 min), um
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Kulturmediumriickstidnde zu entfernen. AnschlieRend wurden sie weiterverwendet.

2.2.2 WST-1 Assay

Als Mal} fur die Vitalitat der Zellen nach Stimulation, wurde ihre metabolische Aktivitat
mit Hilfe des WST-1 Assays (WST = water-soluble tetrazolium salt) gemessen. WST ist
ein Tetrazoliumsalz, das durch die mitochondriale Succinatdehydrogenase lebender
Zellen zu einem wasserloslichen Formazansalz reduziert wird. Durch die Reaktion
kommt es zu einem Farbumschlag (Abb. 5). Je mehr vitale Zellen vorhanden sind,
desto mehr Tetrazolium wird zu Formazan umgesetzt. Die Lichtabsorption, die mit
einem Photometer gemessen wird, Kkorreliert dabei mit der Menge an

stoffwechselaktiven lebenden Zellen.

NO, NO,
|
_N HAD® MADM H=
T b
M EC-H EC M N

S05Ma \\« _/} . SOsMa

S0:Na 50;Na
WST-1 Formazan
(slightly red) (dark red)

Abb. 5: Reaktion von Tetrazolium zu Formazan durch die mitochondriale
Succinatdehydrogenase.

Die Durchfiihrung des WST-1 Assays erfolgte in einer 96-Loch Mikrotiterplatte. Es
wurde 100 pL Zelllésung mit 1x10° Zellen / mL ausgesat, stimuliert und inkubiert. Da
Triton stark zytotoxisch wirkt, wurde es als Positivkontrolle eingesetzt. Als
Negativkontrolle diente die Stimulation mit dem jeweils verwendeten Ldsungsmittel.
Nach der Stimulationszeit wurden pro Well 10 pL des WST-1 Reagenzes hinzu
pipettiert und es folgte eine halbstiindige Inkubation in humider Atmosphare bei 37 °C
und 5 % CO.. Bei einer Wellenlange von 450 nm und einer Referenzwellenlange von
620 nm wurde anschlielend die Absorption mit Hilfe eines Photometers gemessen.
Das Gemisch aus 10 yL WST-1 Reagenz und 100 pL RPMI-Medium wurde als

Leerwert von den Messwerten abgezogen.
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2.2.3 Durchflusszytometrie (FACS)

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um eine Methode, mit der Zellen anhand
ihrer GroRRe, Granularitat und Struktur unterschieden werden kénnen. Grundlage der
Analyse ist eine Einzelzellsuspension, die in einem Flissigkeitsstrom an einem Laser
vorbeigeleitet wird, wodurch es zu einer Lichtstreuung kommt, die von spezifischen
Detektoren erfasst wird. Durch die Markierung von Biomolekilen mit
fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern ist es maoglich, die Expression dieser Biomolekile
auf und in der Zelle nachzuweisen. Die fluoreszenzmarkierten Zellen emittieren durch
den Laser angeregt Photonen. Die Photonenkonzentration wird mittels Photo-
detektoren eruiert und korreliert mit der Menge an die Zelle gebundener Antikdrper
(quantitative Analyse).

Der Begriff FACS (FACS = fluorescent activated cell sorting) bezeichnet die geschitzte
Handelsmarke eines Gerateherstellers und wird oft synonym mit der

fluoreszenzaktivierten Durchflusszytometrie gebraucht.

2.2.3.1 Aufbau eines Durchflusszytometers
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Abb. 6: Schematische Darstellung des Strahlengangs durch ein FACS Calibur-
Durchflusszytometer.

Durch Druck wird ein laminarer Probenstrom erzeugt, der die zu untersuchenden Zellen einzeln
an einem Laser passieren lasst. Im FACS-Calibur kommt ein Argonlaser mit 488nm
Wellenldnge zum Einsatz. Das vom Laser ausgesandte monochromatische Licht wird mit einer
Fokussierungslinse gebundelt bevor es auf die Zelle trifft und es dann zu einer Streuung und
Reflexion des Lichtes kommt. Die Streuung des Lichtes in Vorwartsrichtung wird als forward
scatter (FSC) bezeichnet und korreliert mit der GroRe der Zelle, d. h. je starker die Streuung in
Vorwartsrichtung ist, desto gréRer ist die Zelle. Die Streuung des Lichts in Seitwartsrichtung
wird als sideward scatter (SSC) bezeichnet und gibt Auskunft Gber die Granularitat der Zellen.
Je starker die Granularitat einer Zelle, umso groRer die Streuung in Seitwartsrichtung.

' ;=o—| 1

48810 FSC diode

Focusing
lens

Fluoreszenz-emittiertes Licht wird entsprechend seiner Wellenlangen Uber
verschiedene Photodetektoren detektiert. Das Flurochrom PerCP-Cy-5.5 wird Uber den
Photodetektor FL-3, Atto-488- und FITC- tGber den Photodetektor FL-1 erfasst (Abb. 6).
Die detektierten Lichtsignale werden in einem angeschlossenen elektronischen System
in digitale Daten umgewandelt und gespeichert.

Zur Markierung der intrazellularen, sowie membrangebundenen Antigene wurden die
Zellen geerntet, zentrifugiert (1200 rpm, 4 min), in FACS-Puffer resuspendiert und auf
eine 96-Loch Mikrotiterplatte mit 100 pL pro Vertiefung pipettiert. Es folgten

unterschiedliche Protokolle flr die Bestimmung der membrangebundenen und der
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intrazellularen Proteine (s.S. 2.2.3.2 Nachweis membranstandiger Proteine mittels
FACS, s. Kap. 2.2.3.3 Nachweis intrazellularer Proteine mittels FACS S. 27 f).

2.2.3.2 Nachweis membranstandiger Proteine mittels FACS

Nach der Zentrifugation (1200 rpm, 4 min) der Zellen wurden die Uberstéande
verworfen. Um falsch positive Ergebnisse durch unspezifische Bindung der Antikdrper
auszuschlieen, wurden Isotypkontrollen durchgefuhrt. Eine Isotypkontrolle ist ein
Immunglobulin das der gleichen Immunglobulin-Subklasse des Zielantikérpers
angehort, das Zielantigen aber nicht spezifisch bindet. Die Negativkontrolle stellten
Zellen ohne die Zugabe eines Antikorpers dar (nur 50 yL FACS-Puffer). Antikdrper bzw.
Isotypen wurden mit FACS-Puffer verdinnt (s. Tab. 2). Pro Well wurde 50 pL der
Antikérperverdinnung, Isotypkontrolle oder Negativkontrolle pipettiert und 20 min bei
4°C im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wurden jedem Well 50 uL FACS-Puffer
hinzugeflgt, diese zentrifugiert (1200 rpm, 4 min) und der Uberstand verworfen. Nach
einem weiteren Waschvorgang mit 100 yL FACS-Puffer wurde das Zellpellet in 200 pL
FACS-Puffer resuspendiert und in ein FACS-Rohrchen Uberfiihrt. Es folgte die
Messung und Auswertung der Daten (s. Kap. 2.2.3.4 Messung und Auswertung der
Daten S. 29 f). Alle Messungen wurden in Duplikaten durchgeflihrt und jeder Versuch

wurde einmal wiederholt, um die statistische Zuverlassigkeit der Resultate zu erhéhen.

2.2.3.3 Nachweis intrazellularer Proteine mittels FACS

Fir die intrazellulare Farbung mussen die Zellen vor der Zugabe des Antikorpers fixiert
und permeabilisiert werden. Die Fixierung der Zellen erfolgt mittels Formaldehyd und
fuhrt zu einer Quervernetzung der Proteine und die Permeabilisierung wird durch
Saponin erreicht. Saponin bewirkt eine Erhdhung der Zellpermeabilitat, so dass die
Antikorper in die Zelle gelangen und an ihre intrazellularen Zielstrukturen binden
konnen. Es handelt sich dabei um ein sehr schonendes und reversibles Verfahren,
weshalb die Zellen wahrend des gesamten Prozesses in saponinhaltigen Puffer
gehalten werden. Zur Fixierung und Permeabilisierung wurde 100 uL einer Saponin-
und Formaldeyd-enthaltenden Lésung (Cytofix/Cytoperm, BD Pharmingen) zu den
Proben pipettiert und diese wurden 20 min im Dunkeln bei 4 °C inkubiert. Es folgten
zwei Waschschritte mit saponinhaltiger Waschlésung (Perm/Wash-Puffer, BD
Pharmingen) und die Zugabe von 50 pL Antikdrper, Isotypkontrolle bzw.
Negativkontrolle in entsprechender Verdinnung (Tab. 2). Die Verdinnungen wurden

mit saponinhaltiger Waschldsung durchgefihrt, um die Durchlassigkeit der
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Zellmembran wahrend der 30 mindtigen Inkubation (4 °C, im Dunkeln) aufrecht zu
erhalten. Nach der Inkubation erfolgte die Zugabe von 50uL saponinhaltige
Waschlésung, die Zentrifugation (1200 rpm, 4 min) und zwei weitere Waschschritte mit
100pL saponinhaltiger Waschlosung. Zuletzt wurden die Zellen in 200pL FACS-Puffer
aufgenommen und in FACS-Roéhrchen uberfihrt. Es folgte die Messung und

Auswertung der Daten (s. Kap.2.2.3.4 Messung und Auswertung der Daten S. 29 f).

Antikorper/Isotyp Verdinnung fur Verdlnnung fur Firma
membrangebun- |intrazellulares
denes FACS FACS

BAFF (FITC) -—- 1:10 R&D Systems, WI-

Nordenstadt, D

BAFF (FITC) 1:50 --- Acris Antibodies,
San Diego, USA

BAFF (FITC) 1:75 --- Axxora, Loérrach, D
BAFF (Atto-488) 1:75 1:75 Axxora, Lorrach, D
CD-14 (PerCP-CY5.5) [1:20 1:20 BD Pharmingen,
Heidelberg, D
Isotyp (Atto-488) 1:75 1:75 Axxora, Lorrach, D
Isotyp (FITC) - 1:10 R&D Systems, WI-

Nordenstadt, D

Isotyp (FITC) 1:50 --- Acris Antibodies,
San Diego, USA

Isotyp (FITC) 1:375 --- Southern Biotech,
Birmingham, USA

Isotyp (PerCP-CY5.5) |1:20 1:20 BD Pharmingen,
Heidelberg, D

Tab. 2: Fiir die Durchlusszytometrie verwendete Antikérper und Isotypen und deren
Verdiinnungen
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2.2.3.4 Messung und Auswertung der Daten

Bis zur Messung, die direkt nach der Versuchsdurchfihrung stattfand, wurden die
Proben im Dunkeln bei 4 °C gelagert. Kurz vor der Messung am Durchflusszytometer
wurden die Proben mit einem Vortexer durchmischt um eine heterogene
Zellsuspension zu erhalten. Am Duchflusszytometer wurden sodann mit Hilfe der
Cellquest Software die Fluoreszenzintensitaten der einzelnen Proben gemessen, pro
Probe wurden 10000 Ereignisse erfasst. Die weitere Auswertung erfolgte mit Hilfe des
Programms WinMDI. Fdr die Analyse der Fluoreszenzintensitdten wurden nur
Ereignisse intakter Zellen bertcksichtigt. Dazu wurde ein Analysenfenster (Gate) um
die entsprechende Population erstellt, von dem die geometrisch gemittelten
Fluoreszenzintensitaten (GMean) einer jeden Probe durch die Software errechnet
wurden. Da die Fluoreszenzintensitat des Isotypen die unspezifischen Bindungen
aufzeigen, wurden diese von der des Antikdrpers abgezogen und somit der Delta-
GMean (dGMean) erhalten.

2.2.4 Enzymgekoppeltes Imnmunoadsorptionsassay (ELISA)

ELISA bezeichnet ein Verfahren, das mit Hilfe von enzymgekoppelten Antikérpern
quantitativ Molekule nachweisen kann. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Sandwich-
ELISA angewendet. Das Prinzip des Sandwich-ELISA beruht auf zwei Antikérpern, die
fur zwei verschiedene Epitope des Antigens spezifisch sind. Ein Fangantikorper ist fest
mit der Mikrotiterplatte verbunden. Nach Zugabe der Probe bindet dieser Antikdrper
das zu bestimmende Antigen. Anschlielend erfolgen Waschschritte, um unspezifische
Bindungen zu vermeiden und somit ein falsch positives Ergebnis zu verhindern. Im
Anschluss wird ein Detektionsantikorper hinzugegeben, der an das Enzym
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase = HRP) gebunden ist. Nach mehreren
Waschschritten wird das passende chromogene Substrat Tetramethylbenzidin
hinzugefugt. Dies fuhrt zu einer messbaren Farbreaktion. Diese wird durch eine
Stopplésung z.B. Schwefelsaure beendet und die Absorption mit einem Photometer
gemessen. Die sich entwickelnde Farbreaktion ist proportional zu der Antigen-Menge in
den einzelnen Vertiefungen. Mittels der gerateeigenen Software wird unter
Verwendung von Proteinstandards die Konzentration der Proben errechnet.

Zur Bestimmung der Konzentration von |6slichem BAFF in den Zellkulturiberstanden

wurde ein kommerziell erhaltliches ELISA Kit (Quantikine human BAFF/Blys)
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verwendet, die Durchfuhrung erfolgte nach Herstellerprotokoll. Zunachst wurden die
Zelliberstande aufgetaut und wie alle Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht. Der
Waschpuffer und die BAFF-Standardreihe wurden nach Herstellerangaben vorbereitet.
In jede Vertiefung wurden 100 pL Assay Diluent RD 1-72 sowie 75 pL
Zellkulturiberstand, Kontrolle oder Standard pipettiert und dann im Dunkeln 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert. In diesem ersten Inkubationsschritt bindet der
Fangantikérper, der an der Oberflache der Mikrotiterplatte gebunden ist, die 16slichen
BAFF-Molekile. Nach vier Waschschritten mit je 400 uL Waschpuffer, wurden pro
Vertiefung 200 L BAFF/Blys-Konjugat hinzugefligt. In diesem zweiten
Inkubationsschritt bindet der HRP anti-BAFF-Antikérper an das an dem Fangantikorper
gebundene BAFF-Molekil. Nach einer zweistlindigen Inkubation wurden wiederum vier
Waschschritte mit je 400 yuL Waschpuffer durchgefiihrt. AnschlieRend wurden 200 L
Substratlésung hinzugefligt und 20 min bei Raumtemperatur lichtgeschitzt inkubiert.
Die Substratlosung wurde frisch zubereitet und setzte sich aus H20, und
Tetramethylbenzidin zusammen. Die enzymatische Reaktion wurde durch Zugabe von
50 puL 2N Schwefelsdure beendet. Die Absorptionsmessung erfolgte innerhalb der
nachsten 30 Minuten mittels Photometer bei einer Wellenlange von 450 nm. Zuséatzlich
wurde eine Messung bei der Referenzwellenlange von 540 nm durchgefihrt. Mit Hilfe
der Ascent-Software wurde eine Standardkurve erstellt, anhand welcher die

Konzentration des loslichen BAFF in den Kulturiberstanden ermittelt werden konnte.

2.2.5 Statistik

Die Daten wurden mit Hilfe der Software Graphpad Prism (Version 4) statistisch
ausgewertet. Zur Varianzanalyse wurde der Two-Way ANOVA-Test mit
anschlielendem Bonferroni post-hoc-Test durchgefiihrt. Als Signifikanzniveau wurde
eine Irrtumswahrscheinlichkeit von unter 5 % definiert, das heillt ein p-Wert < 0,05

wurde als signifikant erachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Wirkung von Immunsuppressiva auf die Viabilitét

von Monozyten

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht ob die Immunsuppressiva Rapamycin,
Cyclosporin A, Methotrexat und Mycophenolatmofetil sowie der Immunmodulator
Valproinsaure einen Einfluss auf die BAFF-Expression und Freisetzung in Monozyten
haben und sich dadurch neue Wirkmechanismen dieser Medikamente identifizieren
lassen.

Damit ausgeschlossen werden konnte, dass Veranderungen der intrazellularen und
membrangebundenen BAFF-Expression sowie der Freisetzung auf einer Abnahme der
Zellviabilitat beruhen, wurde ein WST-Assay durchgefiihrt. Mit einem WST-Assay lasst
sich die Anzahl metabolisch aktiver Zellen in einer Probe bestimmen, zytotoxische
Effekte der Immunsuppressiva kdnnen dadurch aufgezeigt werden. Zur Bestimmung
der Zellviabilitdt wurden U937-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen der
Immunsuppressiva (Rapamycin: 2, 10, 20 und 100 nmol/L; Cyclosporin A: 2, 20, 200
und 2000 nmol/L; Methotrexat: 0,1, 1, 10 und 100 nmol/L, 1 und 10 pmol/L;
Valproinsaure: 5, 10, 50, 100, 500 und 1000 pmol/L; Mycophenolatmofetil: 0,1, 1, 10
und 100 nmol/L, 1 und 10 ymol/L) flr 24, 48 und 72 h stimuliert und anschlielend
mittels WST-Assay die Zellviabilitat ermittelt. Die verwendeten Konzentrationen der
Immunsuppressiva Rapamycin, Cyclosporin A und Valproinsdure zeigten keine
zytotoxische Wirkung auf U937-Zellen (s. Anhang, Abb. 23-27, S.86 f). Eine Reduktion
der Zellviabilitat verglichen mit unstimulierten Zellen war durch Zugabe von 100 nmol/L,
1 und 10 pymol/L Methotrexat nach 48 und 72 h Stimulationszeit nachweisbar (s.
Anhang, Abb. 26, S.87). Fur die weiteren Experimente wurden infolgedessen die fur
Monozyten nicht zytotoxischen Methotrexat-Konzentrationen 0, 1, 1, und 10 nmol/L
Methotrexat eingesetzt. Aullerdem zeigte sich eine Reduktion der Anzahl metabolisch
aktiver Zellen durch Zugabe von 1 und 10 pymol/L Mycophenolatmofetil verglichen mit
unstimulierten Zellen nach einer Inkubation von 48 und 72 h. Fur die nachfolgenden
Versuche zur Expression und Sekretion von BAFF wurden daher die Konzentrationen
0, 1, 1, 10 und 100 nmol/L Mycophenolatmofetil verwendet (s. Anhang, Abb. 27, S. 88).
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3.2 Einfluss von Immunsuppressiva auf die
intrazelluldre Expression des B-Zell aktivierenden
Faktor (BAFF) in Monozyten

Da U937-Zellen eine hohe konstitutive BAFF-Expression aufweisen, wurde diese
monozytare Zelllinie als Modell fur die Expressions- und Sekretionsuntersuchungen
gewahlt. Um Effekte aufgrund von Zytotoxizitdt zu vermeiden, wurden die
Konzentrationen der Stimuli so gewahlt, dass sie zu keiner Reduktion der Zellviabilitat
fuhrten (s. Ergebnisse, S. 31 f). Nach der Stimulation mit den jeweiligen
Immunsuppressiva wurden die Zellen geerntet und nach dem Standardprotokoll der
Markierung intrazellularer Proteine aufgearbeitet. Fir die Experimente mit Cyclosporin
A erfolgte die Markierung von intrazellularem BAFF mit dem Antikérper BAFF Atto-488
der Firma Axxora, Lorrach, D. Fur die Markierung von intrazellularem BAFF nach
Stimulation mit Rapamycin, Methotrexat, Valproinsaure und Mycophenolatmofetil kam
der Antikdrper BAFF (FITC) der Firma R&D Systems, WI-Nordenstadt, D zum Einsatz.
Die Markierung von CD14 erfolgte fur alle Immunsuppressiva mit dem Antikérper anti-
CD14-PerCP-CY5.5 der Firma BD Pharmingen, Heidelberg, D. AnschlieRend wurden
die Proben mittels Durchflusszytometrie gemessen und ausgewertet. Sofern nicht
anders vermerkt sind die dargestellten Ergebnisse Mittelwerte aus Duplikaten aus

einem Versuch, die in einem weiteren unabhangigen Versuch reproduziert wurden.

3.2.1 Rapamycin reguliert die Expression von intrazellularem

BAFF in Monozyten herunter

Nachfolgend ist beispielhaft ein Histogramm dargestellt, welches die Fluoreszenz-
intensitaten eines Stimulationsversuches mit 100 nmol/L Rapamycin nach 48 h zeigt.
Die Fluoreszenzintensitatskurve der Isotypkontrolle liegt im negativen Fluoreszenz-
bereich (zwischen 10° und 10"), die Fluoreszenzintensitatskurve der unstimulierten
Zellen liegt im positiven Bereich d. h. groBer als 10'. Die Probe mit Rapamycin-
behandelten Zellen zeigte eine Linksverschiebung der Kurve, verglichen mit den

unstimulierten Zellen, und somit eine Abnahme der Fluoreszenzintensitat (Abb. 7).
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Abb 7.: Beispielhaftes Histogramm zur Darstellung der Fluoreszenzintensititen nach
Stimulation mit Rapamycin.

Links ist die Kurve der Isotypkontrolle (rot), die das Ausmal der Hintergrundfluoreszenz
darstellt, zwischen 10° und 10" abgebildet. Rechts im Histogramm ist die Kurve der
unstimulierten Zellen dargestellt (durchgezogene Linie). 100 nmol/L Rapamycin fiihren nach 48
h zu einer Abnahme der intrazelluldren BAFF-Expression (gestrichelte Linie).

U937-Zellen wurden mit vier Konzentrationen Rapamycin, 2, 10, 20 und 100 nmol/L flr
24, 48 und 72 h stimuliert. Nach der Zellernte wurde die intrazellulare BAFF-
Expression mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Inkubation mit Rapamycin flhrte zu
einer signifikanten Abnahme der intrazellularen BAFF-Expression. Die Reduktion der
Expression lie} sich bereits nach 24 h detektieren (dGMean, unstimuliert: 18,28 + 1,2;
2 nmol/L: 12,95 = 0,4; 10 nmol/L: 12,54 £ 1,0; 20 nmol/L: 13,35 £ 0,05; 100 nmol/L:
12,88 + 0,4; Abb. 10). Nach 48 und 72 h war ebenso eine signifikante Reduktion der
Expression nachweisbar, mit einem Maximum nach 48 h. Nach 48 und 72 h war eine
Tendenz zur Konzentrationsabhangigkeit zu erkennen, die Konzentrationsabhangigkeit
war nicht signifikant (dGMean, 48 h unstimuliert, 19,74 £ 2,7; 2 nmol/L: 13,14 + 1,4; 10
nmol/L: 12,03 + 2,2; 20 nmol/L: 10,87 + 1,4; 100 nmol/L: 0,36 + 1,0; 72 h unstimuliert:
21,07 £ 1,8; 2 nmol/L: 14,86 + 0,0; 10 nmol/L: 13,45 + 0,4; 20 nmol/L: 13,26 + 0,33;
100 nmol/L 13,09 £ 0,93; Abb. 8).
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Abb. 8: Abnahme der intrazelluliren BAFF-Expression in Monozyten nach Stimulation
mit Rapamycin.

U937-Zellen wurden fir 24, 48 und 72 h mit 2 (kariert), 10 (liniert), 20 (gepunktet) und 100
nmol/L (schraffiert) Rapamycin stimuliert (n = 2). Die Analyse der intrazellularen BAFF-
Expression erfolgte mit Hilfe eines Durchflusszytometers. Rapamycin flihrte, verglichen mit
unstimulierten Zellen (leer), nach 24, 48 und 72 h zu einer signifikanten Abnahme der
intrazellularen BAFF-Expression. Nach allen drei Stimulationszeitrdumen war dieser Effekt
detektierbar. Die kleinen Balken zeigen die Standardabweichung (SD) an. ** = p < 0,01; **=p
< 0,001

3.2.2 Cyclosporin A fuhrt zu einer konzentrationsabhangigen
Reduktion der intrazellularen BAFF-Expression in

Monozyten

Nach der Stimulation fur 12, 24, 48 und 72 h mit 2, 20, 200 und 2000 nmol/L
Cyclosporin A wurde die intrazellulare BAFF-Expression in U937-Zellen mittels
Durchflusszytometrie gemessen. Verglichen mit unstimulierten Zellen kam es zu einer
signifikanten Abnahme der intrazelluldaren BAFF-Expression nach allen vier
Stimulationszeitrdumen mit einem Maximum nach 48 h. Die Abnahme war
konzentrationsabhangig. 2000 nmol/L zeigte den starksten Effekt, aber bereits bei einer
Konzentration von 200 nmol/L fihrte Cyclosporin A zu einer signifikanten Abnahme der
intrazellularen Expression von BAFF (dGmean: 12 h unstimuliert: 14,03 + 1,3; 2
nmol/L: 12,06 £ 1,1; 20 nmol/L: 11,68 +1,6; 200 nmol/L: 10,26 £+ 0,7; 2000 nmol/L:
10,33 £ 1,3; 24h unstimuliert: 18,28 + 1,7; 2 nmol/L: 17,88 £ 1,6; 20 nmol/L: 16,48 +
1,1; 200 nmol/L: 13,88 £ 2,2; 2000 nmol/L: 13,01 + 0,6; 48 h unstimuliert: 20,10 + 2,53;
2 nmol/L: 19,24 + 1,3; 20 nmol/L 18,61 + 1,39; 200 nmol/L: 15,86 + 0,65; 2000 nmol/L
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13,25 £ 0,94; 72h unstimuliert: 18,38 + 1,53, 2 nmol/L: 18,31 + 0,99; 20 nmol/L: 16,84 +
1,31; 200 nmol/L: 14,98 +- 1,31; 2000 nmol/L: 13,84 + 0,82; Abb. 9). Die dargestellten
Ergebnisse sind Mittelwerte aus Triplikaten eines einzelnen Versuchs. Sie wurden in

zwei weiteren unabhangigen Versuchen reproduziert.
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Abb. 9: Herunterregulierung der intrazelluliren BAFF-Expression in Monozyten durch
Cyclosporin A.

U937-Zellen wurden mit 2 (kariert), 20 (liniert), 200 (gepunktet), und 2000 nmol/L (schraffiert)
Cyclosporin A fur 12, 24, 48 und 72 h stimuliert (n = 3). AnschlieRend wurde mit einem
Durchflusszytometer die intrazellulare BAFF-Expression gemessen. Cyclosporin A resultierte in
einer signifikanten Abnahme der intrazellularen BAFF-Expression verglichen mit unstimulierten
Zellen (leer) nach 12, 24, 48 und 72 h. Die Herabsetzung war konzentrationsabhangig.
Signifikanzen, die zwischen den einzelnen Konzentrationen bestanden, wurden hier nicht
dargestellt. Die Standardabweichungen (SD) sind als kleine Balken dargestellt. * = p < 0,05; ** =
p <0,01; ** =p < 0,001

3.2.3 Methotrexat bewirkt einen Anstieg der intrazellularen

BAFF-Expression

Die Bestimmung der intrazellularen BAFF-Expression nach der Stimulation von U937-
Zellen mit 0,1, 1 und 10 nmol/L Methotrexat fir 24, 48 und 72 h erfolgte mittels
Durchflusszytometrie. Verglichen mit den Referenzzellen (= unstimuliert) bewirkte 10
nmol/L Methotrexat eine signifikante Zunahme der intrazelluldaren BAFF-Expression
nach 72 h (dGMean: unstimuliert: 18,33 + 1,8; 0,1 nmol/L: 17,42 £ 1,4; 1 nmol/L: 18,81
+ 3,0; 10 nmol/L: 23,66 + 0,8; Abb. 11). Nach 48 h zeigte sich bereits eine Tendenz der
konzentrationsabhangige Zunahme der intrazelluldren BAFF-Expression (dGMean:
unstimuliert: 9,11 + 0,2; 0,1 nmol/L: 9,87 + 0,27; 1 nmol/L: 10,55 * 0,53; 10 nmol/L:
12,49 + 1,61; Abb. 10). Eine 24stiindige Inkubation mit Methotrexat zeigte eine nicht
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signifikante Abnahme der intrazellularem BAFF-Expression (dGMean: unstimuliert:
13,47 £ 0,9; 0,1 nmol/L: 12,1 + 1,8, 1 nmol/L: 11,60 + 1,4; 10 nmol/L: 11,51 £ 1,1; Abb.
11).
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Abb. 10: Regulierung der intrazelluliren BAFF-Expression in Monozyten nach
Stimulation mit Methotrexat nach 24, 48 und 72h.

U937-Zellen wurden mit 0,1 (kariert), 1 (liniert) und 10 nmol/L (gepunktet) Methotrexat fur 24,
48, und 72 h stimuliert (n = 2). Die intrazellulare Expression von BAFF wurde mit Hilfe eines
Durchflusszytometers analysiert. 10 nmol/L Methotrexat fiihrte zu einer signifikanten Zunahme
der intrazelluldren BAFF-Expression nach 72 h verglichen mit unstimulierten Zellen (leer). Nach
24 und 48 h war kein signifikanter Effekt durch Methotrexat detektierbar, jedoch zeigte sich nach
48 h bereits eine Tendenz zur Zunahme der Expression von intrazellularem BAFF. Die kleinen
Balken stellen die Standardabweichung (SD) dar. * = p < 0,05

3.2.4 Valproinsaure hat keinen signifikanten Effekt auf die

intrazellulare BAFF-Expression in Monozyten

Es wurden U937-Zellen mit 10, 100, 500 und 1000 umol/L Valproinsaure fiir 12, 24, 48,
und 72 h stimuliert. Nach der Zellernte wurde die intrazelluldre Expression von BAFF
mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Zu allen Zeitpunkten lie3 sich eine
konzentrationsabhangige Abnahme der intrazelluldaren BAFF-Expression detektieren
(dGMean: 12 h unstimuliert: 26 £ 3,3; 10 ymol/L: 25,63 £ 0,2; 100 umol/L: 25,25 + 1,6;
500 ymol/L: 25,45 %= 1,6; 1000 umol/L: 24,33 £ 1,4; 24 h unstimuliert: 27,46 + 2,6; 10
pmol/L: 27,68 + 0,58; 100 umol/L: 26,04 £ 2,4; 500 uymol/L: 23,52 + 0,18; 1000 uymol/L:
23,48 £ 1,08; 48 h unstimuliert: 17,97 + 2,44; 10 ymol/L: 19,97 + 0,26; 100 ymol/L:
18,77 + 2,63; 500 ymol/L: 16,57 + 2,4; 1000 pymol/L: 16,09 + 2,29; 72 h unstimuliert:
24,22 + 1,8; 10 ymol/L: 22,55 + 0,9; 100umol/L: 24,255 £+ 1,2; 500 ymol/L: 22,98 +
0,46; 1000 ymol/L: 22,62 + 1,08, Abb. 11). Eine signifikante Herunterregulierung war

jedoch zu keinem Zeitraum nachweisbar.
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Abb. 11: Valproinsdure resultiert in einer Abnahme der intrazelluliren BAFF-
Konzentration in Monozyten.

U937-Zellen wurden mit 10 (kariert), 100 (liniert), 500 (gepunktet) und 1000 umol/L (schraffiert)
Valproinsaure fur 12, 24, 48, und 72 h stimuliert (n = 2). Die Messung der intrazellularen BAFF -
Expression erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Valproinsdure fiihrte zu einer nicht
signifikanten Reduzierung der intrazelluldaren BAFF-Expression. Die Herunterregulierung war
konzentrationsabhangig. Die diinnen Balken zeigen die Standardabweichung (SD) an.

3.2.5 Mycophenolatmofetili hat keinen Einfluss auf die

Expression von intrazellularem BAFF in Monozyten

U937-Zellen wurde fir 24, 48 und 72 h mit 0,1, 1, 10 und 100 nmol/L
Mycophenolatmofetil stimuliert und anschlieRend die intrazellulare BAFF-Expression
mittels Durchflusszytometrie gemessen (s. Methoden, S. 21 f). Zu keinem Zeitraum
konnte eine signifikante reproduzierbare Anderung der BAFF-Expression
nachgewiesen werden (dGMean: 24 h unstimuliert: 33,97 £ 2 0,1 nmol/L: 31,29 £ 2,7; 1
nmol/L: 29,42 £+ 2,5; 10 nmol/L: 29,36 + 1,5; 100 nmol/L: 31,30 + 3,5; 48 h unstimuliert:
21,08 £ 2,6; 0,1 nmol/L: 20,9 + 1,0; 1 nmol/L: 19,37 + 1,6; 10 nmol/L: 19,61 £ 0,3; 100
nmol/L: 19,54 £ 1,3; 72 h unstimuliert: 20,1 £ 0; 0,1 nmol/L: 21,18 £ 1,08; 1 nmol/L:
21,97 £ 0,28; 10 nmol/L: 20,89 + 0,6; 100 nmol/L: 22,67 + 1,8, Abb. 12).
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Abb. 12: Die intrazellulire BAFF-Expression wird durch Mycophenolatmofetil in
Monozyten nicht beeinflusst.

Monozyten der Zellinie U937 wurden mit 0,1 (kariert), 1 (liniert), 10 (gepunktet) und 100 nmol/L
(schraffiert) Mycophenolatmofetil fir 24, 48, und 72 h stimuliert (n = 2). Nach der Zellernte
wurden die Zellen aufgearbeitet und die intrazellulare BAFF-Expression mittels FACS
gemessen. Mycophenolatmofetil fuhrte nach keinem Stimulationszeitraum und durch keine der
verwendeten Konzentrationen zu einer Anderung der intrazelluldren BAFF-Expression. Die
Standardabweichung (SD) wird durch die kleinen Balken dargestellt.

3.2.6 Ubersicht iiber die Ergebnisse der Experimente zur
Wirkung von Immunsuppressiva auf die intrazellulare

BAFF-Expression

Zusammenfassend konnte mit diesen Versuchen nachgewiesen werden, dass
Rapamycin und Cyclosporin A in einer signifikanten Abnahme der intrazellularen BAFF-
Expression in U937-Zellen resultieren. Die Herunterregulierung durch Cyclosporin A
war stark konzentrationsabhangig mit einem Maximum nach 48 h. Rapamycin wies
eine signifikante Abnahme nach allen drei Zeitrdumen auf, nach 48 und 72 h war eine
Tendenz zur Konzentrationsabhangigkeit nachweisbar. Methotrexat bewirkte eine
Zunahme der Expression von intrazellularem BAFF nach 72 h. Valproinsdure und
Mycophenolatmofetil zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die intrazellulare BAFF-

Expression ( Tab. 3).
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Immun- Stimulations- | Konzentration | Wert Signifikanz- | Abnahme
suppressivum | dauer [h] des Stimulus | [dGMean] | niveau (-)
Zunahme
(+)
[%]
Rapamycin 48 unstimuliert 19,74 -—- -—-
2 nmol/L 13,14 --- 33,34(-)
20 nmol/L 10,87 p < 0,01 44,93(-)
100 nmol/L 10,36 p < 0,001 47,51(-)
Cyclosporin A | 48 unstimuliert 20,1 - -
20 nmol/L 18,61 --- 7,41
200 nmol/L 15,68 p<0,01 21,99
2000 nmol/L 13,25 p<0,001 34,01
Methotrexat 72 unstimuliert 18,33 --- ---
1 nmol/L 18,81 --- 2,61(+)
10 nmol/L 23,66 p <0,05 20,01(+)
Valproinsaure | 24 unstimuliert 27,46 - -
100 ymol/L 26,04 --- 0,51(-)
500 pmol/L 23,52 --- 1,43(-)
1000 ymol/L | 23,48 --- 1,44(-)
Mycophenolat | 48 Unstimuliert 21,08 - -
mofetil 1 nmol/L 19,37 -—- 0,81(-)
10 nmol/L 19,61 --- 0,69(-)
100 nmol/L 19,54 --- 0,73(-)

Tab. 3: Wirkung von Immunsuppressiva auf

Ubersicht der Resultate

die intrazellulire BAFF-Expression,-

3.3 Einfluss von Immunsuppressiva auf die Expression

des membrangebundenen B-Zell aktivierenden
Faktors (BAFF) in Monozyten

Zur Untersuchung des Einflusses der in dieser Arbeit verwendeten Immunsuppressiva
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auf die Expression von membrangebundenem BAFF wurde die Zelllinie U937
verwendet, da sie eine relativ hohe basale Expression aufweist. Die Konzentrationen
der Immunsuppressiva wurden mittels WST-Assay auf ihre Toxizitat hin gepruft und
anschlieflend entsprechend gewahlt. Eine Abnahme der membrangebundenen BAFF-
Expression durch eine Reduktion der metabolisch aktiven Zellen konnte dadurch
ausgeschlossen werden. Die Zellen wurden geerntet und nach dem Standardprotokoll
zur Markierung membranstandiger Proteine aufgearbeitet. CD-14 wurde in allen
Expressionsversuchen mit dem Antikérper anti-CD-14-PerCP-CY5.5 der Firma BD
Pharmingen, Heidelberg, D markiert. Die Markierung von membrangebundenem BAFF
erfolgte nach Stimulation mit Rapamycin, Methotrexat und Valproinsaure durch den
Antikérper BAFF (FITC) der Firma Acris Antibodies, San Diego, USA. Nach Stimulation
mit Cyclosporin A wurde zur Proteinmarkierung der Antikbrper BAFF (Atto-488) der
Firma Axxora, Loérrach, D verwendet. Die Markierung von membrangebundenen BAFF
fur die Stimulationsversuche mit Mycophenolatmofetil erfolgte mit dem Antikorper
BAFF (FITC) der Firma Axxora, Lorrach, D. Mittels Durchflusszytometrie wurden die
Proben gemessen. Falls nicht anders markiert sind die Ergebnisse Mittelwerte aus
Duplikaten aus einem Versuch, die in einem weiteren unabhangigen Versuch

reproduziert wurden.

3.3.1 Rapamycin reguliert die Expression von

membranstandigem BAFF in Monozyten herunter

Es zeigte sich bereits eine signifikante Herunterregulierung der intrazellularen BAFF-
Expression in Monozyten durch Rapamycin. Zudem wurde dessen Wirkung auf die
membranstandige BAFF-Expression untersucht. U937-Zellen wurden mit 2, 10, 20 und
100 nmol/L Rapamycin fur 24, 48 und 72 h stimuliert und anschliefend wurde mittels
Durchflusszytometrie die membrangebundene BAFF-Expression gemessen. Eine
signifikante Herabsetzung der BAFF—-Expression auf der Zelloberflache lie3 sich nach
allen drei Stimulationszeitraumen mit einem Maximum nach 48 h durch die
verwendeten  Rapamycin-Konzentrationen  detektieren,- eine  Konzentrations-
abhangigkeit war zu erkennen (dGMean, 24h unstimuliert: 10,80 £ 0,31; 2 nmol/L: 6,24
+ 0,4; 10 nmol/L: 5,86 £ 0,13; 20 nmol/L: 5,5 £ 0,48; 100 nmol/L: 4,94 + 0,06, 48 h
unstimuliert 13,89 + 0,28; 2 nmol/L: 6,65 + 0,1; 10 nmol/L: 6,47 + 0,29; 20 nmol/L: 6,12
1 0,5; 100 nmol/L: 4,97 £ 0,07; 72 h, unstimuliert: 7,39 + 0,23; 2 nmol/L 2,52 + 0,24; 10
nmol/L: 2,19 + 0,16; 20 nmol/L: 2,08 + 0,1; 100 nmol/L: 1,99 + 0,13; Abb. 13).
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Abb. 13: Rapamycin fiihrte in Monozyten zu einer Herabsetzung der
membrangebundenen BAFF-Expression.

U937-Zellen wurden mit 2 (kariert), 10 (liniert) 20 (gepunktet) und 100 nmol/L (schraffiert)
Rapamycin fur 24, 48, und 72 h stimuliert (n = 2). Die Analyse der membrangebundenen BAFF-
Expression erfolgte mittels FACS. Rapamycin fuhrte nach allen Stimulationszeitrdumen zu einer
signifikanten Abnahme der membrangebundenen BAFF-Expression. Die Abnahme war
konzentrationsabhangig. Signifikanzen zwischen den einzelnen Konzentrationen bestanden,
wurden hier aber nicht dargestellt. Die kleinen Balken stellen die Standardabweichung (SD) dar.
*** =p<0,001

3.3.2 Cyclosporin A fuhrt zu einer konzentrationsabhangigen
Herunterregulierung der membranstandigen BAFF-

Expression in Monozyten

Nachdem eine konzentrationsabhangige Abnahme der intrazellularen BAFF-
Expression durch Cyclosporin A detektiert werden konnte, wurde weiterhin die Wirkung
von Cyclosporin A auf die Expression von BAFF auf der Zelloberflache untersucht.
U937-Zellen wurden fur 12, 24, 48 und 72 h mit 2, 20, 200 und 2000 nmol/L
Cyclosporin A stimuliert und die Expression membranstandiger Proteine mittels
Durchflusszytometrie gemessen. Nach allen Stimulationszeitrdumen lief3 sich eine
signifikante Herunterregulierung der Expression von membranstandigem BAFF durch

Zugabe von 200 nmol/L und 2000 nmol/L Cyclosporin A detektieren. Die Abnahme war
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konzentrationsabhangig. Das Maximum der Reduktion war nach 48 h nachweisbar
(dGMean 12h unstimuliert: 14,07 + 0,45; 2 nmol/L: 13,01 £ 1,5; 20 nmol/L: 12,2 £ 0,43;
200 nmol/L: 11,67 + 0,06; 2000 nmol/L: 10,13 £ 0,86; 24 h unstimuliert: 9,94 £ 0,48; 2
nmol/L: 9,94 + 0,5; 20 nmol/L: 9,25 + 0,6; 200 nmol/L: 8,55 £ 0,6; 2000 nmol/L: 6,06 +
0,66; 48 h unstimuliert: 12,59 + 0,58; 2 nmol/L: 11,09 £ 0,56; 20 nmol/L: 10,82 + 0,41;
200 nmol/L: 9,27 + 0,32; 2000 nmol/L: 6,07 + 0,09; 72 h unstimuliert: 9,64 + 0,27; 2
nmol/L: 9,51 + 0,59; 20 nmol/L: 9,80 + 1,08; 200 nmol/L: 8,16 + 0,72; 2000 nmol/L:
6,37 £ 0,25; Abb. 14). Dargestellt sind die Ergebnisse von Mittelwerten aus Triplikaten

einzelner Versuche, die in zwei weiteren unabhangigen Versuchen reproduziert

wurden.
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Abb. 14: Abnahme der membranstindigen BAFF-Expression in Monozyten durch
Cyclosporin A.

U937-Zellen wurden mit 2 (kariert), 20 (liniert), 200 (gepunktet) und 2000 nmol/L (schraffiert)
Cyclosporin A fur 12, 24, 48 und 72 h stimuliert (n = 3). Die membrangebundene BAFF-
Expression wurde nach der Zellernte mittels Durchflusszytometrie gemessen. Cyclosporin A
fuhrte nach 12, 24, 48 und 72 h zu einer signifikanten Abnahme der membrangebundenen
BAFF-Expression. Die Abnahme war konzentrationsabhangig. Signifikanzen zwischen den
Konzentrationen bestanden, wurden hier aber nicht dargestellt. Die kleinen Balken stellen die
Standardabweichung (SD) dar. * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001

3.3.3 Methotrexat reguliert die Expression von

membranstandigem BAFF in Monozyten herunter

Nach der Detektion der signifikanten Zunahme der intrazelluldaren BAFF-Expression
nach 72 h durch 10 nmol/L Methotrexat wurde dessen Wirkung auf die BAFF-

Expression auf der Oberflache von Monozyten untersucht. U937-Zellen wurden mit 0,1,
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1 und 10 nmol/L Methotrexat stimuliert und nach 24, 48 und 72stiindiger Inkubation
wurde die membrangebundene BAFF-Expression durchflusszytometrisch gemessen.
Zu allen Zeitpunkten konnte eine konzentrationsabhangige Abnahme von BAFF auf der
Zelloberflache detektiert werden. Nach 24 sowie nach 72 h Inkubation lie® sich durch
Zugabe von 10 nmol/L Methotrexat eine signifikante Herabsetzung der
membrangebundenen BAFF-Expression feststellen (dGMean: 24 h unstimuliert: 9,09 +
0,25; 0,1 nmol/L: 8,85 + 0,95; 1 nmol/L: 8,41 + 0,77; 10 nmol/L: 7,32 + 0,35; 48 h
unstimuliert; 7,02 + 0,15; 0,1 nmol/L: 7,41 + 0,61; 1 nmol/L: 6,85 * 0,46; 10 nmol/L:
6,07 = 0,09; 72 h unstimuliert: 7,12 + 0,06; 0,1 nmol/L: 6,89 + 0,6; 1 nmol/L: 6,56 +
0,05, 10 nmol/L: 5,02 + 0,19; Abb. 15).
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Abb. 15: Verringerung der membranstidndigen BAFF-Expression durch Methotrexat.
U937-Zellen wurden mit 0,1 (kariert), 1 (liniert) und 10 nmol/L (gepunktet) Methotrexat fur 24,
48, und 72 h stimuliet (n = 2). Mit Hilfe eines Durchflusszytometers wurde die
membrangebundene BAFF-Expression analysiert. Nach 24- und 72stindiger Inkubation flhrte
10 nmol/L Methotrexat zu einer signifikanten Abnahme der membrangebundenen BAFF-
Expression. Die kleinen Balken stellen die Standardabweichung (SD) dar. ** = p < 0,01

3.3.4  Valproinsaure reguliert die Expression von

membranstandigem BAFF in Monozyten herunter

Nachdem eine Abnahme der intrazellularen BAFF-Expression durch Valproinsaure
festgestellt werden konnte, wurde dessen Wirkung auf die membrangebundene BAFF-
Expression untersucht. Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen
Valproinsaure, 10, 100, 500, und 1000 pmol/L stimuliert und 12, 24, 48 und 72 h

inkubiert. Danach erfolgte die Messung der membrangebundenen BAFF-Expression
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mittels Durchflusszytometrie. Zu allen Zeitpunkten konnte eine signifikante Reduktion
der membrangebundenen BAFF-Expression detektiert werden. Der Effekt war
konzentrationsabhangig. Nach 12 h war dieser Effekt bereits nachweisbar (dGMean 12
h unstimuliert: 5,53 + 0,18; 10 ymol/L: 5,6 £ 0,12; 100 pmol/L: 5,19 + 0.99; 500 pmol/L:
4,5 + 0,01; 1000 uymol/L: 4,43 + 0,1; Abb. 16). Das Maximum der Reduktion war nach
24 h detektierbar (dGMean 24 h unstimuliert: 4,25 £ 0,19; 10 ymol/L: 3,95 £ 0,33; 100
pmol/L: 3,2 £ 0,2; 500 pmol/L: 2,49 £ 0,08; 1000 pmol/L: 1,7 £ 0,07; s. Abb. 16). Nach
48 h und 72 h konnte keine Steigerung des Effekts festgestellt werden (48 h
unstimuliert: 4,96 + 0,10; 10 ymol/L: 4,91 £ 0,16; 100 umol/L: 4,57 + 0,14; 500 pmol/L:
3,4 £ 0,01; 1000 umol/L: 2,51 + 0,04; 72 h unstimuliert: 5,62 £ 0,12; 10 pmol/L: 5,56 %
0,19; 100 pmol/L: 5,69 % 0,42; 500 umol/L: 5,06 + 0,06; 1000 umol/L: 4,1 £ 0,15; Abb.
16)
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Abb. 16: Valproinsédure resultiert in einer Herunterregulierung der membransténdigen
BAFF-Expression.

Zellen der Linie U937 wurden mit 10 (kariert), 100 (liniert), 500 (gepunktet) und 1000 pymol/L
(schraffiert) stimuliert und nach der Inkubation (12, 24, 48 und 72 h) wurde die
Oberflachenexpression von BAFF im Durchflusszytometer detektiert (n = 2). Durch
Valproinsdure  konnte eine signifikante  konzentrationsabhangige  Reduktion  der
membrangebundenen BAFF-Expression nachgewiesen werden. Signifikanzen zwischen den
einzelnen Konzentrationen bestanden, wurden hier aber nicht abgebildet. Die kleinen Balken
stellen die Standardabweichung dar. * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001

3.3.5 Mycophenolatmofetil hat keinen Einfluss auf die

Expression von membranstiandigem BAFF in Monozyten

Um den Einfluss von Mycophenolatmofetil auf die membrangebundene BAFF-
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Expression zu untersuchen, wurden U937-Zellen mit vier Konzentrationen 0,1, 1, 10
und 100 nmol/L fur 24, 48 und 72 h Mycophenolatmofetil stimuliert und die
Fluorezenzintensitaten mittels Durchflusszytometrie gemessen (s. Methoden, S. 21 f).
Zu keinem Zeitraum liel sich eine Veranderung der BAFF-Konzentration an der
Zelloberflache aufzeigen (dGMean, 24 h unstimuliert: 7,41 + 0,07; 0,1 nmol/L: 7,6 %
0,27; 1 nmol/L: 7,64 £ 0,47, 10 nmol/L: 7,51 £ 0,12; 100 nmol/L: 7,1 = 0,5; 48 h
unstimuliert; 5,59 + 0,09; 0,1 nmol/L: 5,74 + 0,13; 1 nmol/L: 5,62 + 0,11; 10 nmol/L:
5,77 + 0,6; 100 nmol/L: 5,82 + 0,08; 72 h unstimuliert: 7,7 + 0,65; 0,1 nmol/L: 6,97 +
0,25; 1 nmol/L: 7,65 £ 0,07; 10 nmol/L: 7,01 £ 0,02; 100 nmol/L: 7,29 £ 0,95; Abb. 18).
Es konnte weder ein Einfluss von Mycophenolatmofetil auf die intrazellulare noch auf

die membranstandige BAFF-Expression eruiert werden.
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Abb. 17: Mycophenolatmofetil zeigte keinen Effekt auf die membrangebundene BAFF-
Expression in Monozyten.

U937-Zellen wurden fir 24, 48 und 72 h mit 0,1 (kariert), 1 (liniert), 10 (gepunktet) und 100
nmol/L (schraffiert) Mycophenolatmofetil stimuliert und anschlieRend die membrangebundene
BAFF-Expression mittels Durchflusszytometrie gemessen (n = 2). Im Vergleich zu
unstimulierten Zellen (leer) konnte keine Veranderung der BAFF-Expression durch die
verwendeten Konzentrationen detektiert werden. Die diunnen Balken zeigen die
Standardabweichung (SD) an.

3.3.6 Ubersicht lber die Ergebnisse der Experimente zur
Wirkung von Immunsuppressiva auf die membran-

gebundene BAFF-Expression

Zusammenfassend konnte mit diesen Expressionsuntersuchungen gezeigt werden
dass Rapamycin, Cyclosporin A, Methotrexat und Valproinsaure zu einer signifikanten

Herunterregulierung der BAFF-Expression auf der Zelloberflache flihren (Tab 4).

45



Ergebnisse

Valproinsaure und Cyclosporin A resultierten in einer stark konzentrationsabhangigen
Abnahme der BAFF-Expression. Die Reduktion durch Rapamycin zeigte eine Tendenz
zur Konzentrationsabhangigkeit. Mycophenolatmofetil zeigte keinen Einfluss auf die

membranstandige BAFF-Expression.

Immun- Stimulations- | Konzentration | Wert Signifikanz- | Abnahme
suppressivum | dauer [h] des Stimulus | [dGMean] | niveau [%]
Rapamycin 48 unstimuliert 13,89 -—- -
2 nmol/L 6,67 p < 0,001 51,97
20 nmol/L 6,12 p < 0.001 55,94
100 nmol/L 4,97 p < 0,001 64,21
Cyclosporin A | 48 unstimuliert 12,59 - -
20 nmol/L 10,82 p <0.01 14,05
200 nmol/L 9,27 p < 0.001 26,37
2000 nmol/L | 6,07 p < 0,001 51,79
Methotrexat 24 unstimuliert 9,09 --- -
0,1 nmol/L 8,81 --- 3,08
1 nmol/L 8,41 --- 7,48
10 nmol/L 7,32 p < 0,01 19,47
Valproinsaure | 48 unstimuliert 4,96 - -
100 pmol/L 4,57 --- 7,86
500 pymol/L 3,4 p < 0,001 31,45
1000 ymol/L | 2,51 p < 0,001 49,39
Mycophenolat | 72 Unstimuliert 7,7 - -
mofetil 1 nomol/L 7,65 --- 0,07
10 nmol/L 7,01 --- 0,89
100 nmol/L 7,29 --- 0,53

Tab. 4: Wirkung von Immunsuppressiva auf die membrangebundene BAFF-Expression, -
Ubersicht der Resultate

3.4 Einfluss von Immunsuppressiva auf die Freisetzung
des B-Zell aktivierenden Faktors (BAFF) in

Monozyten

BAFF liegt neben der membrangebundenen Form auch in einer I6slichen, freigesetzten
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Form vor. Zusatzlich zu der Untersuchung des Einflusses von Immunsuppressiva auf
die intrazellulare und membrangebundene BAFF-Expression wurde auch deren
Wirkung auf die BAFF-Sekretion in den Zellkulturiberstanden von Monozyten eruiert.
Dazu wurden U937-Zellen stimuliert und nach dem entsprechenden Inkubations-
zeitraum der Zellkulturiiberstand abgenommen. Mittels eines kommerziell erhaltlichen
BAFF-ELISAs wurde die I6sliche BAFF-Konzentration in den Zellkulturiiberstanden
bestimmt (s. Methoden S. 21 f). Die dargestellten Ergebnisse sind, sofern nicht anders
vermerkt, Mittelwerte aus Duplikaten einzelner Versuche, die in einem weiteren

unabhangigen Versuch reproduziert wurden.

3.4.1 Rapamycin verringert die BAFF-Freisetzung in Monozyten

Da es durch Rapamycin zu einer signifikanten Abnahme der intrazellularen und der
membrangebundenen BAFF-Expression kam, wurde ferner die Konzentration von
I6slichem BAFF in den Zellkulturiberstanden mittels ELISA untersucht. Dazu wurden
U937-Zellen 24, 48 und 72 h mit 2, 10, 20 und 100 nmol/L Rapamycin stimuliert. Die
72stiindige Inkubation resultierte in einer signifikanten Herunterregulierung der BAFF-
Freisetzung durch Zugabe von 10, 20 und 100 nmol/L verglichen mit unstimulierten
Zellen Die ELISA-Analyse ist eine quantitative Untersuchungsmethode, weswegen die
BAFF Konzentrationen der unstimulierten Zellen im Verlauf der Stimulationsdauer
ansteigen. (BAFF-Konz. [pg/ml] unstimuliert: 244,93 + 35,85; 2 nmol/L: 127,93 * 8,81;
10 nmol/L:113,36 £ 9,8; 20 nmol/L: 110,57 + 12,58; 100 nmol/L: 120,40 + 3,94; Abb.
18). Nach 48 h war eine signifikante Abnahme durch Zugabe von 2 nmol/L Rapamycin
nachweisbar (BAFF-Konz. [pg/ml] unstimuliert: 112,84 + 4,133; 2 nmol/L: 82,95 + 0; 10
nmol/L: 85,16 + 2,16; 20 nmol/L: 88,12 + 9,69; 100 nmol/L: 84,48 + 1,67; Abb. 19).
Eine 24stindige Inkubation ergab keine Veranderung der ldslichen BAFF-
Konzentration verglichen mit unstimulierten Zellen (BAFF-Konz. [pg/ml] unstimuliert:
90,29 + 1,21; 20 nmol/L: 85,50 + 2,16 10 nmol/L: 88,74 + 0,49 20 nmol/L: 87,19 + 0,72
100 nmol/L: 89,77 £ 0,49; Abb. 18).
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Abb. 18: Herabsetzung der Ibslichen, freigesetzten BAFF-Konzentration durch
Rapamycin in Monozyten.

U937-Zellen wurden 24, 48 und 72 h mit 2 (kariert), 10 (liniert), 20 (gepunktet) und 100 nmol/L
(schraffiert) stimuliert. Die Konzentration von I6slichem BAFF in den Kulturiiberstanden wurde
mit Hilfe eines BAFF-ELISAs ermittelt (n = 2). Rapamycin fuhrte nach 48 und 72 h zu einer
signifikanten Reduktion der BAFF-Sekretion verglichen mit unstimulierten Zellen (leer). Die
kleinen Balken zeigen die Standardabweichung (SD) an. * = p < 0,05, *** = p < 0,001

3.4.2 Cyclosporin A fuhrt zu einer Abnahme der BAFF-

Freisetzung in Monozyten

Nachdem eine signifikante Reduktion sowohl der intrazelluldaren als auch der
membrangebundenen BAFF-Expression durch Cyclosporin A gezeigt werden konnte,
wurde dessen Wirkung auf die BAFF-Freisetzung in den Zellkulturiberstanden
untersucht. Die U937-Zellen wurden mit vier Konzentrationen, 2, 20, 200 und 2000
nmol/L, Cyclosporin A stimuliert. Es folgte die Messung der freigesetzten BAFF-
Konzentration in den Zellkulturiberstanden mittels ELISA nach 12-, 24-, 48-, und
72stlindiger Inkubation. Nach 12 und 24 h konnte keine Abnahme der BAFF-
Konzentration detektiert werden (BAFF-Konz. [pg/ml], 12h unstimuliert: 52,68 + 1,02; 2
nmol/L: 57,15 + 1,67; 20 nmol/L: 53,51 + 2,5; 200 nmol/L: 51,51 £ 1,89; 2000 nmol/L:
49,26 *+ 1,7; 24 h unstimuliert: 67,59 £ 2,8; 2 nmol/L: 65,145 + 2,43; 20 nmol/L: 66,96 +
4,6; 200 nmol/L: 61,17 + 7,2; 2000 nmol/L: 63,46 + 3,37; s. Abb. 19). Nach 48 h
Stimulationsdauer zeigte sich eine signifikante Herunterregulierung der BAFF-
Konzentration durch Zugabe von 2000 nmol/L Cyclosporin A (BAFF-Konz. [pg/ml], 48 h
unstimuliert: 150,78 £ 8,09; 2 nmol/L: 149,93 £+ 18,80; 20 nmol/L: 147,17 + 2,22; 200
nmol/L: 132,42 + 4,89; 2000 nmol/L: 110,68 * 1,8; Abb. 19) Eine signifikante
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Reduzierung der Ioslichen BAFF-Konzentration konnte nach 72 h durch Zugabe von
20, 200 und 2000 nmol/L detektiert werden (BAFF-Konz. [pg/ml], 72 h unstimuliert:
573,98 £ 38,20; 2 nmol/L: 575,42 + 13,27; 20 nmol/L: 495,51 + 54,97; 200 nmol/L:
396,64 + 350 2000 nmol/L: 298,91 + 20,41; Abb. 19). Die Abnahme war
konzentrationsabhangig. Dargestellt sind Mittelwerte aus Triplikaten einzelner

Versuche die in zwei weiteren unabhangigen Versuchen reproduziert wurden.
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Abb. 19: Cyclosporin A resultiert in einer Abnahme der BAFF-Freisetzung in Monozyten.
U937 Zellen wurden mit vier Konzentrationen Cyclosporin A, 2 (kariert), 20 (liniert), 200
(gepunktet) und 2000 nmol/L (schraffiert) fir 12, 24, 48 und 72 h stimuliert (n = 3). Mittels ELISA
wurde die BAFF-Freisetzung in den Zellkulturiiberstanden bestimmt. Nach 48 h flhrte
Cyclosporin A verglichen mit unstimulierten Zellen (leer) zu einer signifikanten Abnahme der
freigesetzten, I6slichen BAFF-Konzentration durch Zugabe von 2000 nmol/L (schraffiert). Eine
signifikante konzentrationsabhangige Reduktion der 16slichen BAFF-Konzentration zeigte sich
nach 72 h durch Zugabe von 20, 200 und 2000 nmol/L Cyclosporin A. Signifikanzen zwischen
den Konzentrationen bestanden, wurden jedoch hier nicht dargestellt. Die dinnen Balken
stellen die Standardabweichung (SD) dar. *** = p < 0,001

3.4.3 Methotrexat fiihrt zu einer Abnahme der BAFF-Freisetzung

in Monozyten

Nachdem eine Zunahme der intrazellularen BAFF-Expression und eine Abnahme der
membrangebundenen BAFF-Expression nach 72 h durch Zugabe von 10 nmol/L
Methotrexat gezeigt werden konnte, wurde au’erdem die freigesetzte BAFF-Sekretion
in Zellkulturiberstanden von Monozyten untersucht. U937-Zellen wurden mit drei
Konzentrationen Methotrexat, 0,1, 1 und 10 nmol/L stimuliert und fir 24, 48 und 72 h
inkubiert. Danach wurde mittels ELISA die l6sliche BAFF-Konzentration in den

Zellkulturiberstanden gemessen. Nach 72 h konnte eine signifikante Reduzierung der
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BAFF-Freisetzung durch Zugabe von 1 und 10 nmol/L Methotrexat detektiert werden,
die Herunterregulierung erfolgte konzentrationsabhangig. 10 nmol/L Methotrexat zeigte
einer starkere Abnahme der BAFF-Freisetzung als 1 nmol/L (BAFF-Konz. [pg/ml], 72h
unstimuliert: 606,72 + 68,23; 0,1 nmol/L: 527,58 + 90,17; 1nmol/L: 456,55 + 21,21;
10nmol/L: 368,98 + 76,98; Abb. 20). Nach 24 und 48 h kam es zu keiner Anderung der
BAFF-Freisetzung (BAFF-Konz. [pg/ml]: 24h unstimuliert: 83,54 + 1,3; 0,1 nmol/L:
76,344 + 10,43; 1 nmol/L: 79,70 + 4,12; 10 nmol/L: 75,35 + 1,01; 48h unstimuliert;
185,87+ 4,6; 0,1 nmol/L: 146,92 + 14,45 1 nmol/L: 160,22 + 19,88; 10 nmol/L: 192,23
6,35; Abb. 20).
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Abb. 20: Herunterregulierung der BAFF-Sekretion in Monozyten durch Methotrexat.
U937-Zellen wurden fir 24, 48 und 72 h mit 0,1 (kariert), 1 (liniert) und 10 nmol/L (gepunktet)
Methotrexat stimuliert (n = 2). Bei der anschlieRenden Untersuchung der Kulturiberstande
mittels ELISA zeigte sich eine signifikante Abnahme der BAFF-Konzentration nach 72 h durch
Zugabe von 1 und 10 nmol/L Methotrexat, verglichen mit unstimulierten Zellen (leer). Es zeigte
sich eine konzentrationsabhangige Verringerung der |I6slichen, freigesetzten BAFF-
Konzentration. Die diinnen Balken stellen die Standardabweichung (SD) dar. ** = p < 0,01, =
p <0,001

3.4.4 \Valproinsaure zeigt keinen Effekt auf die BAFF-

Freisetzung in Monozyten

Valproinsaure resultierte in  einer signifikanten  Herunterregulierung  der
membrangebundenen, - sowie einer Abnahme der intrazellularen BAFF-Expression.
Weiterhin wurde dessen Effekt auf die BAFF-Freisetzung in Zellkulturiberstdnden
mittels ELISA ermittelt. U937-Zellen wurden mit vier Konzentrationen, 10, 100, 500 und
1000 pmol/L Valproinsaure stimuliert und fir 24, 48 und 72 h inkubiert. Im Vergleich mit

unstimulierten Zellen konnte keine Anderung der BAFF-Sekretion durch Valproinsaure
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nachgewiesen werden. Zu keinem Stimulationszeitraum konnte ein reproduzierbarer
Einfluss von Valproinsdure auf ldsliches BAFF in Zellkulturiberstdnden detektiert
werden (BAFF-Konz. [pg/ml], 24 h unstimuliert: 120,33 + 0,36; 10 umol/L: 136,29 %
17,15; 100 pymol/L: 141,73 = 5,7; 500 umol/L: 155,51 £ 8,51; 1000 pmol/L: 139,05 % 1,
87; 48 h unstimuliert: 302,41 + 22,79; 10 ymol/L: 329,48 + 31,33; 100 ymol/L: 345,28 +
0,99; 500 umol/L: 49,21 = 18,76; 1000 pmol/L: 320,03 £ 40,7; 72 h unstimuliert:
1008,68 + 41,98; 10 ymol/L: 903,85 £ 58,36; 100 ymol/L: 957,416 £ 120,9; 500 ymol/L:
1053,1 + 60,7; 1000 ymol/L: 913,54 + 176,51; Abb. 21).
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Abb. 21: Durch Valproinsdure kommt es zu keiner Verdanderung der BAFF-Freisetzung in
Monozyten.

U937-Zellen wurden fur 24, 48 und 72 h mit vier Konzentrationen, 10 (kariert), 100 (liniert), 500
(gepunktet) und 1000 pymol/L (schraffiert) Valproinsdure stimuliert (n = 2). Danach wurde die
Konzentration von l6slichem BAFF in den Zellkulturiberstdnden mittels ELISA gemessen. In
den Kulturiberstanden der mit Valproinsaure-behandelten Zellen zeigte sich zu keinem
Stimulationszeitraum eine reproduzierbare Zu-, oder Abnahme der loslichen BAFF-
Konzentrationen verglichen mit unstimulierten Zellen (leer). Die Standardabweichung (SD) ist
als dinner Balken angegeben.

3.4.5 Die losliche BAFF-Konzentration in Kulturuberstanden
von Monozyten wird durch Mycophenolatmofetil nicht

beeinflusst

Die intrazellulare und membrangebundene BAFF-Expression wurde durch das
Immunsuppressivum Mycophenolatmofetil nicht verandert. Erganzend wurde die
Wirkung von Mycophenolatmofetil auf die BAFF-Freisetzung untersucht. Dazu wurden
U937-Zellen mit vier verschiedenen Konzentrationen, 0,1, 1, 10 und 100 nmol/L,

Mycophenolatmofetil stimuliert. Nach 24-, 48-, und 72-stlindiger Inkubation wurde die

51



Ergebnisse

BAFF-Konzentration in den Zellkulturiiberstanden mittels ELISA bestimmt. Zu keinem
der untersuchten Stimulationszeitraume und durch keine der verwendeten
Konzentrationen kam es zu einer signifikanten Zu- oder Abnahme der BAFF-
Konzentration in den Zellkulturiberstadnden (BAFF-Konz. [pg/ml], 24 h unstimuliert:
70,35 £ 5,82; 0,1 nmol/L: 69,41 £ 0,21; 1 nmol/L: 66,54 + 2,6; 10 nmol/L: 68,5 + 3,6;
100 nmol/L: 67,00 £ 4,47; 48 h: unstimuliert: 131,49 + 4,8; 0,1 nmol/L: 150,46 + 1,31; 1
nmol/L: 150,68 £+ 7,89; 10 nmol/L: 134,2 + 7,64; 100 nmol/L: 133,83 + 5,08; 72 h
361,88 + 22,56; 0,1 nmol/L: 343,43 = 25,56; 1nmol/L: 334,57 + 26,33; 10 nmol/L:
323,47 £ 6,00; 100 nmol/L: 365,96 + 11,86; Abb. 22).
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Abb. 22: Mycophenolatmofetil zeigt keinen Einfluss auf die BAFF-Freisetzung.

Zellen der Linie U-937 wurden 24, 48 und 72 h mit 0,1 (kariert), 1 (liniert), 10 (gepunktet) und
100 nmol/L (schraffiert) Mycophenolatmofetil stimuliert. Mittels ELISA wurde anschlieRend die
BAFF-Konzentration in den Zellkulturiberstanden bestimmt (n = 2). Zu keinem der
Stimulationszeitrdume konnte durch die verwendeten Konzentrationen Mycophenolatmofetil
eine Regulierung der BAFF-Freisetzung detektiert werden. Die dinnen Balken stellen die
Standardabweichung (SD) dar.

3.4.6 Zusammenfassung der Resultate der Versuche zur
Wirkung von Immunsuppressiva auf die BAFF-

Freisetzung

Zusammenfassend konnte mit diesen Experimenten gezeigt werden, dass die Immun-
suppressiva Rapamycin, Cyclosporin A und Methotrexat zu einer signifikanten
Herunterregulierung der Freisetzung von I6slichem BAFF an das umgebende Medium
von U937-Zellen fuhren (Tab. 5). Die groRte Wirkung war dabei jeweils nach 72 h zu

detektieren. Methotrexat und Cyclosporin A zeigten eine stark konzentrationsabhangige
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Reduzierung der BAFF-Freisetzung, Rapamycin zeigte hingegen nur eine Tendenz zur

Konzentrationsabhangigkeit. Valproinsdure und Mycophenolatmofetil zeigten keinen

Einfluss auf die BAFF-Freisetzung in U937-Zellen.

Immun- Stimulations- | Konzentration | Wert Signifikanz- | Abnahme
suppressivum | dauer [h] des Stimulus | [pg/ml] niveau (-)
Zunahme
(+)
[%]
Rapamycin 72 unstimuliert 24493 | --- -
2 nmol/L 127,93 | --- 47,7 (-)
20 nmol/L 110,57 p < 0,001 54,86 (-)
100 nmol/L 120,40 | p < 0,001 50,8 (-)
Cyclosporin A | 72 unstimuliert 573,98 | --- -
20 nmol/L 495,51 p < 0,001 13,67 (-)
200 nmol/L 396,64 | p<0,001 30,89 (-)
2000 nmol/L | 298,91 p < 0,001 47,92 (-)
Methotrexat 72 unstimuliert 606,72 | --- -
0,1 nmol/L 527,58 | --- 13,14 (-)
1 nmol/L 456,55 | p<0,01 24,75 (-)
10 nmol/L 368,98 | p<0,001 39,18 (-)
Valproinsaure 24 unstimuliert 1008,68 | --- -
100 umol/L 957,42 | --- 0,50 (-)
500 pmol/L 1053,1 -—- 0,43 (+)
1000 ymol/L | 913,54 | --- 0,94 (-)
Mycophenolat | 72 Unstimuliert 361,88 | --- -
mofetil 1 nmol/L 334,57 | --- 0,75 (-)
10 nmol/L 323,47 | --- 1,06 (-)
100 nmol/L 365,96 | --- 0,11(+)

Tab. 5: Wirkung von Immunsuppressiva auf die BAFF-Freisetzung, -Ubersicht der

Resultate

53



Diskussion

4. Diskussion

BAFF, ein Mitglied der TNF Superfamilie, ist ein Faktor der entscheidend an der
Reifung, dem Uberleben und der Immunglobulinsekretion von B-Zellen beteiligt ist. Er
wird von Makrophagen, Monozyten und dentritischen Zellen gebildet und besitzt drei
Rezeptoren, die vor allem von Plasmazellen und B-Zellen exprimiert werden. Eine
BAFF-Uberexpression im Mausmodell fihrt zur Ausbildung von Krankheitsbildern die
Autoimmunerkrankungen wie dem SLE und dem SS, ahneln. Eine Bedeutung von
BAFF in der Entwicklung der B-Zell Toleranz wurde postuliert. Normalerweise flihren
korpereigene Antigene durch starke apoptotische Signale zum programmierten Zelltod
einer B-Zelle. Durch ein Uberangebot von BAFF werden jedoch so starke
Uberlebenssignale induziert, dass autoreaktive B-Zellen (iberleben kdnnen und
dadurch zur Entstehung von Autoimmunitat beitragen (Vincent et al. 2014; Mackay and
Browning 2002). Zu den Autoimmunerkrankungen, die erhdhte BAFF-Serumlevel
aufweisen, gehoéren der Systemische Lupus erythematodes, das Sjogren Syndrom, die
Rheumatoide Arthritis, die Sklerodermie und die Myasthenia gravis (Lanteri et al. 2014;
Cheema et al. 2001; Mariette et al. 2003; Becker-Merok et al. 2006; Kim et al. 2008).
Nach allogener Stammzelltransplantation oder nach Transplantation eines soliden
Organs zeigten sich ebenfalls erhéhte BAFF-Konzentrationen in Patientensera, so
dass auch in der Transplantationsmedizin BAFF in den Interessenfokus der Forschung
geruckt ist (Sarantopoulos et al. 2009). Neuere Studien vermuten nicht nur eine
tragende Rolle von BAFF in Autoimmunitat und Transplantationsmedizin, sondern
ebenfalls in Tumorpathologie, Infektiologie und Allergie. So wurden erhéhte BAFF-
Serumlevel bei Patienten mit Hepatitis C, HIV, Asthma bronchiale, Malaria, allergischer
Rhinitis, Multiplem Myelom und der Chronisch lymphatischen Leukdmie detektiert
(Fragioudaki et al. 2012; Molica et al. 2010; Scholzen et al. 2014; Vincent et al. 2014;
Rodriguez et al. 2003; Kang et al. 2006; Toubi et al. 2006; Kato et al. 2008). Zusatzlich
konnte gezeigt werden, dass in der juvenilen idiopathischen Arthritis, dem SLE und
dem SS die Hohe der BAFF-Serumlevel mit der Krankheitsaktivitat korrelieren (Gheita
et al. 2012; Nishikawa et al. 2016; Zollars et al. 2015; Bosello et al. 2008). Die
Beeinflussung von BAFF scheint damit ein vielversprechendes potenzielles Ziel fir die
Therapie zahlreicher Erkrankungen zu sein. Diese Annahme wurde durch die
Zulassung von Belimumab einem Antikorper, der BAFF neutralisiert, bestatigt. Zur
Therapie von Autoimmunerkrankungen sowie zur Pravention der Graft-versus-Host-
Disease (GvHD) werden bereits verschiedene Immunsuppressiva eingesetzt deren

Wirkmechanismen jedoch nicht vollstdndig geklart sind. Der Effekt von
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Immunsuppressiva auf die Expression von membrangebundenen, zytoplasmatischen
und l8slichem BAFF in der monozytaren Zelllinie U937 wurde deshalb in dieser Arbeit

untersucht.

4.1 Modulation des B-Zellaktivierenden Faktors

Es wurde die Wirkung der Immunsuppressiva Rapamycin, Cyclosporin A, Methotrexat
und Mycophenolatmofetil sowie des Immunmodulators Valproinsdure auf die BAFF-
Expression in Monozyten analysiert. Die Untersuchung der BAFF-Expression erfolgte
in U937-Zellen, einer etablierten immortalisierten Lymphomzelllinie, die das
Expressionsverhalten eines promonozytischen Entwicklungsstadiums widerspiegelt
(Sundstrom and Nilsson 1976). Mittels Durchflusszytometrie wurde die
membranstandige und zytoplasmatische BAFF-Expression in U937-Zellen gemessen.
Isotypkontrollen wurden bei allen durchflusszytometrischen Untersuchungen
mitgefuhrt, um falsch positive Ergebnisse durch unspezifische Bindung zu vermeiden.

Eine signifikante Reduzierung der BAFF-Expression auf zytoplasmatischer
Proteinebene zeigte sich durch Rapamycin und Cyclosporin A. Der Effekt war jeweils
maximal nach 48h. Interessanterweise erzeugte Mtx einen signifikanten Anstieg der
intrazellularen BAFF-Expression nach 72 h. Valproinsdure und Mycophenolatmofetil
zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die zytoplasmatische BAFF-Expression. Durch
Rapamycin, Cyclosporin A und Valproinsdure konnte eine signifikante
Herunterregulierung der membrangebundenen BAFF-Expression detektiert werden mit
einem Maximum nach jeweils 48 h. Methotrexat regulierte membranstandiges BAFF
nach 24 und 72 h signifikant herunter. Mycophenolatmofetil resultierte nicht in einer
Abnahme der membrangebundenen BAFF-Expression. Da BAFF auch in l6slicher
Form vorliegen kann, wurden die BAFF Konzentrationen in den Zelliberstdanden der
stimulierten Monozyten mittels ELISA analysiert. Es zeigte sich eine signifikante
Herunterregulierung der Iéslichen BAFF-Freisetzung in den Uberstdnden durch
Rapamycin, Cyclosporin A und Methotrexat mit einem Maximum nach jeweils 72 h. Die
Freisetzung von l6slichen BAFF wurde durch Valproinsaure und Mycophenolatmofetil

nicht beeinflusst.
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4.2 Wirkung von Cortison auf BAFF

Zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen und in der Transplantationsmedizin
werden heutzutage verschiedene Immunsuppressiva eingesetzt. Ein
Standardtherapeutikum vor allem fur B-Zell vermittelte Autoimmunerkrankungen ist
Cortison. Eine Abnahme der BAFF-Expression sowohl auf Proteinebene als auch auf
transkriptioneller Ebene konnte in Monozyten durch diese Wirkstoffgruppe
nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich eine Reduktion der membrangebundenen
und zytoplasmatischen BAFF-Expression. Auch konnte eine Abnahme der I6slichen
BAFF-Freisetzung in den Zelliberstanden und eine Reduktion der mRNA detektiert
werden (Bick, S. 2011). Corticosteroide zeigten eine inhibitorischen Effekt auf die
BAFF-Expression in vitro aber auch in vivo. Durch Corticoide konnte in Patienten die
an SLE erkrankt waren eine Abnahme der BAFF Serumlevel detektiert werden (Stohl et
al. 2003). In weiteren Erkrankungen wie dem Morbus Basedow (Vannucchi et al. 2012),
der Rheumatoiden Arthritis (Reyes et al. 2008), der Wegener Granulomatose
(Krumbholz et al. 2005) und der Autoimmunthrombozytopenie (Zhu et al. 2009) wurde
durch die Behandlung mit Corticoiden eine Abnahme der BAFF-Serumlevel festgestellt.
Es ist anzunehmen, dass die genomische Regulation tber ein ,glucocorticoid receptor
response element”, das in der Promoterregion von BAFF enthalten ist, erfolgt. Ebenso
kénnte aber auch eine Wechselwirkung der Corticoide mit den Transkriptionsfaktoren
NFAT und NFkB (engl.: nuclear factor ,kappa light chain enhancer® of activates B-cells)
die Herunterregulierung herbeifiihren (Adcock and Caramori 2001; Kassel and Herrlich
2007). Fur diese beiden Transkriptionsfaktoren sind Konsensussequenzen im BAFF
Gen beschrieben (Fu et al. 2006).

4.3 Gibt es einen gemeinsamen Wirkmechanismus der
verwendeten Immunsuppressiva uber die
Transkriptionsfaktoren NFAT und NFkB?

Obwohl die in dieser Arbeit untersuchten Immunsuppressiva zu unterschiedlichen
Wirkstoffklassen gehoren, ist eine Regulation Uber die Transkriptionsfaktoren NFAT
und NFkB als gemeinsamer Nenner anzunehmen. Der Promoter von BAFF weist
sowohl eine NFkB als auch eine NFAT Konsensussequenz auf,- eine Aktivierung dieser

Transkriptionsfaktoren fuhrt zu einer Stimulation der BAFF-Expression (Fu et al. 2006).
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In dieser Arbeit konnte eine signifikante, zytoplasmatische und membrangebundene
Herunterregulierung von BAFF durch Cyclosporin A nachgewiesen werden. Des
Weiteren wurde die Freisetzung von |6slichem BAFF in den Zelliberstanden signifikant
herabgesetzt. Cyclosporin A inhibiert die Phosphataseaktivitdt vom zytosolischen
Protein Calcineurin. Aktiviertes Calcineurin fUhrt zur Dephosphorilierung von NFAT
einem Transkriptionsfaktor der in hyperphosphorilierter, inaktiver Form im Cytosol
vorliegt. Durch Cyclosporin A wird die Dephosphorylierung und nukleare Translokation
von NFAT verhindert. Eine Abnahme der BAFF-Expression durch CsA in Non Hodgkin
Lymphom B-Zellen wurde beschrieben (Fu et al. 2006). In Osteoklasten wurde durch
Inhibierung der Proteinkinase MEK (Mitogen-activated protein kinase kinase) sowohl
eine Reduktion des Transkriptionsfaktors NFAT, als auch eine verminderte Sekretion
von BAFF und APRIL festgestellt. Es kdnnte sich dabei um eine Regulation von BAFF
Uber NFAT handeln (Breitkreutz et al. 2007). Es gibt Hinweise darauf dass Cyclosporin
A nicht nur NFAT, sondern auch NFkB beeinflusst (Schmidt et al. 1990; Frantz et al.
1994; Gualberto et al. 1998; Lee and Burckart 1998; Valdes et al. 2008). In Monozyten
inhibierte Cyclosporin A die IL-12p40 Expression Uber eine Herunterregulierung von
NFkB (Ma et al. 2007). Des Weiteren wurde in T-Lymphozyten durch Tacrolimus, einem
weiteren Calcineurininhibitor, NFkB inhibiert (Vafadari et al. 2010). NFkB ist ein
ubiquitar vorkommender Transkriptionsfaktor, welcher an der Regulation einer Vielzahl
zellularer Prozesse maligeblich beteiligt ist und als zentraler Koordinator in der
menschlichen Immunantwort fungiert. NFKB bezeichnet eine Familie von funf Proteinen
die eine Homologiesequenz, die sogenannte Rel Domane besitzen. In dieser liegt auch
die Bindungsregion flr IkB (Inhibitor of kB) einem inhibitorischen Regulator von NFkB.
Uber ein komplexes System intrazellulérer Signalkaskaden wird NFkB in Reaktion auf
sehr heterogene Stimuli reguliert. Dabei wird eine klassische und alternative
Aktivierung unterschieden. Die Aktivierung des klassischen Weges erfolgt unter
anderem durch den T-Zellrezeptor, den B-Zellrezeptor und den TNF-Rezeptor. Der
alternative Weg wird durch Lipopolysaccharid (LPS), Lymphotoxin B oder CD 40
aktiviert (Karin and Lin 2002). BAFF kann Uber Bindung an den BAFF-Rezeptor beide
Signalwege induzieren (Fu et al. 2009). Da die BAFF-Expression durch NFkB reguliert
wird, BAFF aber selbst auch die NFkB-Aktivierung stimuliert, handelt es sich um
positives Feedback. Durch Calcineurin wurde eine Aktivierung von NFkB Uber eine
Regulation von IkB in Makrophagen nachgewiesen (Kim et al. 2004). Intravendses
Immunglobulin fihrt zu einer Abnahme von BAFF in Monozyten und in vivo,- als
Wirkmechanismus wurde eine Regulation von IkB und damit NFkB beschrieben (Bick
et al. 2013; Ichiyama et al. 2004). Auch durch die Cichoriensaure, einem Derivat der

Kaffeesdure, wurde eine Herunterregulierung von BAFF (ber NFkB in B-Zellen
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nachgewiesen (Chen et al. 2017). Ein ahnlicher Wirkmechanismus ist fir Cyclosporin A
anzunehmen. Uber eine Inhibierung von Calcineurin  und dadurch den
Transkriptionsfaktor NFkB fihrt Cyclosporin A zu einer Suppression der BAFF-
Expression auf Proteinebene.

Rapamycin, ein m-TOR Antagonist, zeigte in meiner Studie eine signifikante Reduktion
der zytoplasmatischen und membrangebundenen BAFF-Expression. Auch auf die
Freisetzung von l6éslichem BAFF hatte Rapamycin einen signifikanten inhibitorischen
Effekt. Rapamycin hemmt die Serin / Threonin Kinase m-TOR. M-TOR besteht aus
zwei Komplexen mTOR 1 und mTOR 2, wobei lediglich mTOR 1 durch Rapamycin
gehemmt wird (Lieberthal and Levine 2009). Es wurde gezeigt dass Rapamycin die
Expression von zahlreichen Chemokinen Uber eine Suppression von NFkB in primaren
Monozyten herunterreguliert (Lin et al. 2014). Es ist anzunehmen, dass die
Suppression von BAFF auch Uber die Herunterregulierung des Transkriptionsfaktors
NFkB erfolgt, da durch mehrere Autoren eine Regulation des Transkriptionsfaktors
durch Rapamycin in verschiedenen Zelllinien beschrieben wurde. Durch Rapamycin
wurde sowohl in Podozyten eine Abnahme der IL-6 Expression Uber eine NFkB
Inhibition nachgewiesen, als auch in Monozyten eine Herunterregulierung des
Transkriptionsfaktors detektiert (Gao et al. 2015; Muller-Krebs et al. 2013). In
Prostatatumorzellen wurde gezeigt, dass m-TOR1 Uber eine Interaktion mit IkK (IkB
Kinase Komplex) zu einer Regulierung von IkB und damit NFkB fuhrt (Dan et al.
2008). Fur die beiden Immunsuppressiva Cyclosporin und Rapamycin ist damit die
signifikante Reduktion der BAFF-Expression Uber eine Regulierung von NFAT und
NFkB anzunehmen. Ein weiterer Wirkmechanismus von Rapamycin kénnte jedoch
auch Uber die Regulation der Zellproliferation bestehen. Es wurde in B-Zellen
festgestellt dass BAFF zu einer Inhibierung der Proteinphosphatase 2 A (PP2A) flhrt.
Dadurch wird die Kinase Erk1/2 (Extracellular signal regulated protein kinase) aktiviert,
wodurch die Zellproliferation angeregt wird (Liang et al. 2014). Durch Rapamycin
kommt es Uber die Blockade von mTOR zu einer Aktivierung der Proteinphosphatase
2 A (PP2A). Infolgedessen wird Uber die Inhibition der Kinase Erk1/2 die durch BAFF
hervorgerufene Zellproliferation inhibiert (Zeng et al. 2015).

Zudem hat sich herausgestellt, dass neutrophile Granulozyten eine wichtige Rolle in
der Immunpathogenese des SLE innehaben. Aktivierte Neutrophile Granulozyten
kénnen eine extrazellulare fasrige Matrix bestehend aus Chromatin sogenannnte
NETs (neutrophil extrazellular traps) bilden, ein Vorgang der als Netose bezeichnet
wird. Diese NETs kdnnen Pathogene binden. Die gesteigerte Produktion von Interferon
Typ 1, BAFF und April der neutrophilen Granulozyten im Knochenmark fuhrt dabei zu

einer gesteigerte Antikérperproduktion und dadurch zur Steigerung der Netose. Es
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wurde gezeigt, dass Cyclosporin A durch eine Anderung des intrazelluldren
Calciumspiegels zu einer Inhibierung der Netose fiihrt. Rapamycin hat jedoch keinen
regulativen Effekt auf die Bildung von NETs. Um die Rolle von BAFF im Vorgang der
Netose und der Einfluss von Immunsuppressiva auf die Bildung von NETs ndher zu
beleuchten waren weitere Studien erforderlich (Colonna et al. 2014; Gupta et al. 2014;
Smith and Kaplan 2015).

In der vorliegenden Arbeit konnte auch eine Reduzierung der membrangebundenen
und I6slichen BAFF-Expression durch Methotrexat detektiert werden. Methotrexat flihrt
durch eine intrazellulare Adenosinfreisetzung zu einer Inhibierung von IkBa, wodurch
letztendlich NFkB gehemmt wird. Eine suppressive Wirkung von Methotrexat auf NFkB
wurde in T-Zellen, Monozyten und Epithelien nachgewiesen (Majumdar and Aggarwal
2001). Des Weiteren wurde eine Inhibition von NFkB durch Methotrexat in Fibrozyten
und T-Zellen festgestellt (Spurlock et al. 2015). Die Annahme dass die NFkB
Suppression durch eine Adenosinfreisetzung verursacht wird, wird durch eine Studie
von Arasa et al. gestutzt. Diese zeigten, dass ein Adenosinagonist zu einer
Herunterregulierung von Cytokinen Uber eine NFkB Regulation fihrte (Arasa et al.
2014). Der Anstieg der BAFF-Expression, der auf zytoplasmatischer Expressionsebene
durch Methotrexat gezeigt wurde, kann durch diesen Regulationsmechanismus jedoch
nicht erklart werden. Valproinsdure ist ein Antiepileptikum und gehért zu der
Wirkstoffgruppe der Histondeacetylaseinhibitoren (HDACI). HDACI greifen in die
Genregulation ein  und weisen antitumorése sowie immunmodulatorische
Eigenschaften auf. Es konnte gezeigt werden dass HDACI proinflamatorische Proteine
wie z.B. IF-6, IF-12 und INF-y herunterregulieren (Mishra et al. 2003). In weiteren
Studien konnten antiinflammatorische Effekte durch verschiedene
Histondeacetylaseinhibitoren in vivo und in vitro bestatigt werden. So wurde in
Monozyten durch HDACI eine Abnahme der Expression von proinflammatorischen
Cytokinen wie MIP1- a (engl.: macrophage inflammatory protein), und MCP-1 (engl.:
macrophage chemotactic protein) detektiert. Auch im Model fir chronisch entziindliche
Darmerkrankungen wurde durch Valproinsaure eine Abnahme von TNF-a und IFN- y
aufgezeigt (Cantley et al. 2015; Hull et al. 2016; Adcock 2007; Edwards et al. 2011).
Eine Herunterregulierung von NFkB durch Valproinsaure und weitere HDACI wurde
durch Arbeitsgruppen postuliert (Ichiyama et al. 2000; Ogbomo et al. 2007; Fabre et
al. 2008). Im Widerspruch zu diesen Arbeitsgruppen stellten Go et al. jedoch eine
Aktivierung von NFkB in neuronalen Progenitorzellen fest (Go et al. 2011). In der
Akuten myeloiden Leukdmie und anderen Tumorerkrankungen wurden erhdhte BAFF
Serumlevel nachgewiesen (Bolkun et al. 2015; Novak et al. 2004). Neben dem

immunmodulatorischen Wirkmechanismen konnten durch HDACI auch antitumorose
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Effekte nachgewiesen werden. Trichostatin A ein weiterer HDACI flhrte zu einer
erhdhten Expression von MHC Klasse | Komplexen an der Zelloberflache von
Tumorzellen. Dadurch wird die Anfalligkeit dieser Zellen fur cytotoxische T-Zellen
erhoht (Setiadi et al. 2008). Eine Modulation von BAFF oder ein Zusammenhang der
verschiedenen Wirkmechanismen mit BAFF wurde in der aktuellen Literatur nicht
beschrieben. Eine Suppression der membranstandigen BAFF-Expression durch
Valproinsaure wurde in meiner Studie nachgewiesen. Da jedoch weder eine
Suppression der zytoplasmatischen BAFF-Expression noch eine Wirkung auf die
Freisetzung von l6slichen BAFF in meiner Studie detektiert werden konnte, ist eine
relevante Beeinflussung von BAFF durch Valproinsaure unwahrscheinlich.

Mycophenolatmofetil zeigte in dieser Arbeit keinen Einfluss auf die BAFF-Expression.
MMF ist ein reversibler Inhibitor der Inosinmonophosphat-dehydrogenase, ein Enzym
das an der ,de-novo* Synthese von Guanosin beteiligt ist. B- und T- Lymphozyten sind
abhangig von der ,de novo“ Purinbiosynthese, so dass MMF zu einer Abnahme der B-
und T- Lymphozytenproliferation fuhrt. Zur NFKB Regulation durch MMF fanden sich
widersprichliche Daten. Zwei Arbeitsgruppen wiesen eine Inhibierung des TNF-a
stimulierten  NFkB-Transduktionsweges durch MMF in Endothelzellen und
Colonepithelzellen nach (Olejarz et al. 2014; Lee et al. 2008). In T-Zellen konnte
hingegen keine Inhibierung von NFkB durch MMF detektiert werden (Vafadari et al.
2010). In dieser Arbeit wurden Zeitrdume mit einer Stimulationszeitraum der
Immunsuppressiva von bis zu 72 h betrachtet. Jedoch zeigt MMF in der klinischen
Anwendung oftmals erst einen Wirkeintritt nach Wochen bis Monaten nach Beginn der
Therapie (Conti et al. 2014). So erscheint es durchaus méglich, dass in dieser Arbeit zu
kurze Zeitraume gewahlt wurden, um eine mogliche Wirkung von MMF auf die BAFF-
Expression zu detektieren. Eine Regulation der BAFF-Expression in vitro durch MMF

wurde bisher auch in anderen Arbeitsgruppen nicht aufgezeigt.

4.4 Verkniipfung der Ergebnisse mit der klinischen

Anwendung

In Patienten die an SLE erkrankt waren, wurden erhohte BAFF-Serumlevel detektiert
und es konnte sogar eine Korrelation zwischen der Krankheitsaktivitat und erhohten
BAFF-Serumlevel nachgewiesen werden (Vincent et al. 2014; Zollars et al. 2015; Petri
et al. 2008). Auch in Patienten mit RA und SS zeigten sich erhdhte BAFF-Serumlevel
(Moura et al. 2013; Vadacca et al. 2010; Daridon et al. 2007). Zur Standardtherapie

60



Diskussion

von B-Zellvermittelten Autoimmunerkrankungen gehéren Corticoide, wobei ein
inhibitorischer Effekt von Cortison auf die BAFF-Expression in vivo und in vitro
nachgewiesen werden konnte (Stohl et al. 2003, Vanucchi et al. 2012, Krumbholz et al.
2005, Zhu et al. 2009, Adcock and Caramori 2001, Kassel and Herrlich 2007). Unter
den hier untersuchten Immunsuppressiva stellt Methotrexat ein Standardtherapeutikum
vor allem in der Mono- und Kombinationstherapie der RA dar; aber auch in der
Therapie des SLE wurde Mtx als Off-Label Medikament bei Therapieresistenz der
Standardtherapeutika eingesetzt. Studien zeigten durch Therapie mit Mix in der
Behandlung des SLE eine Abnahme der Krankheitsaktivitat und eine Einsparung an
Corticoiden (Pego-Reigosa et al. 2013; Fortin et al. 2008). In einer klinischen Studie mit
SLE Patienten wurde durch Mtx eine Abnahme der B-Zellen und der Autoantikdrper
festgestellt (Bohm 2003). In meiner Studie kann die Inhibierung der membranstandigen
BAFF-Expression nachgewiesen werden. Eine Studie in der Methotrexat zu einer
Normalisierung der Cytokinexpression im Mausmodell des SLE fihrt, stitzt diese
Annahme (Segal et al. 1995). In klinischen Studien zur BAFF-Expression nach Mtx-
Therapie zeigten sich widersprichliche Daten. In Patienten, die an einer frihen
rheumatoiden Arthritis litten, wurde eine Abnahme der BAFF-Serumlevel durch die
Therapie mit Mtx detektiert (Bosello et al. 2008). Im Widerspruch dazu steht jedoch
eine Studie an Patienten die an der juvenilen idiopathischen Arthritis erkrankt waren.
Die Patienten zeigten erhéhte BAFF-Serumlevel (Gheita et al. 2012). Durch die
Therapie mit Mtx konnte eine Abnahme der Immunglobulinbildung und eine Abnahme
des B-Zell-Pools gezeigt werden, jedoch wurde keine Abnahme der BAFF-Serumlevel
im Vergleich zu unbehandelten Patienten festgestellt (Glaesener et al. 2014).

Bei Therapieresistenz oder schweren Verlaufen B-Zell vermittelter
Autoimmunerkrankungen werden zusatzlich zur Standardtherapie die in dieser Arbeit
untersuchten Immunsuppressiva Mycophenolatmofetil, Cyclosporin A und Rapamycin
eingesetzt. Diese Medikamente sind aus der Transplantationsmedizin bekannt und
werden im Off-Label Use zur Therapie autoimmuner Erkrankungen verwendet
(Isenberg et al. 2015; Pego-Reigosa et al. 2013). MMF zeigte in mehreren Studien in
der Therapie des SLE eine Abnahme der Krankheitsaktivitat, der Proteinurie und eine
Einsparung an Corticoiden (Karim et al. 2002; Posalski et al. 2009). Auch in der
Therapie der Lupusnephritis fihrte MMF zu einer Remissionsinduktion (Cheng et al.
2013; Walsh et al. 2007; Zhu et al. 2007). Des Weiteren resultiete MMF in der
Therapie der RA in einer Abnahme an Rheumafaktoren sowie in reduzierten 1IgG- und
IgM- Konzentrationen (Goldblum 1993). Im Mausmodell des SLE wurde in Splenozyten
durch MMF eine Suppression der Cytokine IFN-y und IL-10 sowie eine Abnahme der

Immunglobulinbildung festgestellt (Jonsson and Carlsten 2001). Eine weitere Studie
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wurde an Osteoklasten durchgefihrt, die von Patientien stammen, die am SLE erkrankt
waren. Dabei zeigten sich nach MMF-Therapie erniedrigte IFN-a Serumlevel.
Monozyten sind die Zellen, die neben Makrophagen am meisten BAFF exprimieren,
weswegen die Wirkung von MMF auf Monozyten genauer betrachtet wurde. In einer
Studie von Weimer et al. wurden Monozyten von Patienten untersucht, die nach
allogener Nierentransplantation mit MMF therapiert wurden. Dabei zeigte sich eine
Abnahme der Sekretion der Chemokine IL-1 und TNF (Weimer et al. 2003). In einer
weiteren Studie wurde eine Downregulation wichtiger adhasiver Molekile sowie eine
Inhibierung der Expression von MHC-Komplexen in primar isolierten Monozyten durch
MMF nachgewiesen (Glomsda et al. 2003). Ein Wirkmechanismus uber eine BAFF
Regulation wurde bisher jedoch nicht untersucht. Insgesamt konnten damit viele
verschiedene Immunsupprimierende Effekte von MMF aufgezeigt werden, aber weder
in der aktuellen Literatur noch durch die Ergebnisse meiner Studie liel® sich eine
Wirkung auf die BAFF Expression nachweisen. Dabei muss jedoch bericksichtigt
werden, dass in meiner Studie sehr kurze Stimulationszeitraume gewahlt wurden, im
Gegensatz zur klinischen Anwendung, in der durch MMF ein Wirkeintritt erst nach
mehreren Wochen erfolgt (Conti et al. 2014). Im Gegensatz zu MMF zeigten
Rapamycin und Cyclosporin A in meiner Studie eine deutliche Reduktion der BAFF-
Expression auf Proteinebene in Monozyten. Im Off-Label Use der Therapie des SLE
zeigte Cyclosporin A vielversprechende Ergebnisse. In mehreren Studien konnte
gezeigt werden, dass das Immunsuppressivum in der Therapie der Lupusnephritis
vergleichbare Ergebnisse wie die Standardtherapie erbrachte (Kamijo et al. 2011; Yang
et al. 2014). Cyclosporin A hatte im Gegensatz zu MMF und Rapamycin nur einen
geringen Effekt auf die B-Zell-Proliferation und Immunglobulinbildung in vitro (Heidt et
al. 2008). Im Mausmodell des SLE wurden durch Rapamycin eine Lebensverlangerung
und eine Reduzierung der pathophysiologischen Veranderungen beobachtet (Warner
et al. 1994). Weiterhin zeigte sich ein praventiver Effekt auf das Auftreten der
Lupusnephritis (Lui et al. 2008). In einer klinischen Studie an Patienten, die an dem
SLE erkrankt waren, wurde durch Rapamycin eine Abnahme der Krankheitsaktivitat
nachgewiesen (Lai et al. 2012; Fernandez et al. 2006). Ebenso flhrte eine Inhibition
von mTOR durch N-Acetylcystein in Patienten mit SLE zu einer Abnahme der
Krankheitsaktivitat (Lai et al. 2012). Als Wirkmechanismus von Cyclosporin A und
Rapamycin wurde eine NF-kB Regulation postuliert. Durch einen NF-kB Inhibitor wurde
im Mausmodell flir den SLE eine Herunterregulierung von Cytokinen TNF-a, IL-17 und
IL-6 detektiert (Qu et al. 2014). Cyclosporin A und Rapamycin zeigen damit
vielversprechende  Ergebnisse = zur Therapie des SLE und anderer

Autoimmunerkrankungen. Die herunterregulierende Wirkung der Immunsuppressiva
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auf die BAFF-Expression kann durch diese Arbeit postuliert werden, jedoch sind
aufgrund der sparlichen Datenlage weitere Studien in vivo und in vitro erforderlich.
Valproinsaure ist ein Histondeacetylaseinhibitor der zu Therapie der Epilepsie, der
Migrane, der Schizophrenie und der bipolaren Stérung zugelassen ist. In Studien
wurden antitumorése und immunmodulatorische Effekte nachgewiesen (Ichiyama et al.
2000; Duenas-Gonzalez et al. 2008), jedoch ist der genaue Wirkmechanismus noch
nicht ausreichend geklart. In einigen Karzinomen wie dem Multiplen Myelom und der
chronisch lymphatischen Leukamie zeigten sich erhéhte BAFF-Serumlevel (Kern et al.
2004; Novak et al. 2004). In Patienten mit B-Zell Non Hodkin-Lymphomen wurde BAFF
im Serum als Prognosemarker postuliert (Oki et al. 2007; Kim et al. 2008). Im
Mausmodell des SLE wurde durch Trichostatin A, einem weiteren
Histondeacetylaseinhibitor, eine Abnahme der Anti-DNS-Antikorperlevel detektiert (Lu
et al. 2005). Des Weiteren zeigen Histondeacetylaseinhibitoren vielversprechende
Ergebnisse in der Kombinationstherapie des Non Hodgkin-Lymphoms und des
Multiplen Myeloms (Lee et al. 2013; Watanabe 2010). Hinweise auf eine Regulierung
des BAFF-Gens durch Histondeacetylaseinhibitoren wurde jedoch nicht beschrieben.
Nicht nur in der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen sondern auch in der
Transplantationsmedizin spielt BAFF eine tragende Rolle. Patienten die eine allogene
Stammzelltransplantation erhalten haben, wiesen erhdhte BAFF-Serumlevel auf (Allen
et al. 2012; Sarantopoulos et al. 2007). Daruber hinaus wurde gezeigt, dass erhohte
BAFF-Serumlevel mit einem erhdhten Risiko der Bildung von Donor spezifischen
Antikdrpern einhergehen und sich negativ auf die Langzeitfunktion einer Niere nach
allogener Nierentransplatation auswirken (Lehnhardt et al. 2012; Thibault-Espitia et al.
2012; Xu et al. 2009). Erhoéhte BAFF-Serumlevel vor der Transplantation erhéhen das
Risiko der Antikérper vermittelten Abstollungsreaktion (Banham et al. 2013). In einer
Studie an Patienten nach Nierentransplantation und Rituximabtherapie wurden zwar
auch erhoéhte BAFF Serumlevel detektiert, jedoch konnte kein relevanter Unterschied
in der Nierenfunktion der transplantierten Niere nachgewiesen werden. Die erhdhten
BAFF Serumlevel sind dabei jedoch mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die Therapie mit
Rituximab zuriickzufiihren. Da Rituximab zur B-Zelldepletion fiihrt, entfallt die negative
Ruckkopplung und infolgedessen kommt es zu einer Zunahme des geldsten BAFF
(Lehnhardt et al. 2015). AuRerdem ist BAFF zur Wiederherstellung des B-Zell-Pools
nach Myoablation von groRRer Bedeutung (Gorelik et al. 2003). Die Wirkung der
Immunsuppressiva Cyclosporin A, Rapamycin und Mycophenolatmofetil als weit
verbreitete Immunsuppressiva in der Transplantationsmedizin ist auch hier von
Interesse. Stark erhohte BAFF-Serumlevel zeigten sich in einem Follow Up von

Patienten, die nach Nierentransplantation mit Alemtuzumab, einem CD 52 Antikérper,
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behandelt wurden. In Patienten die eine Erhaltungstherapie mit Calcineurininhibitoren
Uber 2 Jahre erhalten hatten, zeigte sich keine Anderung der BAFF-Serumlevel im
Vergleich zu der Patientengruppe die nicht zusatzlich mit Calcineurininhibitoren
therapiert wurde. Diese Studie vermutet damit keinen Einfluss von
Calcineurininhibitoren auf die BAFF-Expression (Bloom et al. 2009). Rapamycin fuhrte
sogar zu erhohten BAFF-Serumlevel in Patienten die eine Stammzelltransplantation
erhalten haben. Rapamycin flihrte nach drei Monaten zu einer Lymphopenie, nach
sechs Monaten wurde ein Anstieg der BAFF Serumlevel detektiert (Jacobson et al.
2014). Es wurde gezeigt, dass BAFF-Serumlevel negativ mit der B-Zell-Zahl
korrelieren, da der B-Zell-Pool und die Anzahl an BAFF-Rezeptoren die BAFF-
Serumlevel regulieren (Kreuzaler et al. 2012). Es ist also anzunehmen, dass die
Zunahme der BAFF-Serumlevel reaktiv auf die Lymphopenie zu werten ist und nicht als
direkter Wirkmechanismus von Rapamycin. Gestltzt wird diese Annahme durch eine
Studie zur Pathogenese der cGvHD, in der bei Abnahme des B- Zell Pools erhdhte
BAFF Serumlevel detektiert wurden (Sarantopoulos et al. 2009).

Weitere Studien zur Rolle von BAFF in der Transplantationsmedizin sind zur
genaueren Erforschung der Pathogenese der AbstoRungsreaktion und der Interaktion

von Immunsuppressiva erforderlich.

Im Jahr 2011 wurde Belimumab als erstes neues Medikament seit 50 Jahren zur
Therapie des refraktdren weiterhin immunologisch aktiven SLE zugelassen.
Belimumab ist ein monoklonaler Antikdrper IgG1 der |6sliches BAFF neutralisiert. Zwei
Phase-lll-Studien zeigten, dass Belimumab zusatzlich zur Standardtherapie bei
aktivem SLE zu einer Verbesserung des Outcomes im Vergleich zur Standardtherapie
alleine fiihrte. Zudem konnte ein Corticoidsparender Effekt und eine Abnahme der
Schubfrequenz verzeichnet werden. Die Baseline BAFF-Serumlevel korrelierten dabei
nicht mit dem Ansprechen auf die Belimumabtherapie (Ginzler et al. 2014; Manzi et al.
2012; Stohl et al. 2013). In der Therapie der RA befindet sich Belimumab noch in den
abschlielienden Phase Il Studien, jedoch konnte in vorherigen Untersuchungen eine
Abnahme pathologischer Autoantikbrper und eine Verbesserung der klinischen
Symptomatik verzeichnet werden (Jin and Ding 2013; Stohl et al. 2013). Neue
Therapieoptionen die das B-Zellkompartiment beeinflussen und dabei BAFF, April und
seine Rezeptoren antagonisieren wie z.B. Tabalumab (Manetta et al. 2014) und
Atacicept (Isenberg et al. 2015) zeigen vielversprechende Ergebnisse. Diese werden
seit einigen Jahren auf deren Wirksamkeit in klinischen Studien verschiedener
Erkrankungen Uberpruft. Die Bedeutung von BAFF in der Pathogenese der

Autoimmunerkrankungen wird durch die Studienergebnisse der Biologicals
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hervorgehoben. Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse von Belimumab bleibt es
in weiteren Studien zu erdrtern, welche Patientengruppen besonders von einer
Biologicaltherapie profitieren. Die Nebenwirkungen darunter vor allem bakterielle
Infektionen wie Zystitis und Bronchitis sowie Ubelkeit und Diarrhé waren relativ milde,
jedoch liegen noch wenige praktische Erfahrungen und keine Langzeitstudien vor
(Ginzler et al. 2014). Im Gegensatz dazu sind das genaue Nebenwirkungsprofil,
Interaktionen und Kontraindikationen der untersuchten Immunsuppressiva durch
langjahrige klinische Erfahrung genau erforscht. Ob Rapamycin und Cyclosporin A
auch in vivo die BAFF-Serumlevel herunterregulieren und damit ein neuer
Wirkmechanismus beschrieben werden kann, bleibt durch die Arbeit weiterer Studien
zu klaren. Diese neuen Erkenntnisse koénnten das Behandlungsspektrum in
Autoimmunerkrankungen und Transplantationsmedizin erweitern, und so die

Konzeption neuer Therapieschemata ermdglichen.

4.5 Methodenkritik

Zur Untersuchung der BAFF Expression wurde die Zelllinie U937 verwendet. Dabei
handelt es sich um eine etablierte immortalisierte Lymphomzelllinie, die das
Expressionsverhalten eines promonozytischen Entwicklungsstadium widerspiegelt
(Sundstrom and Nilsson 1976). Es wurde damit das Verhalten der BAFF-Expression in
einem Entwicklungsstadium von Monozyten untersucht, jedoch wurde auf die
Bestatigung der Ergebnisse in primér isolierten Monozyten aufgrund aufwendiger
Isolierungsprozesse verzichtet. Obwohl &hnliche Zelleigenschaften zwischen
myelomonozytischen Zelllinien wie U937 und primar isolierten Monozyten vorliegen
gibt es doch einige Unterschiede z.B. in den Reaktionswegen nach Stimulation mit
Cytokinen (Gessl et al 1993). Die physiologische Relevanz der Ergebnisse hatte
deshalb besonders durch Versuche an primar isolierten Monozyten aufgezeigt werden
konnen. Des Weiteren liegt BAFF vor allem als Homotrimer vor und es handelt sich
dabei um den aktiven Liganden. Daruber hinaus kann BAFF als 60 mer vorliegen und
so an seinen Rezeptor binden, allerdings wurde das 60 mer nicht durch die
verwendeten Antikdrper erfasst (Liu et al. 2002; Bossen and Schneider 2006). Die
Ergebnisse der FACS-Analyse kdnnten mit einem methodischen Fehler einhergehen.
Es kann schwer sein zwischen dem tatsachlich auftretenden Effekt auf die BAFF-
Expression oder einem systematischen Pipettierfehler eines Antikorpers zu

unterscheiden. Deshalb wurden zur Minimierung der Fehlerquelle die FACS-Versuche

65



Diskussion

mindestens dreimal durchgefuhrt. In dieser Arbeit wurde eine transkriptionelle
Modulation und ein Regulationsmechanismus Uber die Transkriptionsfaktoren NFkB
und NFAT postuliert. Um diese Annahme zu bekraftigen, waren Untersuchungen der
MRNA mittels PCR (Polymerasenkettenreaktion) und die genaue Modulation der

Transkriptionsfaktoren selbst erforderlich.
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5. Zusammenfassung/Summary

Zusammenfassung

Der B-Zell Aktivierende Faktor der Tumornekrosefamilie (BAFF) stellt einen wichtigen
Uberlebensfaktor ~ fir  B-Lymphozyten dar. Sowohl bei Patienten  mit
Autoimmunerkrakungen als auch bei Patienten nach Allotrasplantation wurden erhdhte
BAFF-Serumlevel im Serum detektiert. Es ist mittlerweile gesichert, dass eine
Dysregulation  von BAFF an der Entstehung und Progression von
Autoimmunerkrankungen mafgeblich beteiligt ist. Belimumab, ein BAFF-Antagonist,
der seit 2011 in der Therapie des SLE =zugelassen ist und vielversprechende
Ergebnisse zeigt, unterstreicht dabei die Bedeutung von BAFF in der Pathogenese und
Therapie von Autoimmunerkrankungen. Auch in der Transplantationsimmunologie
gerat die Rolle der B-Lymphozyten und BAFF ebenfalls immer mehr in den
Interessenfokus der Forschung. Zur Prophylaxe der Abstol3ungsreaktion nach
Transplantation sowie zur Therapie von Autoimmunerkrankungen werden
verschiedene Immunsuppressiva eingesetzt deren Wirkmechanismen jedoch nicht
vollstandig geklart sind. In dieser Studie soll untersucht werden, ob die
Immunsuppressiva Rapamycin, Cyclosporin A, Methotrexat, Mycophenolatmefetil und
der Immunmodulator Valproinsaure zu einer Modulation von BAFF flihren. Dazu wurde
die BAFF-Expression auf zytoplamatischer und membranstandiger Proteinebene in
Monozyten, dem Hauptproduzenten des Zytokins mittels FACS-Analyse untersucht.
Zudem wurde die Sekretion von l6slichem BAFF mittels ELISA in den Zelliberstanden
gemessen. Die Immunsuppressiva Methotrexat, Mycophenolatmofetil und
Valproinsaure zeigten  keine relevante gleichgerichtete Modulation von BAFF auf
zytoplasmatischer und membrangebundener Proteinebene sowie auf das
Sekretionsverhalten von léslichem BAFF. Ein neuer Wirkmechanismus Uber die
Regulierung von BAFF konnte damit durch diese drei Immunsuppressiva nicht
aufgezeigt werden. Hingegen wurde sowohl durch Rapamycin als auch durch
Cyclosporin A eine signifikante Abnahme der zytoplasmatischen und
membrangebundenen BAFF-Expression nachgewiesen. Des Weiteren wurde die
BAFF-Freisetzung in den Kulturiiberstanden durch beide Immunsuppressiva signifikant
reduziert. Da BAFF eine Konsensussequenz fur die Transkriptionsfaktoren NFAT und
NFkB aufweist, ist es mdglich dass Rapamycin und Cyclosporin A Uber diese
Transkriptionsfaktoren BAFF herunterregulieren. Durch die Ergebnisse meiner Studie

kann fur die Immunsuppressiva Cyclosporin A und Rapamycin ein neuer
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Wirkmechanismus Uber die Suppression von BAFF postuliert werden. Um den
genauen Regulationsmechanismus zu klaren und zur Bestatigung der Ergebnisse in
vitro und in vivo sind jedoch noch weitere Untersuchungen erforderlich. Diese neuen
Erkenntnisse koénnte die Konzeption neuer Therapieschemata zur Behandlung von
Autoimmunerkrankungen und in der Therapie der AbstoRungsreaktion nach

Transplantation ermdglichen.

Summary

The B-cell activating factor of the tumour necrosis family (BAFF) represents an
essential survival factor for B cells. Increased BAFF serum levels have been detected
both in patients with autoimmune diseases and in patients post allotransplant. It is
certain that dysregulation of BAFF plays a significant role in the generation and
progression of autoimmune diseases and the BAFF antagonist Belilumab is effective in
the treatment of SLE. In transplantation immunology and in autoimmunity BAFF is
increasingly important as a possible treatment target. In this study we examined the
effects of the immunosuppressants rapamycin, cyclosporin A, methotrexate,
mycophenolate mofetil and the immunomodulator valproic acid on BAFF expression
and release. The immunosuppressants methotrexate, mycophenolate mofetil and
valproic acid showed no effect on BAFF on the cytoplasmic or membrane-bound BAFF
or the release of BAFF. In contrast, rapamycin and cyclosporine induced a significant
reduction of cytoplasmic and membrane-bound BAFF expression. Moreover, the BAFF
release was significantly reduced. Since BAFF shows a consensus sequence for the
transcription factors NFAT and NFkB, it is possible that rapamycin and cyclosporin A
downregulate BAFF via these transcription factors. The results of my study indicate
that a new mechanism for the immunosuppressants cyclosporin A and rapamycin via
suppression of BAFF may be possible. However, further tests are necessary for the

identification of the underlying mechanism and confirmation of results in vivo.
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6. Abkurzungsverzeichnis

APRIL
BAFF
BAFF-R
BCMA
Blys
CDR
CD
CD40L
cGvHd
CsA
DMSO
ELISA
ERK
FACS
FCS
FSC
FKBP12
GABA
G-CSF
HDACI
HLA
HRP

g

IFN
IkB
IkK

IL

LPS
MCP-1
MIP1- a
MEK
MHC
m-TOR
Mtx
MMF
NET
NFAT
NFkB

PCR
PP2A
RA
SLE
SS
SSC
TACI

TALL-1
THANK

engl : a proliferation inducing ligand

B-Zell aktivierender Faktor der Tumornekrosefamilie
BAFF-Rezeptor

engl.: B cell maturation antigen

engl.: B lymphozyt stimulator

Cysteinreiche Domane

engl.: cluster of differentiation

engl.: cluster of differentiation 40 ligand
engl.: chronic graft-versus-host disease
Cyclosporin A

Dimethylsulfoxid

engl.: enzyme linked immunosorbent assay
Extracellular signal regulated protein kinase
engl.: fluorescence activated cell sorting
engl.: fetal calf serum

engl.: forward scatter

FK506 bindendes Protein 12

engl.: y-Aminobutterséure

engl.: granulocyte colony-stimulating factor
Histondeacetylaseinhibitor

engl.. human leucocyte antigen

engl.: horseradish peroxidase
Immunglobulin

Interferon

Inhibitor of kB

IkB Kinase Komplex

Interleukin

Lipopolysaccharid

(engl.: macrophage chemotactic protein)

(engl.: macrophage inflammatory protein)
Mitogen-activated protein kinase kinase

engl.: major histocompatibility complex

engl.: mammalian target of rapamycin

Methotrexat

Mycophenolatmofetil

neutrophil extracellular traps

engl.:nuclear factor of activated T-cells

engl.: nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated
B-cells

Polymerase-Kettenreaktion

Proteinphosphatase 2 A

Rheumatoide Arthritis

Systemische Lupus erythematodes

Sjoégren Syndrom

engl.: sideward scatter

engl.: transmembrane activator and calcium modulator and
cyclophilin ligand interactor

engl.: TNF- and ApoL-related leukocyte-expressed ligand 1
engl.. TNF Homologue That Activates Apoptosis, Nuclear
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THD

TNF
TNSF 13b
TRAF
VPA

WST
zTNF4

Factor-kB and c-Jun NH2 Terminal Kinase
TNF-Homologie Doméne
Tumornekrosefaktor

engl.: TNF Superfamily Member 13b
engl.: TNF-receptor associated factor
Valproinséure

engl.: Water soluble tetrazolium salt

engl.: z-tumor necrosis factor 4
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Abb. 1: Die Interaktion von BAFF mit seinen Rezeptoren und ihre Funktion im
Immunsystem. Grafik modifiziert nach Schneider et al (2003), erstellt mit

www.proteinlounge.com

Abb. 2: Die Rolle von BAFF in der negativen Selektion von B-Zellen und die
Entstehung von Autoimmunitat. Grafik modifiziert nach Mackay und Browning (2002),

erstellt mit www.proteinlounge.com.

Abb. 3: Wirkungsmechanismen der Immunsuppressiva Rapamycin und Cyclosporin A.
Grafik modifiziert nach Resch, Klaus, Immunpharmakologie, Stuttgart 2010, erstellt mit

www.proteinlounge.com

Abb. 4: Neubauer improved Zahlkammer.

Bildquelle:
http://www.brand.de/fileadmin/user/pdf/GK900/Zaehlkammern/GK900 05 Clinical_Lab
_Zaehlkammern_d.pdf

Stand: 05.06.2017

Abb. 5: Reaktion von Tetrazolium zu Formazan durch die mitochondriale
Succinatdehydrogenase.

Bildquelle:
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/roche/CELLPRORO?lang=de&region=DE
Stand:05.06.2017

Abb. 6: Schematische Darstellung des Strahlengangs durch ein FACS Calibur-
Durchflusszytometer.

Bildquelle:
http://www.bdbiosciences.com/sg/wcmimages/facscalibur_features_opticalpath.jpg
Stand 05.06.2017

Abb. 7: Abnahme der intrazellularen BAFF-Expression in Monozyten nach Stimulation

mit Rapamycin.
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Abb 8.: Beispielhaftes Histogramm zur Darstellung der Fluoreszenzintensitaten nach

Stimulation mit Rapamycin.

Abb. 9: Herunterregulierung der intrazellularen BAFF-Expression in Monozyten durch

Cyclosporin A.

Abb. 10: Regulierung der intrazellularen BAFF-Expression in Monozyten nach
Stimulation mit Methotrexat nach 24, 48 und 72h.

Abb. 11: Valproinsdure resultiert in einer Abnahme der intrazellularen BAFF-

Konzentration in Monozyten.

Abb. 12: Die intrazelluldare BAFF-Expression wird durch Mycophenolatmofetil in

Monozyten nicht beeinflusst.

Abb. 13: Rapamycin fihrte in Monozyten zu einer Herabsetzung der

membrangebundenen BAFF-Expression.

Abb. 14: Abnahme der membranstandigen BAFF-Expression in Monozyten durch

Cyclosporin A.

Abb. 15: Verringerung der membranstandigen BAFF-Expression durch Methotrexat.

Abb. 16: Valproinsaure resultiert in einer Herunterregulierung der membranstandigen

BAFF-Expression.

Abb. 17: Mycophenolatmofetil zeigte keinen Effekt auf die membrangebundene BAFF-

Expression in Monozyten.

Abb. 18: Herabsetzung der I8slichen, freigesetzten BAFF-Konzentration durch

Rapamycin in Monozyten.

Abb. 19: Cyclosporin A resultiert in einer Abnahme der BAFF-Freisetzung in

Monozyten.

Abb. 20: Herunterregulierung der BAFF-Sekretion in Monozyten durch Methotrexat.
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Abb. 21: Durch Valproinsaure kommt es zu keiner Veranderung der BAFF-Freisetzung

in Monozyten.

Abb. 22: Mycophenolatmofetil zeigt keinen Einfluss auf die BAFF-Freisetzung.

Abb. 23: Rapamycin zeigt keinen Einfluss auf die Viabilitdt von Monozyten.

Abb. 24: Cyclosporin A fuhrt zu keiner Abnahme der Zellviabilitdt in Monozyten.

Abb. 25: Valproinsaure wirkt nicht cytotoxisch auf Monozyten.

Abb. 26: Nach Stimulation mit Methotrexat ist eine Reduzierung der metabolisch

aktiven Zellen nachweisbar.

Abb. 27: Mycophenolatmofetil fihrt zu einer Reduktion der Zellviabilitat in Monozyten.
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Abb. 23: Rapamycin zeigt keinen Einfluss auf die Viabilitdt von Monozyten.

U937-Zellen wurden mit 2, 10, 20 und 100 nmol/L Rapamycin stimuliert. Nach einer
Stimulationsdauer von 24, 48 und 72 h erfolgte die Viabilitdtsbestimmung mittels WST-Assay.
Eine Abnahme der Zellviabilitdt durch die verwendeten Konzentrationen konnte verglichen mit
unstimulierten Zellen (leer) nicht nachgewiesen werden. Die dinnen Balken stellen die
Standardabweichung (SD) dar.
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Abb. 24: Cyclosporin A fiihrt zu keiner Abnahme der Zellviabilitdt in Monozyten.
U937-Zellen wurden mit 2, 20, 200 und 2000 nmol/L Cyclosporin A stimuliert. Nach einer
Stimulationsdauer von 24, 48, und 72 h wurde die Viabilitdt der Zellen mittels WST-Assay
ermittelt. Es war keine Reduktion der Zellviabilitat verglichen mit unstimulierten Zellen (leer)
nachweisbar. Die Standardabweichung (SD) wird durch die kleinen Balken angegeben.
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Abb. 25: Valproinsédure wirkt nicht zytotoxisch auf Monozyten.

U937-Zellen wurden mit 5, 10, 50, 100, 500 und 1000 uymol/L Valproinsaure stimuliert und fir
24, 48, und 72 h inkubiert. Die Zahl metabolisch aktiver Zellen wurde mit Hilfe eines WST-
Assays bestimmt. Im Vergleich zu unstimulierten Zellen (weill) zeigte sich keine signifikante
Reduzierung der Zellviabilitat. Die kleinen Balken stellen die Standardabweichung (SD) dar.
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Abb. 26: Nach Stimulation mit Methotrexat ist eine Reduzierung der metabolisch aktiven
Zellen nachweisbar.

U937-Zellen wurden mit sechs Konzentrationen Methotrexat ( 0,1, 1, 10, 100 nmol/L sowie, 1
und 10 pmol/L ) stimuliert. Nach der 24-, 48-, und 72stindigen Inkubationszeit wurde mittels
WST-Assay die Zellviabilitdt bestimmt. Nach 48 und 72 h konnte eine Reduktion der Viabilitat
durch 100 nmol/l, 1 pmol/L und 10 pmol/L verglichen mit unstimulierten Zellen (leer)
nachgewiesen werden. Die kleinen Balken stellen die Standardabweichung (SD) dar.
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Abb. 27: Mycophenolatmofetil fiihrt zu einer Reduktion der Zellviabilitéit in Monozyten.

Es erfolgte die Stimulation von U937-Zellen mit 0,1, 1, 10 100 nmol/L sowie 1 und 10 ymol/L
Mycophenolatmofetil und die anschlieRende Inkubation fir 24, 48 und 72 h. Nach der Zellernte
wurde mit Hilfe eines WST-Assays die Zellviabilitdt ermittelt. Verglichen mit unstimulierten
Zellen (leer) war eine Reduktion der Zellviabilitat durch 1 und 10 pymol/L nach 48 und 72 h
Inkubation detektierbar. Die kleinen Balken stellen die Standardabweichung (SD) dar.
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