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Zusammenfassung

Il ZUSAMMENFASSUNG

Bei der Erforschung von autoimmunologischen Erkrankungen konzentrierte sich die
Wissenschaft in den letzten Jahrzehnten immer mehr auf die Rolle der B-Zellen. lhre
Dysregulation kann verheerende Folgen haben, wie in Tiermodellen und Patienten gezeigt
werden konnte, z. B. bei Multipler Sklerose, Rheumatoider Arthritis, Myasthenia Gravis und
Systemischer Lupus erythematodes.

Die Entdeckung des B-Zell-aktivierenden Faktors BAFF ertffnete ein neues Verstandnis der
B-Zell-Homdoostase und neue Mdglichkeiten um regulierend in die B-Zell-Immunpathologie
einzugreifen, da dieses Zytokin vor allem fir spatere Stadien der B-Zell-Entwicklung
unabdingbar ist. Ein Zusammenhang zwischen einer Dysregulation von BAFF und der
Entwicklung sowie der Progression von Autoimmunerkrankungen ist heute unumstritten. Die
zugrunde liegenden Regulationsmechanismen sind allerdings noch nicht vollstandig
aufgeklart.

Eine Vielzahl der B-Zell-vermittelten Autoimmunerkrankungen wird standardméRig in der
Praxis mit Intravendsen Immunglobulinen (IVIg) oder Corticosteroiden behandelt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Modulation der BAFF-Expression in Monozyten, den
Hauptproduzenten des Zytokins, durch 1VIg und Corticosteroide (Dexamethason, Dex)
untersucht. Mittels verschiedener Methoden (FACS, WB, Realtime-PCR) wurde in der
monozytaren Zelllinie U937 gezeigt, dass die BAFF-Expression auf membranstandiger und
zytoplasmatischer Protein- sowie auf mRNA-Ebene durch IVIg signifikant reduziert wird.
Dies konnte ebenfalls fur die Sekretion des loslichen BAFF bestéatigt werden. In
Experimenten mit primér isolierten, aktivierten Monozyten wurden diese Resultate bestatigt,
was ihre physiologische Relevanz belegt. Des weiteren konnte gezeigt werden, dass die
Herunterregulierung von BAFF (1) durch den Hauptbestandteil 1gG und (2) vor allem durch
dessen F(ab“),-Fragment vermittelt wird.

Dex fiihrte ebenfalls auf Protein- und mRNA-Ebene zu einer Reduktion der BAFF-
Expression, allerdings fiel diese im Vergleich zu IVIg schwacher aus. Der durch Dex
vermittelte Effekt konnte mit Hilfe des Anti-Corticoids RU486 antagonisiert werden. Durch
in silico-Analysen konnte eine potentielle Konsensussequenz fiir den Glucocorticoidrezeptor
(= glucocorticoid receptor response element (GRE)) sowie zwei halbe GREs in der

Promotersequenz des BAFF-Gens identifiziert werden.



Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde BAFF als vielversprechendes Target fur IVIg und
Corticosteroid identifiziert und folglich Einblicke in dessen Regulation erhalten werden.
Daruiber hinaus kann mit der Modulation von BAFF fiir beide untersuchten Wirkstoffgruppen

ein neuer Wirkmechanismus postuliert werden.
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111 SUMMARY

Within the last few decades B cells have emerged as pivotal players in several areas of human
diseases. In addition, data from animal and human studies have shown that dysregulation of
this system is of disastrous consequence. Multiple sclerosis, rheumatoid arthritis, myasthenia
gravis and systemic lupus erythematosus are examples for human diseases with B-cell
involvement.

A marked breakthrough in this field occurred with the discovery of BAFF, a B-cell activating
factor of the TNF family, shedding new light on B cell homeostasis and tolerance. Its
discovery opened a new avenue to the manipulation of B cells, since a dysregulation of this
system is strongly associated with the development of autoimmune pathology. Nevertheless,
the mechanisms of regulating BAFF expression and release have not yet been fully
understood.

Many B-cell driven autoimmune diseases have been treated beneficially with intravenous
immunoglobulin (IVIg) and corticosteroids for years, but both have also their disadvantages:
IVIg has high treatment costs and for the future limited availability is predicted. In contrast,
corticosteroids cause severe side-effects.

The present work focused on the regulation of BAFF expression and release by IVIg and
dexamethasone (dex), a synthetic corticoid-derivate. Experiments were performed in
monocytes, since they represent the main source of circulating BAFF in the human organism.
BAFF expression and release was down-regulated in U937 cells by IVIg and to a lesser extent
by dex treatment. The U937 results were confirmed using primary isolated monocytes of
healthy donors, emphasizing the physiological relevance of these results. Furthermore, these
findings demonstrate that the IVIg caused effect on BAFF expression and release is mediated
by immunoglobulin G, especially by its F(ab’), fragment.

Moreover, dex effects could be antagonized by RU486, an anti-corticoid, inhibiting the
initiation of gene transcription. In addition, in silico scanning of BAFF promoter sequence
identified one complete putative and two half putative glucocorticoid receptor response
elements (GREs). However, translocation of glucocorticoid receptor to nucleus was not
detectable.

In conclusion, the down-regulation of BAFF expression and release in monocytes is a newly-

described mechanism of action of IVIg and corticosteroids which might be crucial for the
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Summary

beneficial treatment of mainly B-cell driven autoimmune diseases. Moreover, these findings

shed new light on regulation of BAFF expression and release in monocytes.
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IV Einleitung

1. BAFF — B-Zell-aktivierender Faktor der TNF-Familie

Vor einer Dekade wurde der B-Zell-aktivierende Faktor BAFF als neues Mitglied der
Tumornekrosefaktor-(TNF)-Superfamilie erstmals beschrieben (Schneider et al. 1999).
Aufgrund seiner zeitgleichen Entdeckung durch unterschiedlichen Forschergruppen ist er
ebenfalls unter den Synonymen BLyS (B-Lymphozyt-Stimulator) (Moore et al. 1999),
TNFSF13B (TNF-Superfamilie-Mitglied 13B), THANK (TNF-Homolog, der Apoptose,
NF«kB und cJUN-NH,-terminale Kinase aktiviert) (Mukhopadhyay et al. 1999), TALL-1
(TNF- und ApoL-verwandter auf Leukozyten exprimierter Ligand 1) (Shu et al. 1999) und
ZTNF4 in der Literatur zu finden. Im humanen Genom ist er auf Chromosom 13934 kodiert.

1.1 Die TNF-Familie

Arbeiten der letzten 35 Jahre haben zu der Charakterisierung einer Proteinfamilie gefuhrt, die
nach ihrem zuerst entdeckten Mitglied, dem Tumornekrosefaktor (TNF), benannt wurde
(Carswell et al. 1975; Aggarwal et al. 1984; Aggarwal et al. 1985; Kelker et al. 1985). Heute
besteht diese Familie aus mehr als 20 Liganden, denen mehr als 30 Rezeptoren
gegenuiberstehen (Grewal 2009). Die Zytokine tbernehmen eine wichtige Rolle in der
Regulation von Entziindungsreaktionen, bei der Immunantwort auf Infektionen und bei der
Aufrechterhaltung der Gewebehomdostase (Smith et al. 1994). Sie entfalten ihre Wirkung
parakrin, autokrin aber auch endokrin und kénnen dadurch Proliferation, Uberleben,
Differenzierung sowie Apoptose induzieren (Aggarwal 2003). Alle bisher beschriebenen
Mitglieder der TNF-Familie sind Typ Il Membranproteine und bestehen aus einer
carboxyterminalen extrazytoplasmatischen und einer aminoterminalen intrazytoplasmatischen
Doméne, die durch eine transmembrane Doméne miteinander verbunden sind. Die stets als
Homotrimere auftretenden Proteine kdnnen als membrangebundene aber nach proteolytischer
Prozessierung auch als l6sliche Form vorliegen. Sie sind durch eine C-terminale TNF-
Homologie-Doméne (THD) charakterisiert (Bodmer et al. 2002). Ihre Rezeptoren sind durch
ein bis vier zysteinreichen Doménen (CRDs) in ihrer Liganden-bindenden Region
gekennzeichnet (Bodmer et al. 2002). Sie werden durch das Vorhandensein oder Fehlen von

zytoplasmatischen ,,Death domains*“ (DDs) in zwei Gruppen unterteilt: DDs, die mit
5
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Adaptorproteinen interagieren koénnen, werden als TNF-Rezeptor assoziierte DD-Proteine
(TRADDs) bezeichnet und vermitteln Apoptose. Wenn ein TNF-Rezeptor keine DDs
beinhaltet, interagieren sie mit TNF-Rezeptor assoziierten Faktoren (TRAFs). TRAFs
vermitteln der Zelle diverse Downstream-Effekte wie Uberleben und Differenzierung (Baker
und Reddy 1996; Wallach et al. 1996).

1.2 Die Struktur von BAFF

Das aus 285 Aminoséuren (AS) bestehende Zytokin setzt sich aus einer 46 AS grofien
zytoplasmatischen, einer 21 AS grof3en, hydrophoben transmembranen und einer 218 AS
langen extrazellularen Domdne zusammen. Dieses Mitglied der TNF-Familie liegt als
Homotrimer vor, bestehend aus neun -Faltblattern, die in einer typische ,,jelly roll“-Struktur
angeordnet sind. Die Monomer-Monomer-Interaktion wird durch konservierte hydrophobe
Reste vermittelt und flhrt zur Ausbildung von drei Furchen, die mit den Rezeptoren
interagieren (Gavin et al. 2003).

Bei der 16slichen Form von BAFF existiert in vitro neben Trimeren groRere Oligomere, die
aus bis zu 20 Trimeren bestehen kdnnen (Zhukovsky et al. 2004; Cachero et al. 2006) und
vermutlich zu einer Signalverstarkung an dem Rezeptor fiihrt (Bossen et al. 2008).

Die THD von BAFF weist eine 20-30%ige Sequenzhomologie zu anderen Mitgliedern der
Familie auf. Die hochste Sequenzhomologie besteht zu APRIL (50 %), einem
proliferationsinduzierenden Liganden (Bodmer et al. 2002). Eine Besonderheit der BAFF-
THD ist das Vorhandensein eines kurzen Exons, das eine typische Konsensussequenz flr
Furin-artige Konvertasen beinhaltet (Arg-Xxx-Arg/Lys-Arg). AulRerdem enthalt sie, ebenso
wie die THD von APRIL, eine charakteristische Disulfidbriicke zwischen den B-Faltblattern
D und E, wie sie auch bei ,Eiger vorkommt, dem TNF-Homolog von Drosophila
melanogaster. Diese Tatsache kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass diese Molekiile von einem
,Ur-TNF“-Molekil abstammen (Igaki et al. 2002).

Von BAFF gibt es neben einer vollstdndigen Variante zwei weitere Splicing-Varianten des
Gens: ABAFF und BAFF¢@. Bei ABAFF fehlen zwei Exons (3 und 4) und somit
57 Basenpaare (bp) im Transkript. Sequenzierungen ergaben, dass der Leserahmen trotzdem
erhalten bleibt, wodurch ein funktionelles Protein entsteht. Untersuchungen dieser Splicing-
Variante lassen vermuten, dass sie eine negativen Regulation auf BAFF ausibt, indem
Heterodimere mit dem Volllangen-BAFF gebildet werden (Gavin et al. 2003). Bei BAFF¢
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fuhrt das unvollstandige Splicing dagegen zu unreifen Stopp-Kodons, wodurch kein

funktionelles Protein entstehen kann (Gavin et al. 2003).

1.3 Die Expression von BAFF und dessen Regulation

BAFF wird hauptsachlich von Zellen monozytéren Ursprungs wie Monozyten, Makrophagen
und dendritischen Zellen exprimiert. Fiir Granulozyten wurde ebenfalls eine starke und fur T-
Lymphozyten (T-Zellen) eine schwache BAFF-Expression beschrieben (Nardelli et al. 2001;
Litinskiy et al. 2002; Mackay et al. 2003; Scapini et al. 2003). Jiingere Arbeiten identifizierten
auch  nicht-lymphoide, = BAFF-exprimierende  Zelltypen  wie  Atemwegs- und
Speicheldrisenepithelzellen (Ittah et al. 2006; Kato et al. 2006), fibroblastenéhnliche
Synoviozyten (Ohata et al. 2005) und Astrozyten (Krumbholz et al. 2005).
Gewebeuntersuchungen ergaben, dass BAFF-mRNA vor allem in lymphoiden Geweben wie
Knochenmark, Lymphknoten und Milz exprimiert wird, was zu der Annahme fuhrt, dass
Zellen des lymphoiden Gewebes die Hauptproduzenten fiir BAFF sind. Des weiteren wurde
eine schwache Expression in Zellen von Plazenta, Herz, Lunge, Thymus und
Bauchspeicheldriise nachgewiesen (Moore et al. 1999; Schneider et al. 1999).

Die Produktion von BAFF wird durch ein vielschichtiges Zytokin-Netzwerk beeinflusst. In
Monozyten flhrt die Stimulation mit IFN-y und IL-10 zu einem Anstieg der Expression von
membranstandigen BAFF, wohingegen IL-4 einen inhibitorischen Effekt vermittelt. Wéhrend
durch IFN-y ebenfalls ein Anstieg der Expression auf mMRNA-Ebene ausgeldst wird, ist dies
fur 1L-10 nicht der Fall. Der Expressionsanstieg auf Proteinebene, der durch IL-10 verursacht
wird, scheint demnach durch eine translationale oder post-translationale Regulation bedingt
zu sein (Nardelli et al. 2001).

1.4 BAFF-Rezeptoren

Initial wurden zwei Rezeptoren beschrieben, die neben BAFF auch APRIL binden kdnnen:
BCMA (B-Zell-Maturationsantigen, TNFRSF17) und TACI (Transmembranaktivator und
CAML-Interaktor, TNFRSF13B). Mittels Expressionsklonierung wurde wenig spater BAFF-
R (TNFRSF13C) identifiziert, welcher selektiv nur BAFF bindet (Yan et al. 2000; Thompson
et al. 2001).
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Bei allen drei Rezeptoren handelt es sich um Typ Ill-Transmembranproteine (Abb. 1). Die
extrazellulare Doméne von TACI besitzt mit zwei CRDs eine typische TNFR-Struktur (Wu et
al. 2000). BCMA ist ein sehr kleiner Rezeptor, der eine CRD enthalt (Marsters et al. 2000).
BAFF-R beinhaltet nur eine partielle CRD mit einer sehr atypischen Anordnung der
konservierten Zysteinreste (Thompson et al. 2001). BAFF-R und TACI sind typische
membranstandige Rezeptorproteine, wohingegen BCMA Uberwiegend im Golgi-Apparat
lokalisiert ist (Gras et al., 1995). Wahrend bei den meisten Mitgliedern der TNFR-Familie
zwei CRDs in die Vertiefungen zwischen den Untereinheiten der Liganden binden, wurde flr
BAFF-R gezeigt, dass die Interaktion mit BAFF von ein paar wenigen AS eines 26 AS grofen
Kernbereichs vermittelt wird (Kayagaki et al. 2002).

TRAF 2, 5,6

TRAF1,2,3,5,6

Abb. 1: Struktureller Aufbau der BAFF-Rezeptoren.

Drei Mitglieder der TNF-Rezeptorfamilie binden BAFF: TACI, BCMA und BAFF-R. Alle drei
besitzen die fur diese Familie typischen Zystein-reichen Doménen (CRDs) im extrazelluldren
Abschnitt. Durch die Interaktion mit diversen TNF-assoziierten Faktoren (TRAFs) werden die
entsprechenden Signale an die Zelle vermittelt. ZM: Zytoplasmamembran (modifiziert nach Mackay
und Browning 2002; Mackay und Schneider 2009)

Weiterfuhrende Untersuchungen haben gezeigt, dass BAFF-R essentiell fiir die Vermittlung
der Uberlebenssignale von BAFF auf B-Lymphozyten (B-Zellen) ist (Mackay et al. 2003).
Alle drei Rezeptoren werden vornehmlich von B-Zellen exprimiert, allerdings nicht
gleichzeitig sondern in unterschiedlicher Intensitdt  zu unterschiedlichen
Entwicklungszeitpunkten, wodurch BAFF nicht flr alle B-Zellstadien essentiell ist (Hsu et al.
2002; Mackay et al. 2003; Cancro 2004). So wird BCMA hauptséachlich in den friihen Stadien
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der B-Zellentwicklung exprimiert, TACI und BAFF-R werden erst ab dem zweiten

intermediéren Stadium verstarkt in B-Zellen gebildet (Abb. 2).

A Unreife Intermediare Stadien
B-Zelle X~ ™ T2 T3
1 B
EQ o
—_— G- —_—
S0 %
cfla
4
B
BCVA I
Rezeptor- | BAFF-R B
expression
TACI B
C
BAFF-Bindung -

Abb. 2: Expression der BAFF-Rezeptoren und die BAFF-Abhéngigkeit von B-Zellen in den
Stadien der B-Zellentwicklung.

(A) Die Stadien der B-Zellentwicklung. (B) Expression der Rezeptoren wahrend der B-
Zellentwicklung: BCMA wird hauptsachlich in den friihen, TACI und BAFF-R in den spateren
Stadien exprimiert. (C) Die Fahigkeit der B-Zellen BAFF zu binden ist am Anfang relativ schwach,
nimmt aber mit dem Fortschreiten ihrer Entwicklung zu (modifiziert nach Cancro 2004).

Die Analyse der Expression von BAFF-Rezeptoren auf anderen Zellen zeigte, dass
beispielsweise BAFF-R in T-Zellen nach einer Aktivierung hoch reguliert wird. Des
weiteren wurde die intrazelluldre Expression von TACI in Monozyten und Dendritischen
Zellen und die extrazellulére Expression als Folge einer Stimulierung beschrieben (Chang et
al. 2006; Chang et al. 2008).

Die Affinitat der drei Rezeptoren BAFF zu binden ist unterschiedlich und nimmt in folgender
Reihenfolge zu: BCMA - TACI — BAFF-R (Abb. 3) (Bossen und Schneider 2006).

Vor kurzem wurde ein weiterer Rezeptor beschrieben, der BAFF binden kann, aber nicht zur
TNF-Familie gehort. Es handelt sich dabei um den Nogo-66-Rezeptor, der von Neuronen
exprimiert wird (Zhang et al. 2009). Dieser Rezeptor bindet ausschlieRlich Inhibitoren des
axonalen Wachstums im Zentralen Nervensystem (ZNS) wie Nogo, wodurch das Wachstum

von Axonen des ZNS (berwacht wird (McKerracher und David 2004). In diesem
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Zusammenhang wurde BAFF als negativer Regulator neuronaler Funktionen beschrieben, der

das Wachstum von Zellen dorsaler Spinalganglien in vitro inhibiert (Zhang et al. 2009).

Monozyt,
DC, ...
TACI BCMA == BAFF-R
Effektor-
zelle

l

l

T-Zfall-_ Uberleben von Ube_rleben von
unabhangige Plasmazellen peripheren B-
Immunantwort Zellen

Reifung von
Proliferation L hozvt B-Zell-
von ymphozyten Differenzierung
Plasmazellen
Ig-Produktion

Abb. 3: Interaktion von BAFF mit seinen Rezeptoren und ihre Funktion im Immunsystem.
BAFF bindet mit unterschiedlich hoher Affinitét (dargestellt durch die Pfeilstarke) an die Rezeptoren
TACI, BCMA und BAFF-R, die ihrerseits unterschiedliche Signale an die Zielzelle vermitteln
(modifiziert nach Schneider 2005).

1.5 BAFF in der Immunantwort

B-Zellen stellen das Zentrum der humoralen Immunantwort dar. Sie entstehen aus
Stammzellen im Knochenmark, von wo aus sie als unreife B-Zellen in die Peripherie
gelangen. Zur vollstandigen Ausreifung wandern sie in periphere Lymphorgane wie die Milz
ein, anschlielend zirkulieren sie als reife B-Zellen in der Peripherie und produzieren
Antikorper.

Bereits frihe Ergebnisse der BAFF-Forschung legten die Vermutung nahe, dass dieses
Mitglied der TNF-Familie eine essenzielle Rolle fiir das Uberleben und die Reifung von B-
Zellen spielt (Mackay et al. 1999; Rolink und Melchers 2002; Rolink et al. 2002). So fiihrte
die Injektion von exogenem BAFF in Mé&usen zu einer schnellen, reversiblen Verdopplung
der B-Zellzahlen und zu einer Erh6hung des Immunglobulinspiegels (Moore et al. 1999;

Khare et al. 2000), wohingegen die Injektion von l6slichen BAFF-Rezeptoren wie BCMA-Ig

10
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und TACI-Ig in einer immensen Verringerung der Zellzahl fast aller peripherer B-Zelltypen
resultierte (Yan et al. 2000; Yu et al. 2000). Fur die Funktion von BAFF als B-Zell-
Uberlebensfaktor wird in der Hauptsache die Interaktion mit BAFF-R verantwortlich gemacht
(Mackay et al. 2003). In Experimenten mit BAFF/- und BAFF-R/-Mé&usen konnte gezeigt
werden, dass B-Zellen vor allem in dem intermedidren Stadium 2 (T2) und bei der
Aufrechterhaltung der Germinalen Zentren von BAFF abhdngig sind (Rahman et al. 2003;
Mackay und Schneider 2009). Der Phénotyp dieser Mé&use zeigte eine normale B-
Zellentwicklung bis zum T1-Stadium, allerdings immense Defizite ab dem T2-Stadium und in
der Reifung der marginalen Zone. Die durch die BAFF/BAFF-R-Interaktion vermittelten
Uberlebenssignale sind das Resultat einer Aktivierung von anti-apoptotischen Signale und
einer Herabsetzung pro-apoptotischer Signale (Batten et al. 2000; Do und Chen-Kiang 2002;
Amanna et al. 2003; Craxton et al. 2005). Mittels der Interaktion mit seinen Rezeptoren
werden durch BAFF unterschiedliche Signale zu unterschiedlichen Zeitpunkten an die B-
Zellen vermittelt. BCMA wird hauptsachlich fiir die Ubermittlung von Reifungssignalen
verantwortlich gemacht, die primar fur unreife B-Zellen und die frihen intermediéren Stadien
wichtig sind. TACI, der wie BAFF-R erst ab dem intermediéren Stadium 2 und von reifen B-
Zellen stark exprimiert wird, Ubermittelt Signale fir die B-Zell-Proliferation und das
Uberleben der Plasma-Zellen, wie in Abb. 3 dargestellt ist (Hsu et al. 2002; Schneider 2005;
Tangye et al. 2006).

Obwohl auch T-Zellen BAFF-R exprimieren (Ng et al. 2004) sind die T-Zellzahlen in BAFF-
defizienten Mé&usen normal (Moisini und Davidson 2009), so dass eine costimulatorische

Rolle bei T-Zellen nach wie vor umstritten ist.

1.6 BAFF in der peripheren Toleranz und der Autoimmunitat

Die Immuntoleranz stellt sicher, dass das Immunsystem in der Lage ist ,,fremd* von ,,eigen*
zu unterscheiden. Sie wird an kritischen Punkten der B-Zellentwicklung sowohl zentral als
auch peripher kontrolliert. Die zentrale, erste Selektion findet im Knochenmark statt. Die B-
Zellen werden anhand eines funktionellen B-Zellrezeptors (BCR) auf ihrer Oberflache
selektiert (positive Selektion) (Lam et al. 1997; Neuberger 1997). Aufgrund der bislang
vorliegenden Erkenntnisse ist eine Beteiligung von BAFF bei der zentralen Selektion

auszuschliel3en (Gross et al. 2001; Schiemann et al. 2001).

11
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Die zweite Selektion ereignet sich in der Peripherie und folgt dem Prinzip einer negativen
Selektion. Dabei werden die Zellen, die korpereigene Antigene erkennen durch B-
Zellrezeptor-vermittelte Apoptose eliminiert. Zwischen dem Austritt aus dem Knochenmark
und dem Eintritt in die Milz werden ca. 80 % der kurzlebigen, unreifen B-Zellen ausgesondert
(Rolink et al. 1999). Ein Verlust der Selbsttoleranz flihrt zur Produktion von pathologischen
Auto-Antikorpern, welche eine akute inflammatorische Kaskade ausldsen, bei der
korpereigene Zellen und Gewebe angegriffen werden. In der Folge kommt es zur
Manifestation einer Autoimmunerkrankung.

Studien in Tiermodellen und Messungen der BAFF-Level im Serum von Patienten mit
systemischen Autoimmunerkrankungen legen die Vermutung nahe, dass es eine Verbindung
zwischen BAFF und Autoimmunitat gibt (Baker 2004). Die bisher etablierten BAFF-
transgenen Mausmodelle zeigen als gemeinsamen Phanotyp eine B-Zell-Hyperplasie ab dem
T2 B-Zellstadium. Wenn die Tiere alter werden entwickeln sie eine T-Zell-unabhéngige
Autoimmunitadt mit Glomerulonephritis, Entzindungen und Zerstérung der Speicheldriisen
und der Produktion von Autoantikorpern. (Mackay et al. 2005; Mackay und Leung 2006;
Groom et al. 2007). Viele dieser Symptome entsprechen dem Krankheitshild des humanen
Sjogrens Syndrom (SS) (Groom et al. 2002). In BAFF-Knockout-Mausen dagegen wird das
Krankheitsbild von deutlich verringerten Immunglobulinlevel und einer starken
Beeintrachtigung der B-Zell-Reifung ab dem T1-Stadium bestimmt (Mackay et al. 2003).

In den letzten Jahren wurden immer mehr humane Autoimmunerkrankungen mit einer
Dysregulation des BAFF-Systems in Zusammenhang gebracht: Erhohte systemische BAFF-
Level im Serum wurden u. a. fur Patienten mit einer Systemischen Lupus erythematodes
(SLE) (Cheema et al. 2001; Zhang et al. 2001), Sjogrens Syndrom (SS) (Groom et al. 2002),
Rheumatoider Arthritis (RA) (Cheema et al. 2001), Multipler Sklerose (MS) (Krumbholz et
al. 2005) und Asthma (Kang et al. 2006) beschrieben. Ein lokaler Anstieg von BAFF-Level
wurde ebenfalls berichtet wie in zerebralen MS-Lasionen (Krumbholz et al. 2005), in der
Gelenkflissigkeit bei Patienten mit RA (Cheema et al. 2001), in den Speicheldriisen von
Patienten mit SS (Groom et al. 2002) und im Liquor von Patienten mit dem Opsoklonus-
Myoklonus-Syndrom (OMS) (Fuhlhuber et al. 2009).

Mittlerweile liegt ein Modell vor, mit dem die Rolle von BAFF in der Regulation der B-Zell-
Toleranz sehr plausibel erklart werden kann: Unter physiologischen BAFF-Konzentrationen
findet eine reguldare Selektion der B-Zellen in der Peripherie statt. Der B-Zell-Rezeptor
ubernimmt die spezifischen Selektion, wahrend BAFF-vermittelte Signale vermutlich die
Grole des peripheren B-Zellpools determinieren (Thomas et al. 2006). Bindet eine B-Zelle
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ein Autoantigen, werden der Zelle pro-apoptotische Signale vermittelt, die durch die anti-
apoptischen Effekte physiologischer BAFF-Konzentrationen nicht ausgeglichen werden
konnen. Die Zelle wird durch Apoptose eliminiert. Unter diesen Gegebenheiten steht das
Gleichgewicht zwischen selbst- und nicht-selbstreaktiven Zellen zu Gunsten der nicht-
selbstreaktiven B-Zellen.

Ein Anstieg der BAFF-Konzentration flhrt allerdings zu einer Stérung dieser empfindlichen
Balance: Autoreaktive B-Zellen werden vermehrt vor ihrer Eliminierung bewahrt, da durch
BAFF nun anti-apoptotische Signale verstarkt und pro-apoptotische Signale verringert werden
(Abb. 4) (Mackay und Browning 2002). Diese autoreaktiven B-Zellen gelangen in die
Peripherie, wo sie sich zu Autoantikdrper- und IL-10-produzierenden B-Zellen entwickeln
(Xu und Shu 2002). In diesem System stellt BAFF somit eine limitierende Ressource dar, die
die Menge an Uberlebenden autoreaktiven Zellen bedingt (Lesley et al. 2004; Thien et al.
2004).

Pathologisch erhohte
BAFF-Konzentration

@ ©
% @
S

Physiologische BAFF-Konzentrationen

Autoantigen Autoantigen

U

Reifung Selektion — Apoptose Autoimmunitat

Abb. 4: Die Rolle von BAFF in der peripheren Toleranz und bei der Entstehung von
Autoimmunitat.

Unter physiologischen BAFF-Konzentrationen fiihrt die Bindung eines ,,Fremd*“-Antigens an den B-
Zell-Rezeptor dazu, dass der Zelle antiapoptotische Signale vermittelt werden; sie kann sich zu einer
reifen B-Zelle entwickeln. Bindet sie wahrend der Selektion ein Autoantigen, dann werden pro-
apoptotische Signale vermittelt und sie wird eliminiert. Das BAFF-vermittelte Uberlebenssignal ist
dann nicht stark genug um das pro-apoptotische Signal auszugleichen. Ist die BAFF-Konzentration
allerdings pathologisch erhoht, kann die Zelle trotz Bindung eines Autoantigens dem Zelltod
entkommen und in die Peripherie gelangen (modifiziert nach Mackay und Browning 2002).
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Die oben beschriebenen Phanomene lassen eine Verbindung zwischen BAFF und
Autoimmunitat vermuten, so dass ein tatsdchlicher Zusammenhang zwischen diesem Zytokin
und der Krankheitsursache sowie der —progression anzunehmen ist. In der weiteren
Konsequenz stellt BAFF damit ein vielversprechendes Ziel flr neue therapeutische Ansétze in
der Behandlung von Autoimmunerkrankungen dar. Zurzeit sind mehrere potentielle
Therapien, die in das BAFF-System eingreifen, in der Erprobung, z. B. Anti-BAFF
(LymphostatB; belimumab) und IgG-Fusionsproteine gegen die drei Rezeptoren (BAFF-R,
BCMA, TACI). Belimumab ist ein vollstandig humanisierter monoklonaler Antikérper gegen
die lésliche Form von BAFF, der entwickelt wurde, um das Zytokin zu neutralisieren (Baker
et al. 2003). Das Anti-BAFF-Rezeptor-Fusionsprotein bindet an l6sliches BAFF-R-, wodurch
die BAFF-vermittelten Signale ebenfalls inhibiert werden. Das rekombinante BCMA-IgG-
Fusionsprotein bindet mit hoher Affinitdt APRIL, wodurch dieser Faktor neutralisiert wird.
BAFF ist weniger stark davon betroffen (Sutherland et al. 2006). Das TACI-IgG-
Fusionsprotein (Atacicept) neutralisiert BAFF und APRIL (Sutherland et al. 2006). Diese
Medikamente sollen bei der Behandlung von SS, SLE, der MS und anderen

Autoimmunerkrankungen zum Einsatz kommen.

2. Intravenotses Immunglobulin (1VIg)

2.1 Inhaltsstoffe und Herstellung von 1VIg

IVIg ist eine Immunglobulinpraparation. Die Immunglobuline (Igs) werden aus humanem
Serum von mehr als 1000 gesunden Spendern mittels Ethanol-Fraktionierung bei niedrigem
pH-Wert gewonnen (= Cohn-Fraktionierung) (Kazatchkine und Kaveri 2001; Lemm 2002). In
der Hauptsache enthélt es Immunglobulin G (IgG; > 98 %), aber auch Spuren von
Immunglobulin A und Immunglobulin M. Die IgG-Subklassenverteilung entspricht der im
Normalserum (IgGi: ca. 66 %, 1gG,: ca. 27 %; 1gGs: ca. 4,3 %; 1gG4: ca. 2,2 %). Da die
Cohn-Fraktionierung nur eine nahezu vollstandige Separierung von Immunglobulinen und
anderen Proteinen zuldsst, konnen in den IVIg-Préparationen Spuren von weiteren, potentiell
immunregulatorischen Inhaltsstoffen wie Zytokine nachgewiesen werden (Blasczyk et al.
1993; Lam et al. 1993). Die Halbwertszeit von infundiertem 1VIg betragt ca. 3 Wochen. Es ist
ein relativ sicheres Medikament ohne Langzeit-Nebenwirkungen. Auch wenn die Gabe von

IVIg in einzelnen Féllen zu generellen Nebenwirkungen wie Kopfschmerzen, Fieber und
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Ubelkeit filhrt, fallen diese Reaktionen in der Regel eher mild aus und lassen sich gut durch
entziindungshemmende Medikamente oder eine Herabsetzung der Infusionsrate lindern.
Aufgrund der besseren Vertraglichkeit wird die Therapie mit 1VIg oft anderen
Standardbehandlungsmethoden wie der Plasmapherese oder der Behandlung mit Steroiden
vorgezogen. Der Nachteil bei der Behandlung mit hochdosierten Antikdrpern liegt allerdings

bei den hohen Kosten der Therapie (Bierling und Godeau 2005).

2.2  Immunglobuline

Immunglobuline werden von aktivierten B-Zellen gebildet und stellen ein zentrales Werkzeug
der humoralen Immunantwort dar. Es sind Glykoproteine die im Blutplasma durch den
Organismus zirkulieren. Sie bestehen aus zwei identischen leichten und zwei identischen
schweren Ketten, die Uber Disulfidbricken miteinander verbunden sind (Edelman 1991).
Anhand der schweren Ketten, a, 9, €, v, i, werden fiinf Isotypen unterschieden: IgA, IgD, IgE,
1gG und IgM. Jeder Isotyp besitzt spezielle funktionelle Eigenschaften, die durch den Typ der
schweren Kette determiniert sind (Cohen und Milstein 1967; Franklin 1975). Im Folgenden
soll hier nur auf IgG eingegangen werden, da es den haufigsten Isotyp im Blutplasma
darstellt.

IgG besitzt die fur Antikorper typische Y-foérmige Struktur. Der untere Teil dieses Ypsilons
wird durch ein Fc-Fragment (= kristallines Fragment) gebildet, der obere Teil durch zwei Fab-
Fragmente (= Antigen-bindend). Durch proteolytische Spaltung der Disulfidbriicken kénnen
die Fragmente voneinander getrennt werden. Je nach verwendetem Enzym entstehen dabei ein
F(ab“)2-Fragment und mehrere kleinere Fc-Fragmente (Spaltung mit Pepsin) oder zwei Fab-
Fragmente und ein vollstdndiges Fc-Fragment (Spaltung mit Papain). Das Fc-Fragment stellt
die konstante Region eines Antikorpers dar und bestimmt die funktionellen Eigenschaften. Es
besteht ausschliellich aus schweren Ketten. IgG kann durch dieses Fragment mit Fc-
Rezeptoren auf Immuneffektorzellen wie Makrophagen, Monozyten und Natirlichen
Killerzellen (NK-Zellen) sowie mit Faktoren des Komplementsystems interagieren (Han et al.
1995; Jefferis et al. 1995; Sensel et al. 1997).

Das Fab-Fragment setzt sich aus einer vollstandigen leichten und einer halben schweren Kette
zusammen (Porter 1991; Yamaguchi et al. 1995). Es kann in eine konstante und eine variable
Region unterteilt werden. Letztere wird aus den aminoterminalen Teilen der leichten Ketten

und der schweren Kette gebildet und enthélt die hypervariablen Bereiche, die auch als CDR-
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Regionen (engl. complementary determining regions) bezeichnet werden, da sie das zu
bindende Antigen festlegen, wie in Abb. 5 dargestellt ist (Poljak 1991).
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Abb. 5: Schematisch Darstellung eines 1gG-Antikdrpers
KS: konstante schwere Region; VS: variable schwere Region; VL: variable leichte Region; KL:
konstante leichte Region; CDRs: hypervariable Regionen; -SS-: Disulfidbriicke

2.3  Anwendungsgebiete

Urspringlich wurde 1V1g als Substitution fir Immunglobuline zur Behandlung von Patienten
mit priméren und sekundéren Immunschwéachen eingesetzt. Seit der Erstbeschreibung seiner
antiinflammatorischen Wirkung bei der idiopathischen thrombozytopenischen Purpura (ITP)
(Imbach et al. 1981) hat sich sein Indikationsspektrum rapide erweitert. Heutzutage wird es
bei der Behandlung von diversen Autoimmun- und systemischen Entziindungserkrankungen
wie die Kawasaki-Krankheit und Dermatomyositis eingesetzt (Kazatchkine und Kaveri 2001;
Rosen und Mackay 2001). Daruber hinaus findet es erfolgreiche Anwendung bei der
Behandlung von neuroimmunologischen Antikorper- oder B-Zell-vermittelten Erkrankungen
wie der chronisch-entziindlichen demyelinisierenden Polyneuropathie (CIDP), dem Guillain-
Barré Syndrom (GBS) und der Myasthenia Gravis (MG) (Dalakas 2002; Hughes et al. 2003;
Hughes et al. 2008; Eftimov et al. 2009).
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2.4  Wirkmechanismen

Die Wirkungsweise von IVIg ist viel diskutiert und bisher nicht eindeutig geklart. Im
Wesentlichen wird in der Literatur zwischen den Fc- und den Fab-vermittelten

immunmodulatorischen Wirkungen unterschieden.

2.4.1 Fc-vermittelte Effekte

Fc-Molekiile konnen mit Fcy-Rezeptoren (FcyR) auf der Oberflache von Immuneffektorzellen
interagieren. Vier Klassen von FcyR sind bisher bekannt: FcyRI, FcyRII, FcyRIIT und FcyRIV
(Nimmerjahn und Ravetch 2006). FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIIA und FcyRIV werden als
aktivierende Rezeptoren beschrieben, FcyRIIB dagegen als inhibierender Rezeptor. Die
aktivierenden FcyR gelten als Hauptvermittler der proinflammatorischen Aktivitit bei
Autoimmunerkrankungen (Binstadt et al. 2003). Bei 1VIg-Gabe kann der Fc-Teil von IVig
mit den FcyRs von phagozytischen Zellen interagieren, wodurch die Rezeptoren blockiert
werden. Diese Blockade wird vermutlich durch die Sattigung, aber auch durch eine
Herunterregulierung der Rezeptoraffinitat erreicht und verhindert z. B. in GBS und CIDP die
Makrophagen-vermittelte Demyelinisierung (Dalakas 1997; Dalakas 1998). Des weiteren
wurde mehrfach die Modulation von Fcy-Rezeptoren auf Immuneffektorzellen durch 1Vig
beschrieben, u. a. die Hochregulierung des inhibitorischen FcyRIIB z. B. in Maus-
Makrophagen sowie in humanen B-Zellen und Monozyten (Samuelsson et al. 2001;
Tackenberg et al. 2009). Ein Zusammenspiel der Herunterregulierung von aktivierenden Fcy-
Rezeptoren und einer Hochregulierung des inhibitorischen Fcy-Rezeptors ware ebenfalls
denkbar (Kaneko et al. 2006). Eine kritische Rolle fir die antientziindliche Wirkung von Fc-
Fragmenten tibernimmt maoglicherweise die Zusammensetzung des Zuckerderivats an Position
N297 des Fc-Fragments (Parekh et al. 1985; Malhotra et al. 1995; Arnold et al. 2007;
Nimmerjahn et al. 2007).

2.4.2 Fab-vermittelte Effekte

IVIg enthélt aufgrund seiner Herstellungsweise ein breites Spektrum an anti-idiotypischen
Antikorpern, die als Dimere vorliegen. Anti-idiotypische Antikorper sind Antikorper, die
gegen die Bindungsstellen eines anderen Antikorpers oder deren benachbarter Region
gerichtet sind. Ein fir Fab-Fragmente postulierter Wirkmechanismus beschreibt die Bindung
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von anti-idiotypischen Antikdérpern an pathologische Auto-Antikdrper, z. B. anti-DNA und
anti-AChR (Zweiman 1989; Krause et al. 1998). Diese Neutralisierung fihrt dazu, dass die
Autoantikdrper nicht mehr mit ihren Autoantigenen interagieren koénnen (Dwyer 1992;
Dalakas 1997; Dalakas 1998; Dalakas 1999; Kazatchkine und Kaveri 2001). Ein weiterer
Fab-vermittelter Effekt ist die Modulation der Produktion von Autoantikérpern in B-Zellen.
Bei ITP-Patienten, die mit 1Vlg behandelt wurden, war zu beobachten, dass Langzeiteffekte
mit einer erniedrigten Autoantikorper-Produktion einhergingen (Dammacco et al. 1986). Im
Maus-Modell konnte ungefahr zehn Jahre spater gezeigt werden, dass spezifische autoreaktive
B-Zellen durch 1VIg herunter reguliert werden (Vassilev et al. 1999). Es wird vermutet, dass
die Bindung von anti-idiotypischen Antikorpern an B-Zell-Rezeptoren hemmende Signale an
die autoreaktiven Zellen vermittelt (Uher und Dickler 1986; Diegel et al. 1994; Gold et al.
2007).

2.4.3 Andere immunmodulatorische Effekte

AuRer den oben bereits aufgefiihrten Effekten gibt es weitere Mechanismen, die sich nicht
direkt durch Fab- oder Fc-Fragmente erklaren lassen, wie die Inhibierung des
Komplementsystems (Basta et al. 1989; Dalakas 2002) und die Hemmung der Proliferation
primdrer Immunzellen (van Schaik et al. 1992; Amran et al. 1994; Xu et al. 1998).

Im Rahmen von Untersuchungen der IVIg-Wirkung auf T-Zellen wurde beschrieben, dass
IVIg die Anzahl der T-Helferzellen reduziert (Tsubakio et al. 1983) und die Expression von
Adhasionsmolekulen auf ihrer Oberflaiche modifizieren kann (Koffman und Dalakas 1997).
Langzeiteffekte von 1VIg waren auerdem mit einer gesteigerten T-Suppressor-Funktion
verbunden (Delfraissy et al. 1985). Neuere Ergebnisse beschreiben, dass IVIg zu einer
Expansion von regulatorischen T-Zellen (Tregs) fuhrt und ihre suppressiven Eigenschaften
verstarkt (Sakaguchi et al. 2008; Tha-In et al. 2008). Dendritische Zellen werden durch IVIg
in ihrer Funktion, ihrer Reifung und ihrer Differenzierung inhibiert (Bayry et al. 2003).
Untersuchungen zum Einfluss von 1VIg auf die Zytokin-Regulation haben gezeigt, dass die
Praparation in der Lage ist in die Produktion von Zytokinen und Zytokin-Rezeptoren
einzugreifen. Auch Zytokin-Antagonisten werden beeinflusst (Abe et al. 1994; Ruiz de Souza
et al. 1995; Andersson et al. 1996; Aukrust et al. 1999). Wird die Expression von
Entziindungsmediatoren durch Zytokine induziert, so ist IVIg in der Lage, die Expression
herunter zu regulieren (Xu et al. 1998). Es wird vermutet, dass die Modulation der Zytokine
eine der Hauptursachen fur die Wirksamkeit von 1VIg ist.
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3. Glucocorticoide

Glucocorticoide (GCs) gehdren wie die Mineralcorticoide (MCs) und Androgene zu den
Steroidhormonen und werden in der Nebennierenrinde gebildet. GCs und MCs werden auch
als Corticosteroide zusammengefasst. Ausgangsprodukt fur die Synthese der GCs ist das
Cholesterin, welches in den Mitochondrien und dem endoplasmatischen Retikulum durch eine
Reihe enzymatischer Modifikationen zu Cortison und Cortisol prozessiert wird. Die
Biosynthese der GCs steht unter regulatorischer Kontrolle der Hypothalamus-
Hypophysenvorderlappen-Nebennierenrinden-Achse (HPA). Dabei regt das im Hypothalamus
gebildete Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH) (ber das adrenocorticotrope Hormon
(ACTH) die Synthese der GC-Hormone in der inneren Zone der Nebennierenrinde an
(Chrousos 1995). Bei erhohtem Corticoidspiegel im Blut wird die CRH- und ACTH-
Ausschittung mittels einer negativen Ruckkopplung gestoppt (Baxter und Rousseau 1979;
Chrousos 1995).

Seit der Entdeckung ihrer antirheumatischen Wirkung in den vierziger Jahren zahlen GCs zu
den wirksamsten Medikamenten zur Behandlung von allergisch-entzindlichen und
autoimmunologischen  Erkrankungen. Wegen ihrer vielseitigen Effekte auf die
verschiedensten Korperkreislaufe kommt es im Rahmen der Langzeittherapie allerdings auch
zu einer Reihe unerwiinschter Nebenwirkungen. Zu diesen zéhlen u. a. das Cushing-Syndrom,
Diabetes mellitus und Osteoporose (Lukert und Raisz 1990; Biering et al. 2000; Clauss 2009).
Die unerwunschten Nebenwirkungen werden vor allem durch mineralcorticoide Effekte
ausgelost. Aus diesem Grund ist die pharmazeutische Industrie seit langerem darum bemiht,
synthetische GC-Derivate mit potenzierter antientziindlicher und immunsuppressiver
Wirkung bei gleichzeitiger Reduktion der mineralcorticoiden Wirkung herzustellen. So weist
z. B. Dexamethason, ein fluoriertes GC-Derivat, eine 40-fach starkere Wirkung als das
natlrliche Cortison auf. Versuche zur Vermeidung unerwunschter Nebenwirkungen durch
alleinige Strukturverédnderung des Molekils sind allerdings bis heute relativ erfolglos
geblieben (Schacke et al. 2002). Allerdings brachte die Entwicklung wvon lokal
verabreichbaren Derivaten eine teilweise Verringerung der unerwiinschten Nebeneffekte mit
sich. Eine lokale Therapie wird heute durch Préparate zur Inhalation fur Asthma und zur

intraartikularen Injektion fir Rheumatoide Arthritis ermdglicht (Stahn et al. 2007).
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3.1 Anwendungsgebiete

GCs werden als  Substitutionstherapie  bei  primdrer und bei  sekundarer
Nebenniereninsuffizienz verabreicht. Von weitaus groRerer Bedeutung sind sie allerdings
wegen ihrer antirheumatischen, antiallergischen, immunsuppressiven und antientziindlichen
Wirkung. Aufgrund dieses vielféaltigen Wirkungsspektrums werden sie zur Behandlung von
entziindlichen und autoimmunologischen Erkrankungen wie RA, Asthma, MS, Kawasaki-
Krankheit und SLE (Dale et al. 2000; Buttgereit et al. 2004; Clauss 2009; Du et al. 2009;
Luhder und Reichardt 2009; Rottier und Duiverman 2009) eingesetzt.

3.2  Wirkung und Wirkmechanismen

GCs sind pleiotrop wirkende Hormone, die regulatorisch an zahlreichen Prozessen des
Kdrpers beteiligt sind (Baxter und Rousseau 1979; Schacke et al. 2002). Ihre Effekte auf den
Stoffwechsel dienen der Energiebereitstellung. Neben dem Erhalt der Glukose-Homdostase
sind sie ebenfalls an der Regulation des Bindegewebe-, Kalzium- und Knochenstoffwechsel
beteiligt (Reichardt und Schutz 1998; Grose et al. 2002; Clauss 2009). Dartiber hinaus sind sie
auch von entwicklungsbiologischer Relevanz, weil sie unter anderem bei der Reifung von
Lunge, Magen-Darm-Trakt und Leber eine essentielle Rolle spielen (Baxter und Rousseau
1979; Cole et al. 1995).

Die Wirkung der GCs auf das Immunsystem ist vielfaltig und komplex. In vielen
Immuneffektorzellen fuhren sie zu einer Hemmung der Proliferation, z. B. in Monozyten,
Makrophagen und Lymphozyten, und zu einer Hemmung der Zytokinfreisetzung, vor allem
pro-inflammatorische Zytokine wie IL-2, IL-6 und TNF-a (Kassel und Cato 2002; Belvisi
2004; Valledor und Ricote 2004; Stahn et al. 2007). Dariiber hinaus konnen sie in
Lymphozyten Apoptose induzieren (Guizani et al. 1996; Lanza et al. 1996; Distelhorst 2002).
Aufgrund ihrer vielseitigen, primar hemmenden Wirkungen auf das Immunsystem stellen
GCs ein wichtiges Kontrollinstrument der HomdOostase dar, indem sie entgleiste
Entziindungsprozesse oder allergische Ereignisse unterdricken und damit verbundene
gewebsschédigende Folgen flr den Organismus verhindern.

Die Vermittlung der immunsuppressiven und antientziindlichen Wirkung von GCs erfolgt vor
allem durch genomische Mechanismen. Vermutlich wird ungefahr ein Funftel der in humanen
Leukozyten exprimierten Gene positiv oder negativ von GCs reguliert (Galon et al. 2002).

Die Vermittlung der genomischen Effekte erfolgt Uber den GC-Rezeptor (GR), welcher zur
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Klasse der Steroidhormonrezeptoren, einer Unterfamilie der nukledren Rezeptoren, gehort.
Drei Isoformen des GR sind mittlerweile bekannt, die a-, f- und &-Isoform. Aufgrund der
Dominanz der a-1soform wird bei folgenden Ausfiihrungen auf sie fokussiert.

GRo liegt konstitutiv im Zytoplasma in inaktiver Form vor. Er ist Bestandteil eines
Multimerkomplex mit mehreren Kinasen und (Co-) Chaperonen wie Hitzeschockproteinen
(HSPs) (Pratt et al. 2004; Stahn et al. 2007). Die Bindung von GC an den GR fihrt zu
Konformationséanderungen innerhalb  des Multimerkomplexes. Protein-Protein-
Wechselwirkungen werden geschwécht, GR dissoziiert aus dem Komplex und transloziert in
den Nukleus (Pratt 1993; Terry et al. 2007), wo er auf unterschiedliche Weise die Expression
von Genen modifiziert.

Zwei grundsatzlich verschiedene Mechanismen sind fur die Regulation der Genexpression
durch GR beschrieben worden. Der erste Mechanismus beginnt im Kern mit der Bildung
eines GR-Homodimers. Dieser kann als Liganden-aktivierter Transkriptionsfaktor direkt mit
spezifischen DNA-Sequenzen, sog. GR response elements (GRE) und negativen GRE (nGRE)
interagieren. Daraus resultiert die Aktivierung bzw. Inhibierung der Zielgen-Transkription.
Dieser Mechanismus wird, wenn GR an positive GREs bindet, als ,,Transaktivierung*
bezeichnet und spielt vor allem bei der Regulation von inflammatorischen und
regulatorischen Proteinen eine Rolle (Stahn und Buttgereit 2008).

Das zweite, auch als ,,Cross-talk* oder ,, Transrepression® bezeichnete, Wirkprinzip ist in der
Regel GRE unabhédngig. Es basiert auf Protein-Protein-Wechselwirkungen von GR-
Monomeren mit anderen Transkriptionsfaktoren, wodurch ihre transkriptionale Aktivitat von
GR moduliert wird. Diese Wechselwirkungen sind fiir Transkriptionsfaktoren wie NFkB
(McKay und Cidlowski 1998) und Aktivator-Protein (AP)-1, die in die Regulation von
proentziindlichen Genen involviert sind, beschrieben (Heck et al. 1994; De Bosscher et al.
2003). Die transkriptionsregulatorische Wirkung von GR kann allerdings auch durch zwei
weitere Mechanismen vermittelt werden. Zum einen wurde gezeigt, dass GR die Synthese von
IxB, einem NF«xB-Inhibitor, induziert, wodurch NF«kB verstirkt daran gehindert wird in den
Kern zu translozieren (Stahn et al. 2007; Stahn und Buttgereit 2008). Zum anderen kann es im
Kern zu einer kompetitiven Situation um nukledre Coaktivatoren zwischen dem GR-
Homodimer und anderen Transkriptionsfaktoren kommen (Stahn et al. 2007; Stahn und
Buttgereit 2008), wodurch die Aktivitdt der anderen Transkriptionsfaktoren beeintrachtigt
wird. Die antientzindliche Wirkung der GCs wird vor allem der Transrepression zu
geschrieben (Muzikar et al. 2009).

21



Einleitung

Daruber hinaus hat eine Vielzahl von Experimenten, dass es neben dem klassischen, relativ
langsamen Weg der GC-vermittelten genomischen Regulation auch andere Maoglichkeiten der
Einflussnahme geben muss, durch die die schnellen Effekte erklart werden konnen. Dabei
wird u. a. die Interkalation von hochdosiertem GC mit der Zytoplasmamembran diskutiert,
wodurch die physiochemischen Eigenschaften der Membran als auch die Aktivitat
membranassoziierter Proteine verandert werden (Buttgereit und Scheffold 2002; Buttgereit et
al. 2004).
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Abb. 6: Schematische Darstellung der genomischen Regulation durch GCs.

GC dringt mittels passiver Diffusion in die Zelle ein und bindet an GR im Zytoplasma. Der GC-GR-
Komplex transloziert in den Nukleus, wo er entweder (A) an positive GRE bindet und die
Transkription des Zielgens aktiviert (Transaktivierung) oder (B, C, D) die Transkription negativ
beeinflusst (Transrepression). Dies kann durch (B) das Binden des Komplexes an negative GRE, (C)
Protein-Protein-Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren sowie (D) durch das Konkurrieren um
nukledre  Coaktivatoren  geschehen.  CA:  Coaktivator; GC:  Glucocorticoid;  GR:
Glucocorticoidrezeptor; pGRE: positives GRE; nGRE: negatives GRE; TF: Transkriptionsfaktor
(modifiziert nach Lowenberg et al. 2007; Stahn und Buttgereit 2008)
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V Zielsetzung

Aufgrund des effizienten Einsatzes von IVIg und Corticosteroiden bei der Behandlung von
vor allem B-Zell-vermittelten Autoimmunerkrankungen und einer Anhdaufung von Hinweisen,
dass eine Dysregulation des B-Zell-aktivierenden Faktors BAFF mit der Entstehung und der
Progression vieler dieser Erkrankungen assoziiert ist, bestand das Ziel dieser Arbeit in der
Beleuchtung der Modulation dieses Zytokins in Monozyten, den Hauptproduzenten, durch die
beiden Wirkstoffgruppen. Dadurch sollte zum einen ermdglicht werden, neue
Wirkungsmechanismen dieser beiden Wirkstoffgruppen zu identifizieren. Zum anderen sollte
dadurch weitere Mechanismen der BAFF-Regulation charakterisiert werden. Beides wiirde zu
einem besseren Verstandnis dieses komplexen Systems beitragen und neue Angriffspunkte fiir
BAFF-Antagonisten aufzeigen.
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VI Material & Methoden

1. Material

1.1 Chemikalien und gebrauchsfertige Losungen

0,5 M TRIS-Puffer pH 6,8
1,5 M TRIS-Puffer pH 8,8
100 bp DNALadder

60-Methylprednisolon
7-Aminoactinomycin D (7-AAD)

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

Budesonid

CellLytic Reagent M

completeMini EDTATfree protease inhibitor
cocktail

Coomassie Brilliant Blue R250-Ldsung
Cytofix/Cytoperm

Destilliertes Wasser (A. dest)
Dexamethason

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO,4 x 2
H.0)

Dithiothreitol (DTT)

dNTP Mix, 10 mM

Essigséaure (100 %)
Ethanol, reinst

Ethanol, vergéllt, 96 %

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ficoll-Paque TM Plus

Fotales Kélberserum (fetal calf serum = FCS)
Gamunex® (10 % 1VIg)

Gentamycin

Glyzin

Biorad, Miinchen, D

Biorad, Miinchen, D

New England Biolabs, Frankfurt
aM, D

Sigma Aldrich, Taufkirchen, D
BD Pharmingen, Heidelberg, D
Bioline, Luckenwalde, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
SERVA, Heidelberg, D
Neolab, Heidelberg, D

Sigma Aldrich, Taufkirchen, D
Sigma Aldrich, Taufkirchen, D
Roche, Mannheim, D

Biorad, Miinchen, D

BD Pharmingen, Heidelberg, D

B. Braun, Melsungen, D
Calbiochem, Merck, Darmstadt, D
Carl Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Fermentas, Invitrogen, Carlsbad,
USA

Merck, Darmstadt, D

J. T. Baker, Sigma Aldrich,
Taufkirchen, D

Fisher, Saarbriicken, D

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

GE Healthcare, Freiburg, D
Hyclone, Invitrogen, Carlsbad, USA
Talecris, Frankfurt, D

Carl Roth, Karslruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
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Glyzin-Losung (99,5 %)
Hyperladder |
Interferon-gamma (IFN-vy)
Isopropanol

Jodacetamid

Kaliumhydroxid (KOH)
Lipopolysaccharid (LPS,von E. coli)
Magermilchpulver

Methanol, reinst

Mifepriston (RU-486)

Natriumazid (NaNs3)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,4 x H,0)
N-Diluent (Verdinnungspuffer fiir
Nephelometrie)

Octagam® (5 %)

Oligo(dT)g Primer

Papain (10 mg/mL)
Penicillin/Streptomycin
Perm/Wash-L6sung

Photoentwickler

Photofixierer

Ponceau S

Prestained Pageruler Protein Plus ladder

QuantiFast™ SYBR® Green
RevertAid™Reverse Transkriptase (200 U/pL)

RiboLock™RNase Inhibitor (40 U/uL)

Roti®-Quant 5 x

Rotiphorese® NF Acrylamid (37,5 : 1)
Rotiphorese® SDS-Laufpuffer, 10x

RPMI 1640-Medium (enthélt 2 mM stabiles
Glutamin)

Salzsdure (10 N, rauchend)

Sandoglobulin® (5 %)
Tag-Polymerase

Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trichloressigsaure (TCA)

Carl Roth, Karlsruhe, D
Bioline, Luckenwalde, D
Provitro, Berlin, D

Riedel de Haen, Sigma Aldrich,
Taufkirchen, D

Sigma Aldrich, Taufkirchen, D
Merck, Darmstadt, D

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

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

Carl Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D

Siemens Healthcare, Erlangen, D

Octapharma, Langenfeld, D
Fermentas, Invitrogen, Carlsbad,
USA

Sigma Aldrich, Taufkirchen, D
Gibco, Invitrogen, Carlsbad, USA
BD Pharmingen, Heidelberg, D
Agfa, Leverkusen, D

Agfa, Leverkusen, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Fermentas, Invitrogen, Carlsbad,
USA

Roche, Mannheim, D

Fermentas, Invitrogen, Carlsbad,
USA

Fermentas, Invitrogen, Carlsbad,
USA

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

PAN Biotech, Aldenbach, D

Fluka, Sigma Aldrich, Taufkirchen,
D

CSL Behring, Marburg, D
Fermentas, Invitrogen, Carlsbad,
USA

Carl Roth, Karlsruhe, D
Applichem, Darmstadt, D
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TRIS-HCI Carl Roth, Karlsruhe, D
Trishydroxymethylaminomethan (TRIS) Carl Roth, Karlsruhe, D
Trypanblau Carl Roth, Karlsruhe, D
Tumonekrosefaktor alpha (TNF-a.) CellSystems, St. Katharinen, D
Tween20 Merck, Darmstadt, D
B-Mercaptoethanol Carl Roth, Karlsruhe, D

1.2 Verbrauchsmaterial

0,2 mL-Reaktionsgefalie GreinerBioOne, Frickenhausen, D

0,5 mL-Reaktionsgefale Nerbe Plus, Winsen/Luhe, D

1,5 mL-Reaktionsgeféale Sarstedt, Nimbrecht, D

Amicon Ultra-15 (Ultrafiltrationseinheiten) Millipore, Schwalbach/Taunus, D

Cellstar® 75 cm? Zellkulturflaschen GreinerBioOne, Frickenhausen, D

Cellstar® Plastikpipetten (5, 10, 25 mL) GreinerBioOne, Frickenhausen, D

Cellstar® TC-Platte mit 96 Vertiefungen, U- GreinerBioOne, Frickenhausen, D

Form

Cellstar® Zellkulturplatte mit 24 Vertiefungen GreinerBioOne, Frickenhausen, D

Cellstar® Zellkulturplatte mit 6 Vertiefungen GreinerBioOne, Frickenhausen, D

CryoTube™ Einfrierrdhrchen (1,8 mL) Nunc, Langenselbold, D

FACS-Messrohrchen (0,5 mL) Sarstedt, NUmbrecht, D

Falcon-GefaRe (15, 25 mL) Becton Dickinson (BD),
Heidelberg, D

Gewebekulturschalen mit Nocken (94 mm) GreinerBioOne, Frickenhausen, D

Halbmikro-Kivetten (d = 10 mm) VWR, Darmstadt, D

HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 HR Saule Pharmacia/GE Healthcare,
Freiburg, D

HiTrap Protein A HP-Saule (5 mL) Pharmacia/GE Healthcare,
Freiburg, D

HiTrap Protein G HP-S&ule (5 mL) Amersham Biosciences, GE
Healthcare, Freiburg, D

Hybond ECL Nitrozellulose Membran Biorad, Miinchen, D

Mikrotestplatte mit 96 Vertiefungen, flacher Sarstedt, Nimbrecht, D

Boden, unsteril

Minisart Sterilfilter (& 0,45 pum; 0,2 pm) Sartorius, Gottingen, D

NAb™ Protein L Spin Column (5 mL) Pierce/Perbio Science, Bonn, D

Neubauer improved Zahlkammer Brand, Wertheim, D

Polykarbonat-Kapillaren fir LightCycler Genaxxon, Ulm, D

Protean Blotpapier Biorad, Minchen, D

Servapor-Dialyseschlauch (&: 16 mm) Serva, Heidelberg, D

S-Monovette® 7,5 mL Z (Serumréhrchen) Sarstedt, Nimbrecht, D

Sterile Pipettenspitzen mit Filter Nerbe Plus, Winsen/Luhe, D
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1.3 Gerate

AKTA™ FPLC
AUutoMACS

BN ProSpec® (Photometer flir Nephelometrie)
Consort EV231 (Spannungsquelle)

Cylcer T personal (PCR-Cycler)

FACS Calibur (DurchfluBzytometer)

Hettich Universal 32 R Tischzentrifuge

Image Master VDS (Geldokumentationssystem)

Inverses Lichtmikroskop MBL 3100
LightCycler (Realtime-PCR Cycler)
MiniProtean TetraCell

MultiskanEx

My Cycler (Thermal Cycler)
Peristaltikpumpe P-1

pH-Meter CG 820
Pipettierhilfe (Pipet Boy)
Préazisionswaage

SmartSpec Photometer
Sterilbank (Classll Type A/B3)
Stickstofftank

Sysmex KX-21N
Thermomixer Comfort
TransBlot SD Semidry

Pharmacia/GE Healthcare,
Freiburg, D

Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, D

Siemens Healthcare, Erlangen, D
Sigma Aldrich, Taufkirchen D
Biometra, Gottingen, D

Becton Dickinson, Heidelberg, D
Hettich, Tuttlingen, D

Pharmacia Biotech, GE Healthcare,
Freiburg, D

Kriss Optronic, Hamburg, D
Roche, Mannheim, D

Biorad, Miinchen, D

Thermo Fisher Scientific,
Langenselbold, D

Biorad, Miinchen, D

Pharmacia Biotech, GE Healthcare,
Freiburg, D

Schott, Mainz, D

Integra Biosciences, Fernwald, D
Fischer Waagen, Goslar, D
Biorad, Miinchen, D

Nuaire, Plymouth, USA

Air Liquide, Dusseldorf, D
Sysmex, Norderstedt, D
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, D
Biorad, Miinchen, D
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1.4  Biochemische und Molekularbiologische Kits

CD14"-Beads

Nucleospin RNA 11 Kit

ProteoJET Cytoplasmic and Nuclear Protein
Isolation Kit

ProteoJET Membrane Protein Isolation Kit

QIAquick DNA extraction Kit

Quantikine human BAFF/BlyS ELISA
Supersignal® West Pico Chemiluminescent
Substrate

1.5 Zelllinien

Tab. 1: verwendete Zelllinien

Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, D

Macherey-Nagel, Duren, D
Fermentas, Invitrogen, Carlsbad,
USA

Fermentas, Invitrogen, Carlsbad,
USA

Qiagen, Hilden, D

R&D Systems, WI-Nordenstadt, D
Biorad, Miinchen, D

Name Zelltyp Bezugsquelle
U937 Histiozytisches Lymphom, AG Prof. K. T. Preissner, Abteilung
Human Biochemie des Uniklinikums
HL-60 Akute myeloide Leukemie, Giessen
Human
THP-1 Akute monozytare Leukemie,
Human
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1.6  Antikorper

1.6.1 Primarantikorper

BAFF Kaninchen anti human, AbD serotec, Disseldorf, D
polyklonal

BAFF Ratte anti human, monoklonal ~ Axxora, Lorrach, D

(Atto488)

Calnexin Maus anti human, monoklonal  Sigma Aldrich, Taufkirchen, D

CD 14 (PerCP- Maus anti human, monoklonal ~ BD Pharmingen, Heidelberg, D
Cy5.5)

GAPDH Maus anti human, monoklonal  Millipore, Schwalbach/Taunus, D
Histon H4 Maus anti human, monoklonal  Cell Signaling, NEB, Frankfurt, D
Isotyp Ratte 1gG2a Axxora, Lorrach, D

(Atto488)

Isotyp (PerCP- Maus 1gG2b BD Pharmingen, Heidelberg, D
Cy5.5)

B-Tubulin Maus anti human, monoklonal  Sigma Aldrich, Taufkirchen, D

1.6.2 Sekundarantikorper

Ziege anti Kaninchen (HRP) Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg, D

Esel anti Maus (HRP) Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg, D
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1.7 Primer

Tab. 2: verwendete Primer

Bezeichnung  Nukleotidsequenz

CD16_603f 5’-TGTCAACCATCTCATCATTC-3’
CD16_770r 5’-GAGGGTCCTTTCTCCATTT-3’
CD32b_421f 5-CTTTCTGAGTGGCTGGTG-3’
CD32b 598r 5’-GGTTTGCTTGTGGGATGGA-3’
CD64_39f 5’-AGTTGATGGGCAAGTGGAC-3’
CD64_203r 5’-GTGATTCTGTAGCTGGGG-3’
BAFF_277f  5’-CTCCCACGGAAGGAAAGCC-3’
BAFF_522r  5’-TCTGGACCCTGAACGGCAC-3’
BAFF_319f 5-CACGGTGGTGTCTTTCTAC-3’
BAFF 494r  5°-GAGCTGGTGGTTCAAAGAT-3’
GAPDH _f 5’-GGAGTCCACTGGCGTCTTCAC-3’
GAPDH _r 5’-ATCTGCCGTCCAGTCCAGGTG-3’
GAPDH_537f 5-GATCATCAGCAATGCCTCC-3’
GAPDH_697r 5’-CATCAGCCACAGTTTCCC-3’

Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer basieren auf Sequenzen humanen Ursprungs.

1.8  Software

AKTA™ Unicorn Pharmacia/GE Healthcare, Freiburg, D

Ascent ThermoFisher Scientific, Langenselbold, D

CellQuest® BD Pharmingen, Heidelberg, D

WinMDI The scripps research institute, La Jolla,
CA, USA

PrimerPremier Premier Biosoft, Palo Alto, CA, USA

LightCycler®, Version 1.5 Roche, Mannheim, D

GraphPad Prism GraphPad Software, La Jolla, CA, USA

ImageJ NIH, Bethesda, MD, USA

Promoter Database CSHL, Cold Harbor, NY, USA
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2. Methoden

2.1 Zellbiologische Methoden

2.1.1 Kultivierung von Zellen

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Zellen handelt es sich um die immortalisierten,
humanen Zelllininen U937, THP-1 und HL-60. Sie sind monozytéren Ursprungs und wachsen
als Suspensionskulturen. Des weiteren wurden Primarkulturen von frisch isolierten
Monozyten verwendet.

Die immortalisierten Zellen wurden in 75 cm? Zellkulturflaschen, die priméarisolierten
Monozyten in Kulturplatten mit 24 Vertiefungen bei 37 °C in feuchter, 5 %iger CO;-
Atmosphére (Standardbedingungen) kultiviert.

Kulturmedium fir immortalisierte Zellen: RPMI 1640 (enthalt 2 mM stabiles Glutamin)
10 % Fotales Kélberserum (FCS)
5 % (v/v) Penicillin/Streptomycin

Kulturmedium fr Primarzellen: RPMI 1640 (enthalt 2 mM stabiles Glutamin)
10 % FCS
25 pg/mL Gentamycin

Alle Arbeiten in der Zellkultur wurden unter sterilen Bedingungen an einer daflr
vorgesehenen Werkbank (Nuaire) durchgefiihrt. Alle in der Zellkultur verwendeten Ldsungen
und Materialien waren steril um jegliche Kontamination der Zellen zu vermeiden. Damit eine
Kontamination mit Mycoplasmen ausgeschlossen werden konnte, wurden die Kulturen

regelméRig mittels einer PCR-basierten Detektionsmethode (Minerva Biolabs) getestet.

2.1.2 Langzeitlagerung von Saugerzellen — Einfrieren und Auftauen

Zur  zeitlich  unbefristeten Aufbewahrung von immortalisierten Zellen ist die
Kryokonservierung ein typisches Verfahren. Das verwendete Einfriermedium verhindert eine
Lyse der Zellen wéhrend des Einfrier- und Auftauvorgangs. Zum Einfrieren wurden die

Zellen mit einer Pipette aus der Kulturflasche in ein 15 mL-Gefal} Uberfuhrt. Die
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Zellsuspension wurde zentrifugiert (4 min, 230 x g, Raumtemperatur (RT)) und der Uberstand
abgesaugt. Das Zellpellet wurde in 1 mL Einfriermedium resuspendiert, auf zwei
Kryorohrchen verteilt und fur 24 Stunden (h) bei-80 °C in Isopropanol gelagert. Das
Isopropanol gewahrleistet eine schonende Abkilhlung der Zellen, da es eine Abkuhlrate von
1 °C/min hat. Nach 24 h wurden die Zellen in flussigen Stickstoff Gberflhrt.

Um kryokonservierte Zellen wieder in Kultur zu nehmen ist es wichtig, die Zellen schnell
aufzutauen, da das im Einfriermedium enthaltenen DMSO zytotoxisch wirkt. Dazu wurde vor
dem Auftauen der Zellen vorgewdarmtes Medium in ein 15 mL-Gefa vorgelegt. Die
aufzutauenden Zellen wurden in 37 °C warmes Wasserbad gehalten bis sich fast alle
Eiskristalle gel6st hatten. Dann wurden die Zellen mit einer Pipette in das vorbereitete Gefal
uberfihrt, mit dem vorgelegten Medium durchmischt und zentrifugiert (4 min, 230 x g, RT).
Um das zytotoxische DMSO zu entfernen wurde das Zellpellet in einem gréReren Volumen
Medium resuspendiert und erneut zentrifugiert (4 min, 230 x g, RT). Danach wurde das
Zellpellet in 5 mL Medium resuspendiert und in eine Kulturflasche (75 cm?, 15 mL Medium)
uberfihrt. Die Zellen wurden bei Standardbedingungen (37°C, 5 %, CO,) fiir 24 h kultiviert,

dann wurde ein Mediumwechsel vorgenommen.

Einfriermedium zur Kryokonservierung: 10 % (v/v) DMSO in FCS

2.1.3 Mediumwechsel, Zellpassage und Zellernte

Zur Passage wurden die Zellen alle 2-3 Tage durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren
durchmischt, in ein 15 mL-Gefal dberfihrt und zentrifugiert (4 min, 230 x g, RT).
AnschlieBend wurde der Uberstand entfernt und das Zellpellet in vorgewarmten Medium
aufgenommen. Entsprechend der bendtigten Zelldichte wurde 1/5- bis 1/20stel der Zellen
zuriick in die Kulturflasche gegeben, und bei Standardbedingungen weiter kultiviert.

Zur Zellernte wurde das Zellpellet nach der Zentrifugation in phosphatgepufferter Salzlésung
(1x PBS) resuspendiert und zentrifugiert (4 min, 230 x g, RT), um das Kulturmedium
komplett zu entfernen. Das Pellet wurde in entsprechender Losung resuspendiert und je nach

Verwendungszweck weiter verarbeitet.
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10x PBS-Puffer: 1,45 M NaCl
100 mM NazHPO4 X2 Hzo
24,17 mM NaH,PO,4 x H,0O
Gelost in 1 L A. dest; pH auf 7,2-7,35
einstellen

1x PBS-Puffer: 10 % (v/v) 10x PBS; ad A. dest 1 L

2.1.4 Primarkulturen

Priméarkulturen sind nicht immortalisierte Zellkulturen, die direkt aus einem Gewebe oder
Organ gewonnen werden. Entscheidende Unterschiede zur Dauerkultur sind die begrenzte
Lebensdauer und das Auftreten typischer Veranderungen wahrend des Kulturverlaufs.

Die Isolation humaner Monozyten erfolgte aus frischen buffy coats gesunder Blutspender des
Instituts fur Kklinische Immunologie und Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums
Giessen. Alle Blutspender stimmten einer Verwendung 0berschiissigen Materials ihrer
Blutspende zu wissenschaftlichen Zwecken zu.

Zunédchst wurden mononukledre Zellen aus dem peripheren Blut (PBMCs) gesunder
Probanden mittels Dichtezentrifugation gewonnen. Hierflir wurde das unter sterilen Kautelen
entnommenen Blut aus einem buffy coat (ca. 80 mL) in drei sterile 50 mL-GefaRe verteilt und
mit je 30 mL 1x PBS vermischt. In vier weitere sterile 50 mL-Gefalle wurden je 15 mL
Ficoll-Paque (Dichte 1,077 g/mL; GE Healthcare) vorgelegt und anschliefend mit ca. 45 mL
des Blut-PBS-Gemischs vorsichtig uberschichtet. Danach erfolgte eine Zentrifugation
(30 min, 360 x g, RT) ohne Bremse. Durch die Zentrifugation wurden Zellen mit einer
héheren Dichte (Erythrozyten, Granulozyten) am Boden pelletiert, wahrend sich
mononukledare Zellen in der Interphase zwischen Plasma und Separationsmedium
anreicherten. Dieser Interphasering wurde anschlieBend mit einer Pasteurpipette entnommen
und in zwei 50 mL-Geféale (berfiihrt. Beide GefalRe wurden mit 50 mL 1x PBS auf 50 mL
aufgefillt und zentrifugiert (10 min, 460 x g, RT). Nach Verwerfen des Uberstandes wurden
die Zellpellets aufgerittelt und in 50 mL 1x PBS aufgenommen. Es folgten eine
Zentrifugation (10 min, 80 x g, RT) und ein erneuter Waschschritt. Anschlieend wurden die
Zellpellets in 5 mL Separationspuffer suspendiert und bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis
aufbewahrt. Zur Bestimmung der Zellzahl wurde ein Aliquot (10 pL) entnommen und mit
1x PBS 1:10 verdiinnt. Die Zellen wurden auf eine Konzentration von 1-5 x 10° Zellen

eingestellt.
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Separationspuffer fir AutoMACS: 1x PBS
2 mM EDTA
0,5 % (w/v) BSA

Die Aufreinigung der CD14"-Zellen aus den zuvor isolierten PBMCs wurde mit Hilfe von
CD14"-Microbeads (Miltenyi Biotec) erreicht. Das Prinzip dieser Trennungsmethode beruht
auf der magnetischen Markierung von CD14"-Zellen mit Hilfe von Antikorper-gekoppelten
Microbeads. Die Zellsuspension mit den markierten Zellen wird auf eine mit Eisenktigelchen
gefiillte Trennsdule geladen, an der ein starkes elektromagnetisches Feld aufgebaut wird. Die
markierten Zellen werden in diesem elektromagnetischen Feld festgehalten, wohingegen die
unmarkierten Zellen die S&ule ungehindert passieren koénnen. Nach Entfernung der
Magnetisierung konnen die Monozyten als CD14"-Zellfraktion von der Saule eluiert werden.
Es handelt sich bei dieser Trennungsmethode um eine sogenannte positive Selektion.

1-5 x 10® PBMCs wurden mit 100-500 pL Microbeads in einem 15 mL-GefaR vermischt und
fir 15 min bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurden 10 Volumen Separationspuffer dazu
gegeben und das Gemisch zentrifugiert (5 min, 300 x g, RT). Nach Verwerfen des
Uberstandes wurde das Zellpellet in 0,5-2,5 mL Separationspuffer aufgenommen. Die
positive Selektion der Zellen wurde am AutoMACS (Miltenyi Biotec) unter Verwendung des
Programms ,,Possel durchgefiihrt. Nach der Aufreinigung wurde aus der positiven Fraktion
ein Aliquot (10 pL) zur Bestimmung der Zellzahl entnommen und 1:10 mit 1x PBS verdnnt.
Die anschlielende Zellz&hlung erfolgte mit Hilfe des automatischen Hdmatologieanalysators
Sysmex KX-21N (Sysmex). Die Zellen wurden auf 8 x 10° Zellen/mL verdiinnt und in
Kulturplatten mit 24 Vertiefungen ausgesét. Dazu wurde 0,75 mL Medium in jede Vertiefung
vorgelegt und je 0,25 mL Zellsuspension dazu pipettiert, um ein Endvolumen von 1 mL pro
Vertiefung und eine Zellzahl von 2 x 10° Zellen/mL zu erhalten. Die Zellen wurden nach der
Isolierung Uber Nacht im Inkubator bei Standardbedingungen inkubiert, bevor sie am

néchsten Tag stimuliert wurden.
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2.1.5 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl von immortalisierten Zellkulturen wurde eine Neubauer-
Zahlkammer (improved) verwendet. Die Zellen wurden abzentrifugiert (4 min, 230 x g, RT)
und das Pellet in Medium resuspendiert. Dann wurde das Deckglas ordnungsgemaR auf der
Zahlkammer angebracht, so dass es sich nicht mehr verschieben lieR. Die korrekte
Anbringung ist die Voraussetzung flr eine exakte Berechnung der Zellzahl, weil dadurch ein
definierter Raum von 0,1 mm® = 0,1 pL pro GroBquadrat geschaffen wird.

Die Zellen wurden mit 1x PBS in einem 1,5 mL-Reaktionsgefall verdunnt (1:10-1:80) und
anschlieRend mit einer Pipette auf die Z&hlkammer aufgetragen. Zur Ermittlung der Zellzahl
wurden die Zellen in allen 4 GroRquadraten mit Hilfe eines inversen Lichtmikroskops (Kriss)
bei 10facher Objektivvergrofierung gezahlt und die Zellzahl pro mL durch folgende Formel
errechnet:

Zellen pro mL = Zellzahl x Verdiinnung x 10*
4

Zur Bestimmung der Zellzahl wéhrend und nach der Isolierung primarer Zellen wurde der

vollautomatisierte Hamatologieanalysator SYSMEX KX-21N (Sysmex) verwendet. Diese
Testmethode basiert auf der Messung der unterschiedlichen elektrischen Leitfahigkeiten von
Blut und Verdinnungsflussigkeit. Des weiteren wird mittels VVorwaértsstreuung und 90°-
Streulichtmessung des eingestrahlten Lichts eine Diskriminierung der Zellpopulationen

vorgenommen.

2.1.6 Kontrolle der Zellvitalitat

Die Zellvitalitat von Zellkulturen wurde in regelmaRigen Abstdanden durch Farbung von
Zellen mit Trypanblau kontrolliert, um auszuschlieRen, dass etwaige Effekte durch Apoptose
der Zellen verursacht werden. Trypanblau ist ein anionischer Diazofarbstoff, der nur in Zellen
mit defekter Membran eindringen kann. Tote Zellen werden dunkelblau gefarbt, vitale Zellen
bleiben ungeféarbt. Zur Durchfihrung dieser Farbung wurden die Zellen aus einer
Kulturflasche zentrifugiert (4 min, 230 x g, RT) und das Pellet in Medium resuspendiert. Aus
dieser Zellsuspension wurden 10 pL entnommen und in einem 1,5 mL-Reaktionsgefal
pipettiert, anschliefend mit 1 Volumen Trypan-Blau-Losung vermischt und auf die
Zahlkammer aufgebracht. Wie oben beschrieben wurde die Gesamtzahl der Zellen pro mL

sowie der prozentuale Anteil an blauen (= toten) Zellen bestimmt.
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Trypan-Blau-Féarbeldsung: 0,4 % (w/v) Trypan-Blau gel6st in 1x PBS

Des weiteren wurde zur Kontrolle der Zellvitalitat die 7-AAD-Férbung eingesetzt. 7-AAD
(= 7-Aminoactinomycin D) ist ein Peptid mit der Grundstruktur von Actinomycin. Es kann
nur in Zellen ohne intakte Zellmembran eindringen und besitzt interkalierende Eigenschaften.
Durch die Interkalation mit der DNA verdndert sich sein Fluoreszenzcharakter. Aufgrund
dieser Eigenschaften wird er zur Diskriminierung toter Zellen in der Durchflusszytometrie
eingesetzt. Um eine 7-AAD-Farbung durchzufiihren, werden die geernteten Zellen ein Mal
mit 1x PBS gewaschen. Anschlielend werden sie in FACS-Puffer gewaschen
(s. Durchflusszytometrie, S. 34f) und mit einer 7-AAD-Férbelosung (BD Pharmingen;
Endkonzentration: 0,125 pg/Test) fur 10 min bei 4 °C im Dunklen inkubiert. Nach zwei
Waschschritten mit FACS-Puffer wurden 10.000 Zellen pro Probe am Durchflusszytometer
FACS Calibur bei 650 nm detektiert (s. Durchflusszytometrie S. 37f).

2.1.7 Stimulation von immortalisierten Zellen

Aus einer laufenden Zellkultur wurden Zellen abzentrifugiert und anschliel}end die Zellzahl
mit der Neubauer-Zahlkammer (improved) bestimmt. Je nach Verwendung wurde die
Zellzahl auf 2 x 10° — 3 x 10° Z/mL (Ausgangszellzahl) verdiinnt und in die vorbereiteten
Kulturschalen bzw. —platten verteilt. Nach Zugabe der entsprechenden Stimulanzien folgte die
Inkubation der Zellen im Inkubator bei Standardbedingungen fiir entsprechende Zeitrdume

(bei den jeweiligen Versuchen beschrieben).

2.2 Immunologische Nachweismethoden

2.2.1 Durchflusszytometrie (FACS = fluorescence activated cell sorting)

Mit Hilfe eines Durchflusszytometers kdnnen verschiedene physikalische Eigenschaften der
in einer Zellsuspension enthaltenen Zellen analysiert werden. Dazu werden die Zellen in
einem laminaren Probenstrom einzeln an einem Laser vorbeigeleitet und ihre relative
Granularitét, ihre relative GrofRe oder ihre relative Fluoreszenzintensitdt gemessen. Diese

Informationen werden durch ein optisch-elektronisches System erfasst.
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In dieser Arbeit wurden durchflusszytometrische Messungen zur Bestimmung der Reinheit
von Primérisolaten sowie zur Detektion der Expression verschiedener membrangebundener

und intrazellul&rer Proteine und zur Analyse des 7-AAD-Apoptose-Assays angewendet.

2.2.2 Nachweis membrangebundener Proteine mittels Durchflusszytometrie

Nach der Zellstimulation wurden die Zellen geerntet und ein Mal mit 1x PBS gewaschen, um
Medienbestandteile zu entfernen. Die Zellpellets wurden danach in FACS-Puffer
aufgenommen und je 100 pL in die Vertiefungen einer Kulturplatte mit 96 Rundvertiefungen
pipettiert. Nach einer Zentrifugation (4 min, 230 x g, 4 °C) wurden die Zellen mit einem
Atto488-makierten anti-BAFF-Antikorper (13,3 pug/mL, Axxora) und einem PerCP-Cy5.5-
makierten anti-CD14-Antikorper (10 pg/mL, BD Pharmingen) fur 20 min bei 4 °C inkubiert.
Die optimale Konzentration war fir die verwendeten Antikérper in vorangegangenen
Experimenten mittels Titration des Antikdrpers bestimmt worden. AnschlieRend wurden jeder
Vertiefung 50 pL FACS-Puffer zugesetzt und die Platte zentrifugiert (4 min, 230 x g, 4 °C).
Ein weiterer Waschschritt mit 100 pL FACS-Puffer folgte. Die Zellpellets wurden in 100 pL
FACS-Puffer resuspendiert und in Messréhrchen mit 100-200 puL FACS-Puffer tberfuhrt.
AnschlieBend  wurde  mittels  Durchflusszytometer  die  geometrisch-gemittelten
Fluoreszenzintensitaten (GMean) der Proben gemessen. Um eine unspezifische Bindung der
Antikorper auszuschlie3en, wurde bei den Messungen fiir jeden Antikorper Isotyp-Kontrollen
mitgeflhrt. Isotyp-Antikdrper sind Immunglobuline, die aus der gleichen Spezies wie der
Ziel-Antikorper gewonnen werden und der gleichen Immunglobulin-Subklasse angehdren.
Fur den anti-BAFF-Antikorper wurde ein Atto488-markierter Ratte 19G,q-1sotyp (Axxora),
fir den anti-CD14-Antikorper ein PerCP-Cy5.5-makierter Maus 1gGyp ~Isotyp (BD
Pharmingen) verwendet. Die Isotyp-Kontrollen wurden in der gleichen Konzentration wie
ihre Ziel-Antikorper eingesetzt. Nach der Messung wurden die GMean-Werte der Isotyp-
Kontrollen von den jeweiligen GMean-Werten der Ziel-Antikdrper abgezogen, wodurch die
Differenz (Delta, d) des GMean der Proben errechnet wurde:

dGMean = GMeanziei-antisrper — GMean sotyp.

Die Messung der Proben wurden mit Hilfe der Cellquest-Software, die Auswertung der Daten
mittels WinMDI-Software durchgefuhrt. Der Cut-Off fir die Auswertung der
Fluoreszenzintensitaten liegt bei 10" auf der X-Achse (Darstellung der Fluoreszenzintensitat):
Liegt die Fluoreszenzintensitat zwischen 10° und 10%, gilt die Probe als negativ fiir den
Antikorper, d. h. die Zellen exprimieren keine nachweisbaren Mengen des Antigens. Ist die
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Fluoreszenzintensitat groRer als 10%, gilt die Probe als positiv. Je starker die

Fluoreszenzintensitat, umso weiter rechts liegt die Kurve.

FACS-Puffer: 1x PBS
10 % (v/v) FCS
0,1 % NaNj

2.2.3 Nachweis von intrazellularen Proteinen mittels Durchflusszytometrie

Nach der Zellstimulation wurden die Zellen geerntet und ein Mal mit 1x PBS gewaschen um
das Medium zu entfernen. Die Zellpellets wurden danach in FACS-Puffer aufgenommen und
je 100 pL in die Vertiefungen einer Kulturplatte mit 96 Rundvertiefungen pipettiert. Flr den
Nachweis intrazelluldrer Protein missen die Zellen zundchst fixiert und permeabilisiert
werden, damit die Antikorper die Zellmembran passieren und im Zellinneren an die Proteine
binden konnen. Da die Zellpermeabilisierung mit Saponin ein sehr schonendes und
reversibles Verfahren ist, missen die Zellen wahrend der gesamten Aufarbeitung in einem
saponinhaltigen Puffer gel6st sein.

In dieser Arbeit wurden die Zellen mit 100 pL einer saponin- und formaldehydenthaltenden
Fixier- und Permeabilisierungs-Lésung (Cytofix/Cytoperm, BD Pharmingen) fir 20 min bei
4°C im Dunklen inkubiert. Nach zwei Waschschritten mit einer saponinhaltigen
Waschldsung (1x Perm/Wash-Puffer, BD Pharmingen) folgte eine 30miniitige Inkubation
(4°C, im Dunkeln) mit den Fluoreszenz-markierten Antikorpern (s. Nachweis
membrangebundener Proteine mittels Durchflusszytometrie, S. 37f), die in je 50 uL saponin-
haltiger Waschlosung zu den Zellen gegeben wurden. Nach der Inkubation wurden erneut
50 pL saponin-haltige Waschlésung in jede Vertiefung pipettiert und die Platte zentrifugiert
(4 min, 230 x g, 4 °C). Es folgten zwei Waschschritte mit je 100 pL saponin-haltiger
Waschlosung und anschlielender Aufnahme der Zellen in 100 pL FACS-Puffer. Die
Zellsuspension wurde in vorbereitet Messrohrchen berfihrt und bis zur Messung am
Durchflusszytometer bei 4 °C im Dunklen aufbewahrt.

Messung und Auswertung wurden durchgefuhrt wie bereits fir den Nachweis

membrangebundener Proteine mittels Durchflusszytometrie beschrieben (s. S. 37f).

38



Material & Methoden

2.2.4 Enzymgekoppeltes Immunadsorptionsassay (ELISA)

ELISA ist eine sehr sensitive Methode zur quantitativen Konzentrationsbestimmung von
Biomolekilen, z. B. Zytokinen, in Flussigkeiten. Der in dieser Arbeit verwendete ELISA-Test
ist ein Sandwich-ELISA: Die Oberflache einer Mikrotestplatte wird mit einem spezifisch
gegen das interessierende Antigen gerichteten, AntikOrper beschichtet und die zu
analysierende Probe dazugegeben. Das in der Probe enthaltene Antigen wird von dem
immobilisierten Antikdrper gebunden. Ein weiterer, ebenfalls fur das Antigen spezifischer,
Antikorper wird dazugegeben, der mit einem Enzym gekoppelt ist. Nach Zugabe des
Enzymsubstrates findet eine Farbreaktion statt, die durch die Herabsetzung des pH-Wertes
gestoppt wird. Die Menge des gebundenen Antigens ist proportional zur Farbintensitat und
wird indirekt durch Messung der Absorption bestimmt.

In dieser Arbeit wurden die BAFF-Konzentrationen der Kulturiiberstande mit dem Quantikine
human BAFF/BLyS ELISA (R&D Systems) bestimmt. Die Durchfiihrung erfolgte nach
Herstellerangaben: Die Proben wurden aufgetaut, aus dem BAFF-Standard wurden zwei
parallele Verdinnungsreihen angelegt. In jede Vertiefung der 96 Mikrotestplatte wurde
100 uL  Assay diluent wvorgelegt und 75 pL Kulturiberstand, Standard oder
Verdinnungslosung der Standards (Blank) pipettiert. Nach einer 2 stindigen Inkubation bei
Raumtemperatur wurden alle Vertiefungen vier Mal mit Waschpuffer gewaschen. In jede
Vertiefung wurde 200 pL Konjugat pipettiert und erneut fir 2 h bei RT inkubiert. Es folgten
vier Waschschritte und die Zugabe von 200 pL frisch zubereiteter Substratlosung zu jeder
Vertiefung. Wahrend einer Inkubation fur 30 min bei RT im Dunkeln fand eine
Farbentwicklung statt, die mit 50 uL 2 N Schwefelsdure beendet wurde. Innerhalb von 30 min
wurde die Absorption in einem Photometer (MultiskanEX, Thermo Fisher Scientific) bei einer
Wellenldange von 450 nm gemessen. Zusétzlich wurde eine zweite Messung mit einer
Referenzwellenldnge von 540 nm durchgefihrt. Aus den erhaltenen Rohdaten konnte mit der
Ascent-Software (Thermo Fisher Scientific) die Standardgerade erstellt sowie die BAFF-

Konzentrationen der Kulturiiberstande errechnet werden.
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2.3  Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Isolierung von Proteinen aus humanen Zellen

Um Proteine aus Zellen isolieren zu kdnnen mussen die Zellen zuvor aufgeschlossen werden.
Fur diese Arbeit wurde dazu ein nicht-mechanisches Aufschlussverfahren gewahlt. Mit dem
Zellaufschluss geht die Freisetzung von Proteasen einher, die zu einer Degradation der
Proteine flihren. Daher wurde zu dem Aufschlusspuffer Protease-Inhibitoren zugegeben.

Die Zellen wurden nach der Zellernte und einmaligem Waschen mit 1x PBS in 350 pL
Lysepuffer (CellLytic Reagent M, Sigma) aufgenommen. Der Lysepuffer war vor der Zugabe
zu den Zellen mit Serin- und Zystein-Protease-Inhibitoren (completeMini EDTAfree protease
inhibitor cocktail, Roche) komplementiert worden. Die Zellen wurden schittelnd fur 15 min
bei 25 °C in dem Lysepuffer lysiert. Nach anschlieender Zentrifugation (5 min, 11.000 x g,
4 °C) wurden die Uberstande in frische 1,5 mL-ReaktionsgefaRe iberfiinrt und entweder
sofort weiterverwendet oder bis zur weiteren Verwendung bei — 20 °C gelagert.

2.3.2 Trennung und Isolierung von Membran- und Zytoplasmaproteinen aus

humanen Zellen

Fur die Untersuchung der Expression von Proteinen im Zytoplasma von Zellen mussen diese
von den Proteinen der anderen Zellkompartimente abgetrennt werden.

In dieser Arbeit wurden die Membran- und Zytoplasmaproteine von immortalisierten
humanen Zellen mit Hilfe des ProteoJET Membrane Protein Extraction Kit (Fermentas)
isoliert. Die diesem Kit zugrunde liegende Methode beruht auf einer differentiellen,
schrittweisen Solubilisierung der Proteine. Die Behandlung der Zellen mit unterschiedlichen,
milden, nicht-denaturierenden Detergenzien fihrt zu einer selektiven Trennung von
Membranen und membranassoziierten Proteinen von der zytoplasmatischen Proteinfraktion.
Die Zellen werden zunédchst permeabilisiert, um die Zytoplasmaproteine freizusetzen. Die
Zelltrummer werden dann mit Membranprotein-Extraktionspuffer versetzt, der selektiv die
Integral- und membranassoziierten Proteine 10st und sie als separate Fraktion isoliert.

Die Fraktionierung der Proteine wurde nach modifiziertem Herstellerprotokoll durchgefihrt.
Zundachst wurden alle Losungen mit Protease-Inhibitoren (completeMini EDTAfree protease
inhibitor cocktail, Roche) versetzt. Fiir die Isolierung wurden die Zellen (5 x 10° -1 x 10’
Zellen/Probe) zentrifugiert (5 min, 250 x g, 4 °C) und zwei Mal mit 2 mL eiskalten 1x PBS
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gewaschen (5 min, 250 x g, 4 °C). Die Zellpellets wurden je nach GroRe in 0,5-1 mL eiskalten
Permeabilisierungspuffer aufgenommen, kurz durchmischt und 30 min bei 4 °C schittelnd
(800 rpm) im Thermomixer (Eppendorf) inkubiert. Um die Zytoplasma- von der
Membranfraktion zu trennen, wurde eine Zentrifugation (15 min, 16.000 x g, 4 °C)
durchgefiihrt. Die Uberstande (= Zytoplasma-Proteine) wurden in frische 1,5 mL-
ReaktionsgeféaRe tberfiihrt und direkt weiterverwendet oder bis zur Weiterverwendung bei

— 80 °C aufbewahrt. Die Pellets (= Membranproteine) wurden in 0,5 mL eiskalten
Membranprotein-Extraktionspuffer aufgenommen und durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren darin vollstandig gelost. Nach einer 60 minutigen Inkubation, schittelnd
(1400 rpm) im Thermomixer (Eppendorf), bei 4 °C folgte ein Zentrifugationsschritt (15 min,
16.000 x g, 4 °C) zur Reinigung der Extrakte. Die Uberstande (= Membranproteine) wurden
in frische 1,5 mL-ReaktionsgefaRe Uberflhrt und sofort weiterverwendet oder bis zu

Weiterverwendung bei — 80 °C aufbewahrt.

2.3.3 Trennung und Isolierung von Kern- und Zytoplasmaproteinen aus

humanen Zellen

Um die Expression von Proteinen im Zellkern (Nukleus) zu untersuchen, missen diese von
den Proteinen anderer Zellkompartimente getrennt werden.

In dieser Arbeit wurden die Kern- und Zytoplasmaproteine von immortalisierten humanen
Zellen mit Hilfe des ProteoJET Cytoplasmic and Nuclear Protein Extraction Kit (Fermentas)
isoliert. Die Durchfuhrung erfolgte nach modifiziertem Herstellerprotokoll. Vor Beginn der
Isolierung wurden die zu verwendenden Ldsungen (im Kit enthalten) mit Protease-Inhibitoren
(completeMini EDTAfree protease inhibitor cocktail, Roche) und Dithiothreitol (DTT)
komplementiert. Dann wurden die Zellen (ca. 5 x 10° Zellen/Probe) zentrifugiert (5 min,
250 x g, 4 °C) und ein Mal mit 1x PBS gewaschen (5 min, 250 x g, 4 °C). Mittels einer
Pipette wurde das Pelletvolumen bestimmt und 10 Volumen des Zelllysepuffer zugefiihrt. Die
Zellsuspension wurde fir 10 Sek durchmischt. Darauf folgte eine 10minttige Inkubation auf
Eis. Um die Zytoplasmafraktion von den Kernproteinen zu trennen wurden die Proben
zentrifugiert (10 min, 500 x g, 4 °C). Der Uberstand (= Zytoplasmafraktion) wurde in ein
frisches 1,5 mL-Reaktionsgefale tberfiihrt und erneut zentrifugiert (15 min, 20.000 x g,
4 °C). Der Uberstand wurde in ein frisches 1,5 mL-ReaktionsgefaRe Gberfihrt und sofort
weiterverwendet oder bis zur Weiterverwendung bei - 80 °C aufbewahrt. Das Kern-Pellet

wurde in der Zwischenzeit auf Eis aufbewahrt und anschlielend zwei Mal mit 500 pL
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Waschpuffer gewaschen. Dazu wurde es nach Zugabe des Kern-Waschpuffers kurz
durchmischt, fir 2 min auf Eis aufbewahrt und dann zentrifugiert (10 min, 500 x g, 4 °C). Die
Uberstinde wurden jeweils verworfen. Nach dem zweiten Zentrifugationsschritt wurde das
Pellet in 120 pL eiskalten Kernaufbewahrungspuffer durch wiederholtes Auf- und
Abpipettieren geldst. Um die Kerne zu lysieren wurde 1/10tel Volumen Kernlyse-Reagenz
zugesetzt und die Losung kurz durchmischt. Es folgte eine Inkubation von 30 min, schiittelnd
(1200 rpm) im Thermomixer (Eppendorf) bei 4 °C, sowie eine abschlielende Zentrifugation
(5 min, 20.000 x g, 4 °C). Der Uberstand (= Kernproteine) wurde in ein frisches 1,5 mL-
ReaktionsgefaR Uberflhrt und sofort weiter verwendet oder bis zur Weiterverwendung bei

— 80 °C aufbewahrt.

2.3.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

2.3.4.1 Kolorimetrisch

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen kann auf verschiedene Weisen erfolgen. In
dieser Arbeit wurde sie mit dem sogenannten Bradford-Test unter Verwendung der Roti®-
Quant-Reagenz (Carl Roth) durchgefihrt. Diese sensitive Methode der kolorimetrischen
Konzentrationsbestimmung beruht auf der Uberfiihrung des Farbstoffs (Coomassie Brilliant
Blue-G250) vom kationischen in den anionischen Zustand, einhergehend mit einer
Verédnderung der Absorption. Die Absorptionsdnderung ist  proportional  zur
Proteinkonzentration und kann bei einer Wellenlange von 595 nm erfasst werden. Fir die
genaue Konzentrationsbestimmung wird bei jeder Messung eine Eichgerade erstellt. Dazu
wird eine Verdunnungsreihe von einer BSA-LAsung definierter Konzentration angefertigt.

Die Durchfihrung erfolgte nach Herstellerangaben. Standards und Proben wurden in
Duplikaten angelegt. Dazu wurde 50 pL Standard bzw. Probe in Vertiefungen einer Testplatte
mit 96 Vertiefungen (flacher Boden, Sarstedt) pipettiert. 2 Volumen Roti®-Quant 5x-Ldsung
wurde mit 5,5 Volumen A. dest in einem 15 mL-GeféaR vermischt. Die Proben wurden vorher
mit A. dest 1:10-1:80 verdiinnt. Je 200 pL vorbereitete Bradfordreagenz wurde zu den
vorgelegten Standards und Proben pipettiert. Nach einer 5minltigen Inkubation bei
Raumtemperatur im Dunkeln konnte die Absorptionsmessung bei 595 nm am ELISA-
Plattenlesegerdt (MultiskanEx, ThermoFisher Scientific) erfolgen. Die Erstellung der
Eichgerade und die Berechnung der Konzentrationen wurden unter Verwendung der Ascent-

Software (ThermoFisher Scientific) durchgefiihrt.
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2.3.4.2 Nicht-kolorimetrisch

Alternativ zur Absorptionsmessung im sichtbaren Bereich kann die Proteinkonzentration auch
uber die Absorption im UV-Bereich abgeschétzt werden. Bei dieser Methode nutzt man die
Absorption der aromatischen Aminosdauren Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin bei
280 nm. Eine exaktere Konzentrationsbestimmung eines reinen Proteins ist dann mdglich,
wenn der Absorptionskoeffizient dieses Proteins bei einer definierten Wellenldnge bekannt
ist. Fur IgG beispielsweise gilt, dass eine 0,1 %ige Losung eine Absorption von Azgonm = 1,4
aufweist. In dieser Arbeit wurde die nicht-kolorimetrische Konzentrationsbestimmung
verwendet, um den ungefahren IgG-Gehalt der eluierten Fraktionen der Protein G-
Saulenchromatographie zu bestimmen. Dazu wurden die eluierten Fraktionen der Protein G-
Saulenchromatographie unverdinnt in Halbmikrokiivetten aus Kunststoff (10 mm
Schichtdicke, VWR) pipettiert und die Absorption im Photometer (SmartSpec, Biorad) bei

280 nm gemessen.

2.3.4.3 Nephelometrisch

Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Eigenschaft von Immunkomplexen, einfallendes
Licht zu streuen. Die Lichtstreuung verhdlt sich dabei proportional zur Anzahl der
Immunkomplexe und des Grades ihrer Vernetzung. Fur diese Messungen wird
monochromatisches Licht eingesetzt, das durch einen Laser erzeugt wird. Dieses wird auf die
in der Losung enthaltenen Immunkomplexe gelenkt und von diesen gestreut. Das Streulicht
kann dann mit Hilfe von Photodetektoren gemessen und quantifiziert werden.

In dieser Arbeit wurde die Nephelometrie zur Konzentrationsbestimmung von I1gG in
humanem Serum sowie in Immunglobulin-Praparaten verwendet. Dazu wurden die Proben
gegebenenfalls mit N-Diluent (Siemens) in einem 1,5 mL-Reaktionsgefal3 verdinnt und

mittels eines Photometers (BN ProSpec®, Siemens) gemessen.
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2.3.5 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen (SDS-PAGE)

Bei dieser Methode zur Analyse von Proteingemischen werden die Proteine nach ihrer
Molekularen Masse in einem SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Bindung der Proteine an Natriumdodecylsulfat (SDS) fihrt neben der Bildung negativ
geladener Komplexe zur Protein-Denaturierung und verhindert Protein-Protein-
Wechselwirkungen (Quartarstrukturen).

Fur diese Arbeit wurde ausschlieflich das diskontinuierliche Lammli-System mit TRIS-
Glyzin-Puffer fir die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) verwendet. Ein solches
System besteht aus einem Sammelgel mit geringer Polyacrylamidkonzentration, das ein
Trenngel mit hoherem Polyacrylamidgehalt Gberschichtet. Aufgrund der geringen
Polyacrylamidkonzentration im Sammelgel ist das entstehende Netzwerk grof3porig, wodurch
der Siebeffekt entfallt und die Proteine konzentriert (gesammelt) werden. Im Trenngel ist das
Netzwerk wegen der hoheren Polyacrylamidkonzentration engmaschiger, weshalb die
Proteine nach ihrer Molekularen Masse aufgetrennt werden. Die Polymerisation der
Acrylamid-Lésungen wird durch die Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS) gestartet.
Tetramethylethylendiamin (TEMED) fungiert dabei als Katalysator.

Zur Vorbereitung der Gele wurden zwei Glasplatten mit Ethanol und anschlieBend mit A. dest
gereinigt. Die Glasplatten wurden in einer Gel-GieRvorrichtung (Biorad) zusammengebaut
und mit A. dest auf ihre Dichtigkeit gepruft. Nach Entfernung von A. dest wurden die
vorbereiteten Gel-Losungen (s. S. 45) zwischen die Glasplatten gefullt: erst die Trenngel-
Losung, die ca. 2/3tel des gegossenen Gels ausmachte. Um eine glatte obere Kante zu
erhalten wurde das Trenngel fir die Dauer der Polymerisation mit Isopropanol tberschichtet.
Nach vollstandiger Polymerisation des Trennngels wurde das Isopropanol entfernt. Dann
folgte das Einfiillen der Sammelgel-Lésung und das Einsetzen des Probenauftragskamms.
Nachdem auch das Sammelgel vollstandig auspolymerisiert war, wurden die fertigen Gele in
eine Gelelektrophorese-Apparatur (Biorad) platziert. Alle Zwischenrdume wurden mit 1x
SDS-Laufpuffer (Carl Roth) gefullt.
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Gellésungen (fir 10 mL Gel): Trenngel (inmL)  Sammelgel
(inmL)
10 % 12% 5%

H.0O 4 33 6,8
30 % Acryl/Bisacrylamid 3,3 4 1,7
1,5M TRIS pH 8,8 2,5 2,5 -
0,5M TRIS pH 6,8 - - 1,25
10 % SDS 0,1 0,1 0,1
10 % APS 0,1 0,1 0,1
TEMED 0,004 0,004 0,01

1x SDS-Laufgel: 10 % (v/v) 10x SDS-Laufpuffer

Zur Probenvorbereitung wurden die errechnete Proteinmenge in einem 15 mL-
Reaktionsgefal mit 6x SDS-Ladepuffer vermischt und 5 min bei 95 °C schuttelnd (400 rpm)
im Thermomixer (Eppendorf) inkubiert, wodurch eine Denaturierung der Proteine erfolgte.
AnschlieBend wurden die Proben nach einer kurzen Zentrifugation (1 min, 300 x g, RT) mit
einer Hamilton-Spritze (Hamilton) in die Taschen gefullt. Das in dem Ladepuffer enthaltenen

Glyzin sorgte fiir das Absinken der Proben in den Probentaschen.

6 x Proteinladepuffer: 0,375 M TRIS pH 6,8
55 % Glyzin
12 % SDS
0,5 M B-Mercaptoethanol
0,002 % Bromphenolblau

Um die molekulare Masse der aufgetrennten Proben bestimmen zu kdnnen, wurde neben den
Proben ein Protein-GroRRenstandard (Prestained Pageruler Protein Plus, Fermentas)

aufgetragen. AnschlieRend wurde das elektrische Feld angelegt:

Programm fur SDS-PAGE: Programmstufe ~ Spannung Zeit
V) (min)
1 90 30
2 120 75-90
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2.3.6 Farben von SDS-Gelen

Eine Standardmethode zum Farben von Proteingelen ist die Coomassie-Farbung. Sie wird
angewendet um die Vollstandigkeit des Transfers der Proteine von dem Gel auf die
Nitrozellulose-Membran zu Gberprufen.

Um die Gele anzufarben wurden sie 30 min in einer Coomassie Brilliant Blue R250-L6sung
(Biorad) bei Raumtemperatur inkubiert. Da der Farbstoff unspezifisch alle Proteine sowie den
Gelhintergrund farbt, wurden die Gele tber Nacht mit Entfarber-Lésung soweit entfarbt, dass
die Proteine als blaue Banden sichtbar blieben. Zur Dokumentation wurden die Gele an einem

Computer eingescannt.

Coomassie-Entfarber-Losung: 20 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsaure

2.3.7 Western-Analyse von Proteinen (Western Blot)

Um spezifische Proteine in einem Proteingemische nachweisen zu kdnnen ist der Western
Blot eine sehr sensitive Methode. Es handelt sich dabei um einen sog. Immunoblot, d. h.
Proteine kdnnen unter Verwendung spezifischer Antikdrper mittels einer immunologischen
Reaktion nachgewiesen werden. Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine werden auf
eine Membran ubertragen, wo sie fir weitere Reaktionen zugéanglicher sind als im Gel.

Hat der Proteintransfer von Gel auf Membran stattgefunden, werden die unspezifischen
Bindestellen der Membran mit einem Blocker abgesattigt. Darauf folgen die Zugabe des
spezifischen  Antikorpers, dem sog. Primdrantikérper, und die Zugabe des
Sekundarantikorpers, der mit einem Enzym konjugiert ist. Letzterer bindet an den
Primérantikorper. Durch Zugabe einer Substratlésung (Luminol), die von dem konjugierten
Enzym (Merrettichperoxidase, HRP) des Sekundérantikdpers umgesetzt werden kann,
entsteht ein Chemilumineszenz-Signal. Dieses Signal fihrt zu einer Bande, die auf einem
Rontgenfilm die Position des Antigens sichtbar macht.

In dieser Arbeit wurde fur die Ubertragung der Proteine von dem Gel auf die
Nitrozellulosemembran (GE Healthcare) das Semidry-Blot-System (Biorad) verwendet. Zur
Vorbereitung wurden Filterpapier und Membran auf die GrolRe des Gels zugeschnitten. Gel,
Filterpapier und Membran wurden fur einige Minuten mit Transferpuffer getrankt.
AnschlieBend wurde alles zwischen Anode und Kathode in folgender Reihenfolge platziert:
Anode — Filterpapier — Membran — Gel — Filterpapier — Kathode. Dabei wurde darauf
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geachtet, dass sich keine Luftblasen zwischen den Schichten befanden. Dann wurde das

elektrische Feld angelegt und die Proteine vom Gel auf die Membran ibertragen.

Transferpuffer: 10 % (v/v) 10x SDS-Laufpuffer
20 % (v/v) Methanol
mit A. dest auffiillen

Programm fur Proteintransfer: Stromstérke Spannung Zeit
(mA) V) (min)
300 - 450 25 50

Um die Qualitat des Transfers auf der Membran zu visualisieren wurde eine Ponceau-Farbung
durchgefihrt. Es handelt sich dabei um eine reversible Reaktion durch die unspezifisch alle
Proteine auf der Membran sichtbar werden. Dazu wurde die Membran fur wenige Minuten in
einer Gelfarbeschale mit 1 mL Ponceau-L6ésung bedeckt, welche anschliefend mit H,O
entfernt wurde. Bei einem erfolgreichen Transfer waren dann zahlreiche Proteinbanden auf

der Membran zu sehen.

Ponceau S-Farbeldsung: 0,25 % (w/v) Ponceau S
0,3 % (v/v) Trichloressigsaure
Mit A. dest auffullen

Der Ponceau-Farbung folgte das Blocken unspezifischer Bindungsstellen der Membran mit
1% Magermilch-TBS-Tween-Losung (TBST) fir 1 h bei RT. Im Anschluss wurde die
Membran mit dem Primarantikdrper in entsprechender Verdinnung in einer 1 %igen
Magermilch-TBST-L6sung Uber Nacht bei 4 °C bzw. 1 h bei RT inkubiert. Es folgten drei
Waschschritte mit TBST-Puffer. Die Membran wurde dann fir 1 h mit dem
Sekundarantikdrper bei Raumtemperatur inkubiert und wieder drei Mal gewaschen.

10x TBS (TRISgepufferter Saline)-Puffer: 1 M Tris
1,5 M NaCl
6 % (v/v) 10 N HCI
In A. dest l6sen, pH auf 7,5 einstellen
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TBST-Puffer:

1 % Magermilch-TBST:

10 % (v/v) 10x TBS
0,1 % (v/v) Tween20
0,5 % (w/v) BSA

1 % (w/v) Magermilch in TBST gel6st

Fur den Nachweis der enzymatischen Chemielumineszenz (ECL) wurde das SuperSignal®

West Pico Chemiluminescent Substrate von Biorad nach Herstellerangabe verwendet. Die

Membran wurde mit der ECL-LOsung (1 Volumen Peroxidlosung und 1 Volumen

Luminol-/Verstérkerlésung) 5 min inkubiert.

Im Anschluss wurde das Chemilumineszenz-

Signal auf einen Roéntgenfilm Ubertragen und durch Entwicklung und Fixierung (Agfa,

Dusseldorf) visualisiert.

Entwicklerldsung fiir Réntgenfilme:

Fixierlésung flr Rontgenfilme:

2.3.7.1 Auswertung der Western-Analysen

50 % (v/v) A. dest

25 % (v/v) Losung A

2,5 % (v/v) Lésung B

2,5 % (v/v) Lésung C

Mit A. dest auf 1 L auffillen; lichtgeschutzt
aufbewahren

60 % (v/v) A. dest

20 % (v/v) Losung A

5 % (v/v) Losung B

Mit A. dest auf 1 L auffillen; lichtgeschditzt
aufbewahren

Die entwickelten Filme der Membranen wurden in einen Computer eingescannt. Mit Hilfe des

Programms ,,Imagel* (NIH) wurde die Intensitit der Banden berechnet und die relativen

Expressionsunterschiede analysiert. Dazu wurde innerhalb einer Probe die Bandenintensitat

(1) des Zielproteins mit der Bandenintensitit des Referenzproteins ermittelt und der Quotient

(Ratio) daraus gebildet: Ratio = lzieiprotein / IReferenzprotein. AnschlieBend wurde der relative

Unterschied zwischen unstimulierter und stimulierter Probe berechnet:

REl&tiVEI’ EXpreSSIOﬂSUHterSChiEd (%) = RatiOStimu"erte Probe * 100 / Rati0ungtimu|ier[en Probe -
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2.4  Fraktionierung von Fab- und Fc-Fragmenten aus Immunglobulinen

2.4.1 Verdau von Immunglobulin mit Papain

Immunglobuline sind hochmolekulare Strukturen bestehend aus einem Fc-Fragment und zwei
Fab-Fragmenten, die mittels Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Die Verbindung
zwischen den Fab- und Fc-Fragmenten kann enzymatisch durch Papain oder Pepsin
aufgespalten werden. Bei dem Verdau mit Papain entstehen aus einem Immunglobulin-G-
Molekil (IgG) zwei Fab-Fragmente und ein Fc-Fragment. Wird IgG mit Pepsin verdaut,
entsteht ein F(ab‘)2-Fragment und mehrere Fc-Fragmentteile. Da es fir diese Arbeit wichtig
war von beiden Fraktionen intakte Fragmente zu erhalten wurde das IgG mit Papain verdaut.
Dazu wurde zundchst Intravendses Immunglobulin (= IVIg; Gamunex®) tber Nacht gegen
grole Volumina 1x PBS mit Hilfe eines Dialyseschlauchs dialysiert, um enthaltenen
Faktoren, die eventuell den Verdau storen konnten zu entfernen. Anschlielend wurde das
IVIg mit Papain (10 mg/mL) und Verdaupuffer in einem 50 mL-Reaktionsgefal} gemischt und
1 h bei 37 °C im Wasserbad verdaut. Dann wurde 80 mg Jodacetamid dazugegeben um die
Verdaureaktion zu stoppen (modifiziertes Protokoll nach Prof. F. Nimmerjahn). Zur Kontrolle
der Verdaueffizienz wurde eine kleine Probe des Verdaus (20 pL) in einem 10 %igen Gel
mittels SDS-Page (s. SDS-PAGE, S. 44f) aufgetrennt und mit Coomassiefarbung visualisiert
(s. Farben von SDS-Gelen, S. 46f).

Verdauansatz fur Papainverdau (30 mL): 15 mL Vg
13,5 mL Verdaupuffer®
15 mL Papain

4Verdaupuffer: 200 mL 1xPBS
1,8 mL 05MEDTA
160 mg EDTA
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2.4.2 Chromatographische Verfahren

2.4.2.1 GroRenausschlusschromatographie

Bei der GroRenausschlusschromatographie, auch Gelpermeationschromatographie genannt,
werden geldste Proteine nach ihrem Stokes-Radius aufgetrennt. Das Trennmedium besteht
aus quervernetzten, hydrophilen Makromolekulen, wie Sephacryl. Es wird entsprechend
seines Molekulargewichtsbereiches gewdhlt. Seine Poren sind so klein, dass hochmolekulare
Protein nicht in die Matrix eindringen kdnnen und dadurch in der Pufferlésung auBerhalb der
Matrix bleiben. Kleine Molekile dagegen, die in das Gel diffundieren kénnen, werden erst
spater von der Sdule eluiert.

Zur Auftrennung des IVIg-Verdaus wurde eine Sdule hochauflésendem Sephacryl-Saule
(HiPreP Sephadex 16/60 S-200 HR) verwendet. Sephacryl besteht aus einem N,N*-Methylen-
Bisacrylamid vernetzten Dextran, dessen Quervernetzung von hoher mechanischer Starke ist.
Die Trennséule wurde an ein AKTAT™FPLC-System mit Auto-Probensammler angeschlossen.
Mittels eines im FPLC-System enthaltenen UV-Detektionssystems und der AKTA™Unicorn-
Software wurde die UV-Absorption der Probe im Verlauf der Versuchsdurchfiihrung
dokumentiert. Damit der Lauf am Monitor verfolgt werden kann, muss das gesamte System
frei von Luftblasen sein. Alle Puffer und Proben missen vor Verwendung steril filtriert
(Poren-@: 0,2 um) werden, um zu verhindern das Kristalle oder andere groi3ere Partikel die
Dichtungen oder Schlduche verstopfen.

Nach dem die Saule mit einem Saulenvolumen (120 mL) 1x PBS equilibriert worden war,
wurde 2 mL des IVIg-Verdaus mit einer Spritze in das System eingeleitet. Die Probe wurde
mit einer Laufgeschwindigkeit von 1 mL/min tber die S&ule gepumpt und der Verlauf mittels
UV-Absorption verfolgt. Die aus der S&ule austretende Flissigkeit wurde mit in einem Auto-
Probensammler in 2 mL-Fraktionen gesammelt. Im Anschluss wurden zur Kontrolle Proben
von den proteinhaltigen Fraktionen in einem 10 %igen SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt
(s. SDS-PAGE, S. 44f) und mittels Coomassie-Farbung visualisiert (s. Farben von SDS-
Gelen, S. 46). Die Fraktionen der einzelnen Peaks wurden in einem Probenréhren gesammelt
und aufkonzentriert (s. Aufkonzentrierung von Proteinlésungen, S. 54f). Fraktionen, die noch
unverdautes IVIg enthielten, wurden nachverdaut (Ansatz wie Verdau, s. S. 49). Die
Fraktionen, die kein unverdautes 1VIg enthielten, wurden zur weiteren chromatographischen
Auftrennung eingesetzt. Nach Beendigung der Auftrennung wurde die Séule mit A. dest
gespult und mit 20 % Ethanol bei 4 °C aufbewahrt.
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2.4.2.2 Affinitatschromatographie

Das Prinzip der Affinitatschromatographie beruht auf einer spezifischen, reversiblen
Interaktion zwischen Stoffen einer stationdren und einer mobilen Phase. Bei der
Saulenchromatographie entspricht das Séulenfullmaterial der stationéren, die vorbeiflieRende

Losung der mobilen Phase.

2.4.2.2.1 Affinitatschromatographie mit Protein A-Saule

Protein A aus Staphylococcus aureus bindet reversibel Immunglobuline Gber ihren Fc-Teil.
Das 42 kDa groRBe Protein besteht aus sechs Regionen, finf davon mit hoher Fc-
Bindefdhigkeit; 1 M Protein A kann 2 M IgG binden. Bei der hierzu verwendeten HiTrap
Protein A HP-Séule liegt das Protein kovalent an Agaroseklgelchen gebunden, immobilisiert
in der Sdule vor.

Um Fab- von Fc-Fragmenten zu trennen wurde nach der GroRenausschlusschromatographie
die Affinitatschromatographie mittels Protein A-Sdule eingesetzt. Um den Verlauf der
Auftrennung mittels UV-Absorption zu verfolgen wurde die Trennsaule an ein
ATKAT™FPLC-System angeschlossen. Wie bei der GréRenausschlusschromatographie wurden
alle Puffer und Lésungen vor Verwendung steril filtriert (&: 0,2 um) und das System
luftblasenfrei gehalten. Nach Equilibrierung der S&ule mit Bindepuffer wurde 2 mL Probe mit
Hilfe einer Spritze in das Flussigkeitssystem eingefihrt. Zundchst wurde weiterhin
Equilibrierungspuffer (ber die Trennsdule geleitet, um ungebundene Probe (= Fab-
Fragmente) herauszuwaschen. AnschlieBend wurde mittels eines Puffergradienten der
Elutionspuffer auf die S&ule gepumpt, um die gebundene Probe (= Fc-Fragmente) zu eluieren.
Der Durchfluss als auch das Eluat der Sdule wurden mittels Auto-Probensammler in 1 mL-
Fraktionen gesammelt. Um den niedrigen pH-Wert des Elutionspuffers zu neutralisieren
wurde in jede Elutions-Fraktion 200 pL 1 M Tris-Puffer pH 8,5 pipettiert, damit die
enthaltenen Fc-Fragmente nicht denaturiert wurden. Im Anschluss wurden Proben der
interessanten Fraktionen in einem 10 %igen Gel mittels SDS-PAGE (s. SDS-PAGE, S. 44f)
aufgetrennt und mit Hilfe von Coomassie (s. Farben von SDS-Gelen, S. 46) visualisiert. Die
Fraktionen der Elution wurden in einem Probenréhrchen gesammelt und aufkonzentriert
(s. Aufkonzentrierung von Proteinlésungen, S. 54f), damit sie zur weiteren

chromatographischen Auftrennung eingesetzt werden konnten.
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Bindepuffer: 1 M Glyzin, gel6st in A. dest; eingestellt auf
pH9

Elutionspuffer: 1 M Glyzin, gel6st in A. dest; eingestellt auf
pH 2

1 M TRIS-Puffer: 1 M TRIS, gel6st in A. dest, eingestellt auf
pH 8,5

2.4.2.2.2 Affinitatschromatographie mit Protein L-S&ule

Protein L ist ein bakterielles Protein, das von Peptostreptococcus magnus stammt. Im
Gegensatz zu Protein A und G interagiert es mit den Fab-Doménen von IgG, da es an die
leichten Kappa-Ketten des Molekiils bindet. Wie Protein A ist es bei der in dieser Arbeit
verwendeten Trennsdule (Protein L NAb™ Spin Column, 5 mL) an Agarosekiigelchen
immobilisiert. Die Auftrennung mit dieser Trennsédule erfolgt mittels Zentrifugation, da es
sich um eine Zentrifugen-Sdule handelt. Die Durchfuhrung der Auftrennung erfolgte nach
Herstellerprotokoll. Nach Equilibrierung der Séule mit 1x PBS wurde die aufkonzentrierte
Probe im Verhaltnis 1:5 mit 1x PBS vermischt und auf die Saule pipettiert. Die Saule wurde
an beiden Enden fest verschlossen und 15 min bei RT schuttelnd inkubiert. AnschlieRend
wurde die ungebundene Probe mittels Zentrifugation (1 min, 1000 x g, RT) in einem frischen
Probenréhrchen gesammelt. Nach zwei Waschschritten mit je 10 mL Bindepuffer (1 min,
1000 x g, RT) wurden die gebundenen Probenbestandteile in drei Zentrifugationsschritten mit
5 mL Elutionspuffer (s. Protein A, oben) eluiert. Die Elutionsfraktionen wurden jeweils sofort
mit 5 mL 1 M TRIS-Puffer neutralisiert. Anschliefend wurde zur Kontrolle pro Fraktion eine
Probe von 10 pL in einem 10 %igen SDS-Gel (s. SDS-PAGE, S. 44f) aufgetrennt und mit

einer Coomassie-Farbung visualisiert (s. Farbung von SDS-Gelen, S. 46f).
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2.4.2.2.3 Affinitatschromatographie mit Protein G-Saule zur Aufreinigung von

Immunglobulin G aus humanem Serum

Um Immunglobulin G (IgG) aus humanem Serum aufzureinigen, stehen mehrere Liganden
fur die Affinitatschromatographie zur Verfugung. Entscheidend bei der Auswahl des
geeigneten Liganden ist das Spektrum der IgG-Subklassen, das aufgereinigt werden soll.

Da fir die in dieser Arbeit durchgefuhrten Versuche alle IgG-Subklassen bendétigt wurden,
fand die Aufreinigung mittels Protein G statt. Protein G ist ein bakterielles, 30-35 kDa grofRes
Protein, das aus Streptococcus isoliert wird. Im Gegensatz zu Protein A, einem anderen
bakteriellen Ligand mit Einsatz in der Affinitdtschromatographie, bindet Protein G alle 1gG-
Subklassen mit hoher Affinitat. Die reversible Bindung von IgG erfolgt tber den Fc-Teil der
Antikorper. Natives Protein G bindet neben IgG auch Albumin, eine typische Verunreinigung
in Serum. Zur Vermeidung einer gleichzeitigen Aufreinigung von Albumin wurde ein
rekombinantes Protein G als Ligand verwendet. Es handelt sich dabei um ein in E. coli
produziertes, 17 kDa groRes Molekil, bei dem die Albuminbindestelle gentechnisch deletiert
wurde. Bei der hier verwendeten HiTrap Protein G HP-Sdule liegt das rekombinante Protein
G, kovalent an Agarosekiigelchen gebunden, immobilisiert in der S&ule vor.

In dieser Arbeit wurde die Affinitatschromatographie mit einer Protein G-Sdule eingesetzt um
IgG aus humanem Serum zu isolieren. Zur Vorbereitung wurden alle verwendeten Lésungen
sowie die Proben filtriert (0,45 um Porendurchmesser), um eventuelle Prazipitate die die
affinitatschromatische Auftrennung stéren kdnnten zu entfernen.

Um humanes Serum zu erhalten wurde drei gesunden Blutspendern, die einer Verwendung
ihres Blutes zu Forschungszwecken zugestimmten, 45-120 mL Blut in 7,5 mL-Serumr6hrchen
(Sarstedt) entnommen. Die Réhrchen wurden zentrifugiert (10 min, 4000 rpm, RT) und das
Serum anschlieBend in ein 50 mL-Gefal} Gberfihrt. Nephelometrisch konnte eine
durchschnittliche 1gG-Konzentration der Seren von 12,4 mg/mL ermittelt werden
(s. Nephelometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinen, S. 43). Daraufhin wurden
die Seren im Verhéltnis 1:3 mit Bindepuffer (s. S. 52) verdinnt. Die Sdule wurde mit
4 Sdulenbettvolumen Bindepuffer unter Verwendung einer Peristaltik-Pumpe (Pharmacia
Biotech) equilibriert. Anschlielend wurde das Serum-Puffer-Gemisch unter Berticksichtigung
der 1gG-Bindekapazitat der Affinitatssaule (max. 120 mg) mit einer Flussrate von 5 mL/min
auf die Saule aufgebracht. Das Eluat wurde aufgefangen und ein weiteres Mal auf die S&ule
auftragen, um die Menge des gebundenen IgG zu erhohen. Ein darauffolgender
Reinigungsschritt mit 6 Sdulenbettvolumen Bindepuffer diente der Entfernung ungebundener

Serumbestandteile.
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Um das gebundene IgG von der Saule zu eluieren wurde die Saule mit 4 Sdulenbettvolumen
Elutionspuffer (s. S. 52) gespult, wobei das Eluat in 1,5 mL-Reaktionsgefalien als 1 mL-
Fraktionen aufgefangen wurde. Damit die Aktivitat des sdaurelabilen 1gG erhalten werden
konnte, wurde jedem Aliquot 150 pL 1 M TRIS-Puffer (pH 8,5) zugesetzt. AnschlieRend
wurde die 1gG-Konzentration der einzelnen Fraktionen photometrisch bei einer Wellenlange
von 280 nm (SmartSpec, Biorad) bestimmt (s. photometrische Konzentrationsbestimmung
von Proteinen, S. 43) und die Fraktionen mit einer Absorption > 1,8 gesammelt. Flr eine
weitere Verwendung wurde das 1gG aufkonzentriert (von ca. 7 mg/mL auf ca. 45 mg/mL) und
der Puffer ausgetauscht (Durchfuhrung s. Aufkonzentrierung von Proteinen, unten).

Die Affinitatssaule wurde nach Verwendung mit einem S&dulenbettvolumen Elutionspuffer
reequilibriert, dann mit 4 Sdulenbettvolumen Bindepuffer gespilt. Mit 20 % Ethanol befllt,

wurde sie bis zur nachsten Verwendung bei 4 ° C aufbewabhrt.

2.4.3 Aufkonzentrierung und Umpufferung von Proteinlésungen

Fur eine Weiterverwendung des aufgereinigten 1gG bzw. der IVIg-Fragmente musste eine
Aufkonzentrierung sowie ein Pufferaustausch vorgenommen werden. Beides kann
gleichzeitig mittels Ultrafiltration effektiv und zeitsparend umgesetzt werden. Dazu wurden
Amicon Ultra-15-Ultrafiltrationseinheiten (Millipore, 10 NMWL) verwendet. Diese Einheiten
beinhalten eine Zellulose-Membran, durch die wéhrend der Zentrifugation Molekdle bis zu
einer bestimmten GroRRe hindurch wandern kénnen. Molekiile mit einer groen molekularen
Masse werden oberhalb der Membran gesammelt bzw. aufkonzentriert. Die Grenze der
Durchlassigkeit wird durch die GréRe der Membranporen determiniert.

Fur die Aufkonzentrierung wurden 15 mL des aufgereinigten 1gG bzw. der IVIg-Fragmente in
die Ultrafiltrationseinheit Uberfihrt und in einem 50 mL-GefaR zentrifugiert (30 min,
2450 x g, 20 °C). Der Durchfluss wurde verworfen, das in der Ultrafiltrationseinheit
zuruckgehaltene Volumen mit aufgereinigtem 1gG bzw. IVIg-Fragmenten auf 15 mL
aufgefillt und erneut zentrifugiert (30 min, 2450 x g, 20 °C). Dieser Schritt wurde wiederholt,
bis die gesamte Probe aufkonzentriert war. AnschlieBend wurde die Umpufferung
durchgefuhrt. Dazu wurde die Ultrafitrationseinheit mit 1x PBS befullt und zentrifugiert
(30 min, 2450 x g, 20 °C). Dieser Schritt wurde zwei Mal wiederholt, so dass das
aufgereinigte 1gG bzw. die 1VVIg-Fragmente schlie3lich in 1x PBS vorlag(en).
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2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 RNA-Isolierung aus Zelllinien

Da Ribonukleinsdaure (RNA) sehr anfallig fir spontane und enzymatisch katalysierte
Hydrolyse ist, wurden alle Arbeiten auf Eis und unter einem Chemikalienabzug durchgefihrt.
AuRerdem wurde bei allen anzusetzenden Losungen Wasser mit Diethylpyrocarbonat (DEPC,
RNAse Inhibitor) verwendet. Fir die Isolierung der Gesamt-RNA aus immortalisierten Zellen
wurde das NucleoSpin® RNA [1-Kit (Macherey-Nagel) verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte
nach Herstellerangaben. Die Zellen wurden nach der Zellernte ein Mal mit 1x PBS
gewaschen. Um die Zellen zu lysieren, wurde das Pellet in 350 pL RA1-Puffer aufgenommen
und grindlich durchmischt. Dieser Lysepuffer enthalt 1 % (v/v) B-Mercaptoethanol und
Guanidinthiocyanat. Letzteres ist ein starkes Denaturierungsmittel, das zellulare RNAsen
inaktiviert. Das Zelllysat wurde in eine NucleoSpin®-Filtersdule tbertragen und zentrifugiert
(1 min, 11.000 x g, RT). Der Durchfluss wurde in einem SammelgefaR aufgefangen und nach
der Zentrifugation mit 350 pL Ethanol (70 %, RNAse frei) vermischt. Das RNA-Ethanol-
Gemisch wurde auf eine NucleoSpin®-RNA-Saule Ubertragen, diese in ein Sammelgefald
platziert, und zentrifugiert (1 min, 11.000 x g, RT), um die RNA an die S&ule zu binden. Der
Durchfluss wurde verworfen und die Sdule in ein neues SammelgefaR gestellt. Zur Entsalzung
der Séule wurden 350 pL Entsalzungspuffer (= MDB-Puffer) aufgetragen und die Séule
zentrifugiert (1 min, 11.000 x g, RT). Der Durchfluss wurde verworfen. AnschlieRend wurde
die Desoxyribonukleinsdure (DNA) mit 95 pL DNAse-Reaktionslosung fir 15 min bei
Raumtemperatur in der Sdule verdaut. Es folgten ein Waschschritt mit 200 uL RA2-Puffer
(30 s 11.000 x g, RT), ein Waschschritt mit 600 uL RA3-Puffer (30 s, 11.000 x g, RT) und
ein Waschschritt mit 250 uL RA3-Puffer (2 min, 11.000 x g, RT). Der Durchfluss wurde
jeweils verworfen. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Sdule in ein neues 1,5 mL-
Sammelgefal gesetzt. Um die RNA von der Sdule zu eluieren wurde 40-60 pL RNAse freies
Wasser aufpipettiert und die Sdule zentrifugiert (1 min, 11.000 x g, RT). Die isolierte RNA
wurde fur sofortige Weiterverwendung auf Eis oder fiir eine spatere Weiterverwendung bei

— 80 °C gelagert.
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2.5.2 Quantifizierung von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsduren wird Uber die Absorptionsmessung bei einer
Wellenldnge von 260 nm ermittelt. Dabei entspricht eine Absorption von ,,1° 50 pg/mL
dsDNA, 30 pg/mL ssDNA und 40 pg/mL RNA. Die teilweise Uberlagerung der Absorption
von Nukleinsduren bei 260 nm und von Proteinen bei 280 nm kann genutzt werden, um die
Reinheit von Nukleinséurepraparaten abzuschatzen. Der Quotient Agso/Azgo Sollte bei einer
proteinfreien Nukleinsaurelésung zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

In dieser Arbeit wurde die photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration sowie der
AosolAzgo-Ratio mit einem SmartSpec-Photometer (Biorad) unter Verwendung von
Halbmikro-Kuvetten (VWR) durchgefiihrt. Dazu wurde 20 pL einer mit A. dest verdiinnten
RNA- bzw. DNA-Probe in die Kivette tberfihrt und die Absorptionen bei 260 und 280 nm
gemessen. Die Konzentration wurde anschlielend aus der Absorption bei 260 nm, der

Verdunnung, und einem spezifischen Multiplikationsfaktor berechnet.

2.5.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ermdglicht in vitro enzymatisch millionenfache Kopien von definierten
Nukleotidsequenzen zu synthetisieren. Dieser Vorgang wird als Amplifikation bezeichnet und
macht selbst sehr geringe DNA-Mengen durch die Vervielfachung fiir weitere Analysen
zuganglich.

In einem PCR-Ansatz sind synthetische DNA-Oligonukleotide (Primer) als Startermolekiile
enthalten, die an die DNA binden. Des weiteren enthalt ein PCR-Ansatz freie
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTP’s), die als Bausteine fiir die neuentstehenden DNA-
Strange dienen, eine fur das Enzym geeignete Magnesium (Mg?*)-Konzentration, geringe
Mengen Ausgangs-DNA oder Komplementar-DNA (cDNA) sowie eine thermostabile DNA-
Polymerase (Tag-Polymerase). Die Oligonukleotidprimer werden so gewdhlt, dass sie
gegenlaufig (komplementér) zum zu vervielfaltigenden DNA-Abschnitt binden. Von ihrem
3‘-Ende aus wird der neue DNA-Doppelstrang durch die Tag-Polymerase synthetisiert und
somit die DNA-Sequenz zwischen den beiden Primern vervielféltigt.

Ein PCR-Zyklus besteht aus drei Reaktionsschritten: Er beginnt mit der thermischen
Denaturierung des zu amplifizierenden Doppelstrangs, indem die DNA bei 95 °C 5 min
aufgeschmolzen wird. Darauf folgt im zweiten Schritt die Primer-Hybridisierung (Annealing)
an die einzelstrangigen DNA-Templates bei Temperaturen > 50 °C. Die Annealing-
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Temperatur ist von der Basenzusammensetzung des Hybridisierungsbereiches abhéngig und
kann mit folgender Formel errechnet werden: Ta = (4 °C x G/C) + (2 °C x A/T). Im dritten
Schritt, der Elongationsphase, findet die Synthese der zur Matrize komplementédren DNA-
Strange bei 72 °C statt. Das entscheidende Prinzip der PCR basiert auf der zyklischen
Wiederholung eines PCR-Zyklus, was zu einer exponentiellen Amplifikation der Matrize
flhrt.

2.5.4 Primer-Design

Um Primer flar die entsprechenden Nukleotidsequenzen zu gestalten wurde die
PrimerPremier-Software verwendet. Bei der Wahl der Primer wurde darauf geachtet, dass sie
eine Lange von 18-30 Nukleotiden und einen GC-Gehalt von 40-60 % haben. Die Nukleotid-
Sequenz des gewinschten Gens wurde, soweit vorhanden, als complete coding sequence (cds)
von der Webseite des ,,National Centre for Biotechnology Information (NCBI) in das
Primer-Premier-Programm geladen und dort mit Hilfe des internen Suchlogarithmus nach
geeigneten komplementaren Primern gesucht. Die Synthese der am besten geeigneten
Oligonukleotidprimerpaare wurde bei Eurofins mwg Operon in Auftrag gegeben. Die
lyophilisierten Primer wurden bei Ankunft im eigenen Labor in RNAse freiem Wasser gelost,
so dass eine Arbeitslosung mit einer Konzentration von 100 pmol/pL entstand. Die Primer
wurden bei — 20 °C gelagert.

2.5.5 Verschiedene PCR-Techniken

2.5.5.1 Amplifikation von DNA

Die Amplifikation von spezifischen DNA-Sequenzen wurde zur Bestimmung der optimalen
PCR-Konditionen der Primerpaare eingesetzt. Des weiteren wurde das Ausgangsmaterial fir
DNA-Standards, die in die quantitative Realtime-PCR eingesetzt wurden, synthetisiert.

Zur Durchfiuhrung einer PCR wurde in dieser Arbeit ein Thermocycler (MyCycler, Biorad)
verwendet. Die optimalen Bedingungen, wie Anzahl der Zyklen, Annealing-Temperatur und
Dauer der Synthese, wurden fir jedes Primer-Paar etabliert, bevor es zur PCR mit

Versuchsproben eingesetzt wurde.
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Standard-PCR-Ansatz fur 25 pL: 2 ng cDNA
2,5 uL 10x Puffer
0,5 pL dNTP’s (10 mM)
1 pL  f Primer (10 pmol/uL)
1 pL  r Primer (10 pmol/pL)
0,2 uL Tag-Polymerase
ad 25 ML RNAse freies H,O

Standard-Programm einer PCR: Initiale Denaturierung 94°C 2min
Denaturierung 94°C 30s
Annealing Ta 30s 35 Zyklen
Elongation 72°C 45s

AbschlieBende Elongation 72°C 5 min
Abkuhlung/Aufbewahrung 4°C

2.5.5.2RT-PCR

Da RNA nicht direkt als Template in eine PCR eingesetzt werden kann, muss sie zunachst
mittels reverser Transkription in einen komplementaren DNA-Strang (cDNA) umgeschrieben
werden. Diese Methode bezeichnet man als Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR). Dabei
wird zur Amplifikation der RNA das Enzym reverse Trankriptase eingesetzt.

Fur die RT-PCR wurden ausschlieBlich Reagenzien von Fermentas verwendet. Die
Durchfuhrung erfolgte nach Herstellerprotokoll. Fir einen 20 pL-Ansatz wurde 1 pg Gesamt-
RNA eingesetzt. Sie wurde mit 1 pL Oligo(dT)s-Primer (0,5 pg/pL) in einem 0,5 mL-
Reaktionsgefal auf Eis pipettiert und mit DEPC-H,0 auf 12,5 pL aufgefillt und durchmischt.
Der Ansatz wurde kurz zentrifugiert (1 min, 230 rpm, RT) und bei 70 °C fur 5 min im PCR-
Cycler (Cycler T Personal, Biometra) inkubiert (Denaturierung). Der Reaktionsansatz wurde
aus dem Cycler entnommen und auf Eis gestellt um die folgenden Reagenzien in selbiger

Reihenfolge zuzufugen:

4 pL 5x Puffer
0,5 pL RiboLock™ Ribonuklease Inhibitor (20 U/uL)
2 pL dNTP’s (10 mM)

Nach Durchmischung und Zentrifugation wurde der Reaktionsansatz bei 37 °C fur 5 min
inkubiert und anschlieBend wieder auf Eis gestellt. Dann wurde 1 pL der Reversen
Transkriptase (RevertAid™ M-MulV, 200 U/uL) dazu pipettiert und bei 42 °C fir 60 min im

Cycler inkubiert (Elongation). AnschlieBend wurde die Reaktion durch eine Erhéhung der
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Temperatur auf 70 °C fur 10 min gestoppt. Die erhaltene cDNA konnte direkt fir PCR-

Amplifikationen eingesetzt oder bis zur Weiterverwendung bei — 20 °C aufbewahrt werden.

2.5.5.3 Quantitative Realtime-PCR

Das Ziel einer quantitativen PCR ist, aus der Menge des amplifizierten PCR-Produkts auf die
(relative) Menge des eingesetzten RNA-Templates zu schliefen. Dies wird durch
Thermocycler moglich, die die Bildung von PCR-Produkten in ,,Echtzeit®, d. h. wiahrend ihrer
Entstehung, erfassen kénnen. Zusatzlich kommen Fluoreszenzfarbstoffe zum Einsatz, die
sich mit hoher Spezifitat in doppelstrangige DNA einlagern. Als Mal fir die Quantifizierung
der Startmenge wird der Ct-Wert (= crossing point) verwendet. Er entspricht der Anzahl der
PCR-Zyklen, die notig sind, um ein konstant definiertes Fluoreszenzniveau zu erreichen.
Voraussetzung fur einen zuverldssigen quantitativen Nachweis ist eine funktionierende
MRNA-Analytik. Fir diese Arbeit wurde dazu die relative Quantifizierung angewendet. Bei
dieser Methode wird die Genexpression eines Zielgens auf ein weiteres nicht reguliertes
housekeeping-Gen (HKG) bezogen. Die Vorteile dieser Normalisierung liegen in der
Reduzierung der Varianz der Expressionsergebnisse, weil Fehler in der RT-PCR oder
Gewebeeffekte innerhalb einer Probe beide Gene, Ziel- und Referenzgen, in gleichem MaRe
betreffen. Die genaueste Form der mRNA-Quantifizierung stellt die Effizienz-korrigierte
relative Quantifizierung dar. Dabei wird zundchst die relative Expression des Zielgens in einer
behandelten Probe auf eine unbehandelte Kontrollprobe bezogen, indem der Ct-Wert der
behandelten Probe von dem Ct-Wert der Kontrollprobe abgezogen wird:
ACt = Ctkonrolle - Ctgehandiung-

Diese Berechnung der Expressionsunterschiede (Ratio) erfolgt ebenfalls fir das Referenzgen.
Beides wird unter Berucksichtigung der jeweiligen Effizienz in folgender Formel

zusammengefasst:

P ACt Zielgen(Kontrolle-Behandlun

E ACt Referenzgen(Kontrolle-Behandlung)
( Referenzgen)

Die PCR-Effizienz wird am hé&ufigsten mit einer Standardkurve aus unterschiedlichen
Verdunnungsstufen erstellt. Die dafiir verwendete DNA (s. Generierung von DNA-Standards,

S. 40f) stammt aus Zellen derselben Zelllinie wie die zu messenden Proben. Die eingesetzte
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Menge an DNA wird in einer logarithmischen Funktion gegen die Ct-Werte aufgetragen. Die
Effizienz lasst sich wie folgt berechnen: E = 100Y/steiound],

Die Realtime-PCR wurde in dieser Arbeit unter Verwendung des QuantiFast™ SYBR®
Green PCR-Kits (Qiagen) mit Hilfe eines LightCycler® (Version 1.5, Roche) ausgefihrt. Die
Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerprotokoll. Alle Reagenzien sowie die cDNA-Templates
aus der RT-PCR wurden in Polykarbonat-Kapillaren (Genaxxon) pipettiert, die zuvor in
gekihlte Metallblockstander platziert wurden. Die Kapillaren wurden verschlossen und kurz
zentrifugiert (230 x g, 1 min, RT). Anschlielend wurden sie in das Reaktionsrondell des

Cyclers tberfiihrt und die PCR-Reaktion gestartet.

Reaktionsansatz flir 20 pL: 10 ML 2x QuantiFast™ SYBR ® Green PCR Master
Mix

1 pL  fPrimer (10 pmol/pL)
1 pL  r Primer (10 pmol/pL)
1 ML cDNA
7 uL  RNAse freies H,O

Programm fur Realtime-PCR:  Preinkubation 95°C 10 min
Denaturierung 95°C  15s
Annealing 60°C 155 } 45 Zyklen
Elongation 72°C 20s
Generierung der Schmelzkurven
Abkihlung 4°C ©

Waéhrend der PCR-Reaktion wurden die Fluoreszenzintensitaten erfasst und mit Hilfe der
LightCycler®-Software (Version 3.5, Roche) in einem angeschlossenen Computer dargestellt.
Da der Sybr®Green I-Farbstoff unspezifisch an alle doppelstrangigen DNA-Molekiile bindet,
werden auch eventuell entstehende Primerdimere und nicht-spezifische PCR-Produkte erfasst.
Das daraus resultierend Fluoreszenzsignal kann zu einer ungenauen Quantifizierung fihren.
Um solche Artefakte auszuschlieBen wurden nach Beendigung der PCR-Reaktion die
Schmelzkurven der einzelnen Reaktionen analysiert. Zur Generierung einer Schmelzkurve
wird die Temperatur im Cycler langsam erhoht. Bei niedrigen Temperaturen liegt die DNA
als Doppelstrang vor, wodurch viel Sybr®Green I-Farbstoff binden kann. Steigt die
Temperatur an, werden DNA-Molekiile denaturiert, was zu einer rapiden Abnahme der
Fluoreszenz fuhrt. Die Fluoreszenz wird dabei kontinuierlich aufgezeichnet und gegen die
Temperatur aufgetragen. Der Peak einer Kurve liegt bei der Schmelztemperatur des Produkts

(Tm). Kurven, deren Tp, niedriger sind als der des spezifischen PCR-Produkts weisen auf
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Primer-Dimere hin. Zur Kontrolle der PCR-Qualitat wurden die PCR-Produkte auBerdem in

einem Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und analysiert (s. Agarose-Gele, unten).

2.5.6 Agarose-Gelelektrophorese

Fur die elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren werden Agaros-Gele verwendet,
wenn Molekile mit einer Molekilgréfie > 10 nm analysiert werden sollen. Agarose ist ein
Polysaccharid, das bei der Polymerisation ein groimaschiges Netz ausbildet.

In dieser Arbeit wurde zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Proben 1 %ige
Agarose-Gele verwendet. Zur Herstellung wurde Agarose (Bioline) in Tris-Acetat-EDTA-
Puffer (TAE, 1x) durch Erwdarmung in der Mikrowelle gelést und in einen abgedichteten
Kunststoffschlitten gegossen und der Probekamm darin platziert. Nach vollkommener
Auspolymerisierung wurde das Gel in die Elektrophorese-Vorrichtung gelegt und mit
1x TAE-Laufpuffer vollstandig bedeckt.

50x TAE-Puffer: 0,5 M Tris
5,7 % (v/v) Essigsaure
0,05 M EDTA
Ad A. dest
Mit KOH auf pH 8,5 einstellen

1x TAE-Puffer: 2 % (v/iv) 50x TAE
Ad A. dest

Die Proben wurden mit 10x DNA-Ladepuffer gemischt und je 7 pL des Proben-Ladepuffer-
Gemischs in die Probentaschen geladen. Zur GréRenbestimmung wurden neben den Proben
5 uL DNA-Standard (Hyperladderl, Bioline bzw. 100 bp DNA ladder, NewEnglandBiolabs)

geladen und im elektrischen Feld aufgetrennt.

Standard-Programm fur Agarose-Gelelektophorese: Spannung Zeit
(V) (min)
100 45
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10x DNA-Ladepuffer: 0,25 % (w/v) Bromphenolblau
50 mM Tris pH 7,6
60 % (v/v) Glycerin
Ad A. dest

100 bp DNA-GroRenstandard fiir 6 pL: 4 puL  A.dest
1 pL  6x blauer Ladepuffer
1 pL  DNA-GroRenstandard

Zur Detektion der gelelektrophoretisch getrennten DNA-Proben wurde die Ethidiumbromid-
Farbung eingesetzt. Ethidiumbromid ist ein Fluoreszenz-Farbstoff, der sich zwischen die
Basen von Nukleinséuren einlagert.

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel aus der Elektrophorese-Apparatur
entnommen und 5 min in einer Ethidiumbromid-L6dsung (2,5 mg/L) gefarbt. Zur Entfernung
von ungebundenem Farbstoff wurde es anschliefend 5 min in 1x TAE-Puffer entfarbt. Das
Gel wurde im durchscheinenden UV-Licht mit einem Dokumentationssystem (Image Master

VDS, Pharmacia biotech) dokumentiert.

2.5.7 Generierung von DNA-Standards

Fur die relative Quantifizierung in der RNA-Analytik werden DNA-Standards benétigt. Bei
der Erstellung einer Standardreihe aus mindestens finf Verdlinnungsstufen ist zu beachten,
dass die Menge der unbekannten Probe im mittleren Bereich dieser Kurve liegen sollte.

Zur Generierung der Standardkurve fur jedes in dieser Arbeit nachzuweisende Gen wurde
zunachst eine praparative RT-PCR (Durchfihrung wie Standard-RT-PCR, S. 58f)
durchgefuhrt, um die aus unbehandelten Zellen isolierte mMRNA in cDNA umzuschreiben.
Dazu wurden 4 ug mRNA in einen 40 uL-PCR-Ansatz eingesetzt (praparativer Ansatz). 2 ug
der entstandenen cDNA wurden in eine Standard-PCR (50 pL-Ansatz) Gberfiihrt um die
spezifischen DNA-Sequenzen von Ziel- bzw. Kontroll-Gen zu amplifizieren. Zur Kontrolle
der PCR-Reaktion wurden 7 pL Probe in einem 1 %igen Agarose-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt und dokumentiert (s. Agarose-Gelelektrophorese, S. 61f).

Um DNA-Standards hoher Qualitdt zu generieren, wurden die PCR-Produkte durch
Gelextraktion aufgereinigt. Dadurch wird vermieden, dass Primer-Dimere die PCR-Reaktion

der Realtime-PCR beeintrachtigen. Die Gelextraktion wurde mittels des QIAquick-Kits
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(Qiagen) nach Herstellerangaben wie folgt durchgefiihrt: Der PCR-Ansatz wurde mit DNA-
Ladepuffer versetzt und volistandig auf ein 1,5 %iges Agarose-Gel geladen. Nach der
elektrophoretischen Auftrennung und anschlieBender Dokumentation wurde das Gel auf einen
UV-Durchlichttisch gelegt, um die DNA-Bande sichtbar zu machen. Mit einem Skalpell
wurden sie aus dem Gel ausgeschnitten und in ein 1,5 mL-Reaktionsgefal} Gbertragen. Das
Gelstiick wurde in dem Reaktionsgefal? gewogen. Um das Agarose-Gel aufzulésen wurden
3 Volumen QG-Puffer zu 1 Volumen Gel pipettiert (z. B. 300 puL Puffer zu 100 mg Gel) und
der Ansatz 10 min bei 50 °C inkubiert. Dann wurde 1 Gel-Volumen Isopropanol zu der Probe
gegeben und vermischt. Die DNA-Probe wurde in eine QIAquick-Zentrifugensaule tberfiihrt
und zentrifugiert (1 min, 17.900 x g, RT). Der Durchfluss wurde verworfen. Zur Entfernung
von Agarosespuren wurde die Saule ein Mal mit 0,5 mL GQ-Puffer gewaschen. Um die
gebundene DNA zu waschen wurde die Saule mit 0,75 mL PE-Puffer gewaschen und ein
weiteres Mal zentrifugiert (1 min, 17.900 x g, RT). Nach Ubertragung der Saule in ein
frisches 1,5 mL-Reaktionsgefall wurde die DNA durch Zugabe von 20-50 pl EB-Puffer eluiert
(Zentrifugation: 1 min, 17.900 rpm, RT). AnschlieBend wurden die aufgereinigten DNA-
Proben zur Reinheitskontrolle gelelektrophoretisch aufgetrennt und dokumentiert. Bis zur
Weiterverwendung wurden sie bei — 20 °C aufbewahrt.

Die Primer fir die Realtime-PCR wurden so ausgewéhlt, dass sie an DNA-Abschnitte des
Gens innerhalb des aufgereinigten DNA-Fragments binden konnen. Diese Vorgehensweise
entspricht der Methode der Nested-PCR. Sie beruht auf dem Prinzip, dass in einer ersten
PCR-Reaktion Primer eingesetzt werden, durch die ein grofRes Fragment des Zielgens
amplifiziert wird. In einer zweiten PCR-Reaktion werden Primer eingesetzt, die so gewahlt
werden, dass sie komplementér an weiter innen liegende Nukleotidsequenzen des gleichen
Gens binden, wodurch ein kirzeres DNA-Fragment des Zielgens amplifiziert wird. Damit
wurde die Anlagerung der Primer an das DNA-Template in der Realtime-PCR verbessert.
Sobald das aufgereinigte PCR-Produkt vorlag, wurden daraus mehrere Verdunnungsstufen in
Duplikaten mit RNAse freiem Wasser angesetzt. Eine Realtime-PCR wurde mit diesen
Proben durchgefiihrt und aus den erhaltenen Ct-Werten eine Standardgerade erstellt (s.
relative Quantifizierung der mRNA, S. 59ff).
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3. Statistische Auswertung

Fur die statistischen Auswertungen wurde die GraphPad Prism-Software (Version 4) benutzt.
Unterschiede zwischen stetigen Merkmalen wurden bei dem Vergleich von zwei Gruppen
mittels T-Test, bei mehr als zwei Gruppen mit ANOVA analysiert. Ein p-Wert < 0,05 (95 %

Unterschied/Zusammenhang) wurde als signifikant erachtet.
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VIl Ergebnisse

Der B-Zell-aktivierende Faktor BAFF ist seit seiner Entdeckung 1999 immer mehr in den
Interessenfokus von Autoimmunologen gertickt. Dieses, hauptsachlich von Monozyten
produzierte, Zytokin wird mittlerweile als Schliisselfigur bei Uberleben, Differenzierung und
Antikorperproduktion der B-Zellen beschrieben (Batten et al. 2000; Mackay und Browning
2002; Mackay et al. 2003). Gestitzt werden diese Formulierungen von zwei Beobachtungen.
Zum einen fuhrt die Dysregulation von BAFF im Mausmodell zu starken Defiziten in der B-
Zell-Entwicklung und der Immunabwehr, die in der Ausbildung von autoimmunologischen
Krankheitsbildern wie beim Menschen resultieren (Mackay et al. 1999; Khare et al. 2000;
Groom et al. 2002). Zum anderen wurde fiir eine Reihe von Erkrankungen, wie Systemischer
Lupus erythematodes (SLE), Sjogrens Syndrom (SS) und Rheumatoide Arthritis (RA), ein
erheblicher Anstieg des BAFF-Levels im Serum der Patienten nachgewiesen (Cheema et al.
2001; Zhang et al. 2001; Groom et al. 2002; Mackay et al. 2005). Der Mechanismus, der einer
Dysregulation zu Grunde liegt, ist bisher allerdings noch nicht vollstandig aufgeklért.

Viele der autoimmunologischen Erkrankungen, fur die erhohte BAFF-Serumspiegel
beschrieben wurden, sind vor allem durch B-Zell-vermittelte Fehlfunktionen charakterisiert.
Seit Jahrzehnten werden betroffene Patienten mit Intravendésem Immunglobulin (IVIg) oder
Corticosteroiden therapiert. Beide Behandlungen sind sehr effektiv in der Verminderung des
Schweregrades der Erkrankungen und verringern das Leiden der Patienten. Wie diese
Préaparate im Detail wirken ist allerdings noch nicht vollstandig geklart. Fir 1\VIg wird unter
anderem eine Modulierung des Komplementsystems und die Neutralisierung von
Autoantikorpern diskutiert (Dalakas 1999; Kazatchkine und Kaveri 2001). For
Corticosteroide wurden unter anderem die Induktion von Apoptose in B- und T-Zellen
(Tuckermann et al. 2005) sowie ein Einfluss auf die Expression verschiedener pro- und anti-
inflammatorischer Gene in Makrophagen (Ehrchen et al. 2007) als immunsuppressive
Wirkmechanismen postuliert.

Basierend auf diesem Informationshintergrund ergab sich die Frage ob Praparate der beiden
Hauptwirkstoffgruppen, Immunglobuline und Corticosteroide, einen Einfluss auf die BAFF-
Expression in Monozyten haben und ob dartber eine Erklarung fir die Behandlungserfolge
geliefert werden kann. Im Falle eines nachweisbaren Einflusses ware es weiterhin zu klaren,

ob beide Wirkstoffe Uber unterschiedliche Wirkmechanismen Einfluss auf BAFF nehmen,

65



Ergebnisse

oder ob es einen gemeinsamen Nenner gibt. In den folgenden Abbildungen sind die
Ergebnisse, wenn nicht anders vermerkt, als Mittelwerte aus Triplikaten einzelner Versuche

dargestellt, welche jeweils in zwei weiteren unabhéngigen Versuchen reproduziert wurden.

1. Untersuchung der basalen Expression und Sekretion von
BAFF in den Zelllinien U937, HL-60 und THP-1

1.1 Membranstandiges BAFF

Zunéchst wurden drei humane monozytare Zelllinien, U937, HL-60 und THP-1, nach
72stlindiger Kultivierung auf ihre basale BAFF-Expression hin untersucht. Zum Nachweis der
membrangebundenen Expression von BAFF und CD14 wurden die Zellen nach
Standardprotokoll fiir die durchflusszytometrische Analyse aufgearbeitet (s. Methoden S.
37f). Mittels Durchflusszytometrie wurden die geometrisch-gemittelten
Fluoreszenzintensitaten (GMean) von 10.000 Ereignissen pro Proben gemessen und der
dGMean berechnet.

In allen getesteten Zelllinien monozytadren Ursprungs konnte eine Expression des
membrangebundenen BAFF nachgewiesen werden. Die monozytare Zelllinie U937 zeigte
dabei die hochste Expression (dGMean: 16,8 + 0,2). HL-60-Zellen zeigten eine geringere
(dGMean: 9,13 = 0,4) und THP-1-Zellen die geringste BAFF-Expression (dGMean:
3,54 £0,1; Abb. 7).
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Abb. 7: Basale Expression von membranstiandigem BAFF in verschiedenen monozytaren
Zelllinien.

In U937-, HL-60- und THP-1-Zellen wurden nach 72 h Inkubation die basale Expression des
membranstdndigen BAFF durchflusszytometrisch gemessen (n = 3). Die hochste Expression wurde in
U937-Zellen detektiert, gefolgt von HL-60 und THP-1. Die Standardabweichungen (SD) sind als
kleine Balken dargestellt. ** = p < 0,001

1.2 Intrazellulares BAFF

Fur die Messung der intrazelluldren Expression von BAFF und CD14 wurden die Zellen
fixiert und permeabilisiert, bevor sie mit den Antikérpern bzw. Isotypen inkubiert wurden.

In allen untersuchten monozytaren Zelllinien war ein Expression des intrazellularen BAFF
detektierbar. HL-60-Zellen zeigten die héchste Expression (dGMean: 34,1 £+ 0,7), gefolgt von
U937-Zellen (dGMean: 22,80 + 1,6) und THP-1 Zellen (dGMean: 6,57 £ 0,3; Abb. 8).
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Abb. 8: Basale Expression von intrazellularem BAFF in verschiedenen monozytaren Zelllinien.
Die basale Expression von intrazellularen BAFF wurde in den Zelllinien U937, HL-60 und THP-1
nach einer 72 stiindigen Inkubation durchflusszytometrisch gemessen (n = 3). In HL-60-Zellen wurde
die hochste intrazellulare BAFF-Expression detektiert, in THP-1 die Niedrigste. Die kleinen Balken
zeigen die Standardabweichung (SD) an. ** = p < 0,001

1.3 Sekretion von BAFF

Da von BAFF neben der membrangebundenen auch eine Igsliche Form existiert, wurde die
Konzentration des sekretierten, l6slichen BAFF in den Zellkulturiiberstdnden mit einem
ELISA gemessen.

In allen Uberstanden konnte I6sliches BAFF nachgewiesen werden. In den Uberstanden der
Zelllinie U937 wurden die hochsten BAFF-Konzentrationen detektiert (BAFF-Konz.
[pg/mL]: 1632 + 177,6). In den Uberstanden der HL-60- sowie der THP-1-Zellen waren die
Konzentrationen des freigesetzten BAFF signifikant niedriger (BAFF-Konz. [pg/mL]: HL-60:
28,11 £ 0, THP,1: 44,51 + 4,52; Abb. 9).
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Abb. 9: Basale Freisetzung von l6slichem BAFF in monozytaren Zelllinien.

Die Konzentration von loslichem BAFF in den Kulturiiberstanden von U937-, HL-60- und THP-1-
Zellen wurde nach 72 h Inkubation mit Hilfe eines BAFF-ELISAs ermittelt (n = 3). Die BAFF-
Freisetzung von U937-Zellen ist deutlich héher als die der HL-60-und der THP-1-Zellen. Die kleinen
Balken zeigen die Standardabweichung (SD) an. ** = p < 0,001

Zusammenfassend haben diese Versuche gezeigt, dass die monozytére Zelllinie U937 auf
Ebene des membranstdndigen BAFF und dessen Freisetzung die hdchste Produktion des
Zytokins aufweisen, verglichen mit den anderen beiden untersuchten Zelllinien. Auch wenn
HL-60-Zellen intrazellular signifikant mehr BAFF exprimieren wurde die Zelllinie U937 als

Modell fur weitere Expressions- und Sekretionsstudien gewahlt.

2. Wirkung des Immunmodulators Gamunex® auf die

Expression und Freisetzung von BAFF in Monozyten

In dieser Arbeit wurde zur Untersuchung der Effekte von IVIg auf die Expression und
Freisetzung des B-Zell-aktivierenden Faktors BAFF das Immunglobulinpréparat Gamunex®
(Talecris) als Stellvertreter dieser Wirkstoffgruppe verwendet. (Falls nicht anderweitig
erwéhnt wird Gamunex® im Folgenden der Einfachheit halber als ,,IVIg™ bezeichnet). Ziel
dieser Untersuchungen war es eine mogliche Erklarung fir die erfolgreiche Behandlung von

vor allem B-Zell-vermittelten Autoimmunerkrankungen zu erhalten.
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2.1 Die Effekte von IVIg

2.1.1 1VIg reguliert die Expression von membrangebundenem BAFF in

Monozyten herunter

Aufgrund ihrer hohen konstitutiven BAFF-Expression wurde die Zelllinie U937 als Modell
fir die Expressionsuntersuchungen gewahlt, und mit zwei unterschiedlichen IVIg-
Konzentrationen (5 und 25 mg/mL) fiir 24, 48 und 72 h stimuliert. Die eingesetzten IVIg-
Konzentrationen entsprechen den physiologischen Serumkonzentrationen von Patienten, die
0,4 g/kg KG bzw. 2 g/lkg KG des Préparats verabreicht bekommen.

Nach der Stimulation wurden die Zellen geerntet und fir die durchflusszytometrische
Messung der membrangebundenen BAFF-Expression aufgearbeitet. Die verwendeten
Antikorper sowie die Versuchsdurchfiihrung entsprachen den Versuchen zur Bestimmung der
basalen Expression von BAFF.

In dem beispielhaft dargestellten Histogramm einer durchflusszytometrischen Messung nach
72 h Stimulation sind die Kurven einer Probe von unstimulierten und mit 5 bzw. 25 mg/mL
IVIg stimulierten Zellen gezeigt (Abb. 10). Die Kurve der Isotypkontrolle lag zwischen einer
Fluoreszenzintensitat von 10° bis 10" und ist somit negativ. Die Kurven der Proben, in denen
sich der anti-BAFF-Antikorper befand, lagen rechts von der Kurve des Isotyps. Bei dem
Vergleich der Kurven der behandelten Zellen, zeigte sich eine Linksverschiebung der Kurven
mit  steigender IV1g-Konzentration. Diese Linksverschiebung zeigt  die
konzentrationsabh&ngige Abnahme der Expression des membranstdndigen BAFF in U937-
Zellen nach einer 72stundigen Inkubation mit IVIg.
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Abb. 10: Herunterregulierung der BAFF-Expression in Monozyten.

Zellen der Linie U937 wurden fir 72 h mit 5 mg/mL und 25 mg/mL IVIg stimuliert. Die
Referenzzellen (= unstimuliert) wurden mit 1x PBS inkubiert. Nach der Stimulation wurde die
Oberflachenexpression von BAFF im Durchflusszytometer detektiert. Die Isotypkontrolle ist negativ.
Die Linksverschiebung der Kurven durch die Zugabe von IVIg zu den Zellen entspricht einer
konzentrationsabhangigen Abnahme der BAFF-Expression.

Die BAFF-Expression auf der Zelloberflache wurde durch Stimulation mit 1\VIg herunter
reguliert. Dieser Effekt lasst sich bereits nach 24 h detektieren. Am deutlichsten ist er nach
72 h (Abb. 11). Nach 24 h nahm die membrangebundene Expression von BAFF durch die
Zugabe von 5 und 25 mg/mL IVIg konzentrationsabhdangig ab (dGMean, unstimuliert:
16,98 £ 1,3; 5 mg/mL 1VIg: 16,15 + 1,34; 25 mg/mL 1VIg: 11,83 + 0,99). Nach 48 hund 72 h
war die Abnahme der Expression von membrangebundenen BAFF starker als nach 24 h
(dGMean, 48 h unstimuliert: 20,7 £ 1,2; 5 mg/mL IVIg: 21,45 + 0,4; 25 mg/ml IVIg:
11,38 £ 0,6; 72 h unstimuliert: 22,83 + 1,5; 5 mg/mL IVIg: 21,44 = 2,2; 25 mg/ml IVIg:
8,2+ 0,1). Die in Abb.11 dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte von Duplikaten aus einem

Versuch. Sie wurden in zwei weiteren unabhangigen Versuchen reproduziert.
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Abb. 11: Herunterregulierung der membranstandigen BAFF-Expression durch 1VIg in
Monozyten.

U937-Zellen wurden fir 24, 48 und 72 h mit zwei Konzentrationen von IVIg, 5 (kariert) und
25 mg/mL (liniert), stimuliert. Nach der Ernte wurde die Expression des membrangebundenen BAFF
der Zellen im Durchflusszytometer detektiert (n = 2). Die Abnahme der Expression durch 1VIg war
konzentrationsabhéngig und signifikant im Vergleich zu unstimulierten Zellen (weil3). Der starkste
Effekt war nach 72 h zu detektieren. Die kleinen Balken zeigen die Standardabweichung (SD) an.
*=p <0,05bzw. 0,01

2.1.2 1VIg reguliert die Expression von intrazellularem BAFF in Monozyten

herunter

Nach Detektion einer Verringerung der BAFF-Expression durch IVIg auf der Oberflache von
U937-Zellen wurde dessen Effekt auf die Expression von BAFF im Zytoplasma untersucht.
Inkubationen der U937-Zellen, wie unter 2.1.2 beschrieben, lieBen auf Ebene der
intrazellularen BAFF-Expression eine konzentrationsabhangige Herabsetzung beobachten
(dGMean: 24 h: @: 20,03 + 1,3; 5 mg/mL 1VIg: 15,20 + 0,6; 25 mg/mL IVIg: 14,15 £ 0,7;
48 h: unstimuliert: 24,47 = 0,2; 5 mg/mL IVIg: 22,1 = 0,0; 25 mg/ml 1VIg: 19 + 1,2; 72 h:
unstimuliert: 25,1 + 2,4; 5 mg/mL IVIg: 23 + 1,0; 25 mg/ml IVIg: 19,55 + 0,2; Abb. 12). Die
in Abb. 12 dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte von Duplikaten aus einem Versuch. Sie

wurden in zwei weiteren unabhangigen Versuchen reproduziert.
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Abb. 12: Herabsetzung der intrazellularen BAFF-Expression in U937-Zellen nach Stimulation
mit IVIg.

U937-Zellen wurden fiir 24, 48, und 72 h mit verschiedenen IVIg-Konzentrationen (5 (kariert) und
25 mg/mL (liniert)) stimuliert (n = 2). AnschlieBend wurde die intrazelluldre Expression von BAFF
mittels Durchflusszytometer analysiert. Verglichen mit unstimulierten Zellen (weifl) nimmt die
Expression von intrazellularem BAFF durch 1VIg konzentrationsabhangig ab. Die kleinen Balken
stellen die Standardabweichung (SD) dar. * =p < 0,05

Da bei der Messung intrazellularer Antigene im FACS eine gleichzeitige Markierung der
Oberflachenantigene  stattfindet, wurden zusétzlich Western Blot-Analysen  der
zytoplasmatischen Proteinfraktion durchgefuhrt. Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen und BAFF mit einem spezifischen
Antikorper (0,6 pg/mL, Kaninchen anti human; AbD Serotec) und einem HRP-konjugierten
Sekundarantikorper (Ziege anti Hase) durch Chemilumineszenz nachgewiesen. Als
Referenzprotein fiir die zytoplasmatische Fraktion wurde B-Tubulin gewéhlt. Der Nachweis
von Calnexin diente als Reinheitsnachweis der Fraktion, da Calnexin als membranstandiges
Protein im Zytoplasma nur im Falle einer Kontamination nachzuweisen ist.

Die Auswertung der Filme ergab eine konzentrationsabhéngige Abnahme der
zytoplasmatischen BAFF-Expression nach 72 h Inkubation mit IVIg (Abb. 13 A). Die
Auswertung der relativen Intensitdten zeigte eine signifikante Verringerung der BAFF-
Expression durch IVIg im Vergleich zu unstimulierten Zellen (unstimuliert: 100 %; 5 mg/mL:
86 %; 25 mg/mL: 0,3 %; Abb. 13 B). Dieses Ergebnis wurde in zwei weiteren unabhé&ngigen

Experimenten reproduziert.
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Abb. 13: Western Blot-Analyse der zytoplasmatischen Fraktion von U937-Zellen.

U937-Zellen wurden fir 72 h mit 5 und 25 mg/mL IVIg stimuliert. Anschlielend wurde die
zytoplasmatische Proteinfraktion der Zellen isoliert und mit SDS-PAGE aufgetrennt. Mittels Western
Blot-Analyse wurde BAFF als Ziclprotein und B-Tubulin als Referenzprotein nachgewiesen. Der
Nachweis von Calnexin diente als Reinheitskontrolle der Proben. Die Expression des
zytoplasmatischen BAFF nahm durch die Inkubation mit 1VVIg konzentrationsabhéngig ab. Dargestellt
sind (A) exemplarisch ein Film der Membran und (B) die relativen Intensitatsunterschiede der
verschiedenen Proben.

Mit Hilfe der Western Blot-Analyse wurden die Ergebnisse der durchflusszytometrischen

Messung fiir die Herunterregulierung des intrazellularen BAFF durch IVIg bestatigt.

2.2 1VIg reguliert die Expression von membrangebundenem BAFF in

primaren Monozyten herunter

Durch die Immortalisierung von Zellen kdnnen Eigenschaften dieser Zellen verloren gehen
oder verdndert werden. Um zu zeigen, dass die anhand von U937-Zellen erhaltenen
Ergebnisse von physiologischer Relevanz sind, wurden primdre Monozytenkulturen
(Gewinnung und Durchfiihrung s. Methoden S. 33f) angelegt. Monozyten wurden aus dem
peripheren Blut gesunder Spender isoliert und die Reinheit der erhaltenen Population
durchflusszytometrisch Gberprift. Dazu wurde ein Aliquot der Zellen fur den Nachweis von
Oberflachenantigenen aufgearbeitet und im FACS analysiert. Als Oberflachenmarker fir die
Diskriminierung von Monozyten diente CD14, ein Rezeptor fur Lipopolysaccharide (LPS),
der konstitutiv nur auf Monozyten exprimiert wird. 10.000 Ereignisse wurden pro Probe
aufgezeichnet. In Abb. 14 ist das Ergebnis einer Messung beispielhaft in Form eines Dichte-
Diagramms (density plot) dargestellt. Die Reinheit des Isolates lag bei > 98 %. Die

74




Ergebnisse

Uberpriifung der Reinheit wurde mehrfach durchgefilhrt, nach dem Monozyten aus

unterschiedlichen Spendern isoliert wurden.

98.5% 0.1%
=]

I1[]3
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Abb. 14: Uberpriifung der Reinheit der primar isolierten Monozyten.

Ein Aliquot der Zellen wurde direkt nach der Isolierung aus peripharem, humanem Blut mit einem
anti-CD14-Antikorper inkubiert, um zu tberprifen wie hoch die Monozytenreinheit des Isolats ist. Die
10.000 erfassten Ereignisse sind als Dichte-Diagramm dargestellt. Die Reinheit betrégt 98,8 %.

AnschlieBend wurden die primér isolierten Monozyten fur die Dauer einer 72stindigen
Stimulation in Kultur genommen. Die Expression von membranstandigem BAFF wurde
mittels Durchflusszytometrie analysiert. Da die basale Expression des oberflachengebundenen
BAFF in primdren Monozyten im Vergleich zu U937-Zellen sehr gering war (dGMean, U937:
12,09 £ 0,9; prim. Monozyten: 2,09 = 0,4) wurden die Primarkulturen mit 1 pg/mL
Lipopolysaccharid (LPS) aktiviert (dGMean, prim. Monozyten: 13,14 + 2,5; Abb. 15). Eine

LPS-Stimulation von U937-Zellen zeigt keinen Einfluss auf die Expression von BAFF.
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Abb. 15: Vergleich der basalen und der LPS-stimulierten Oberflachenexpression von BAFF auf
U937-Zellen und priméren Monozyten.

Die Zellen der immortalisierten Zelllinie U937 und der priméren Monozyten wurden mit 1x PBS und
1 pg/mL LPS fur 72 h kultiviert. Anschlielend wurde die Oberflachenexpression von BAFF mittels
FACS analysiert (n = 3). Die basale Expression auf der Oberfliche von U937-Zellen (weil}) war
signifikant hoher als die auf primare Monozyten (grau). Allerdings konnte die basale Expression in
primaren Monozyten durch Zugabe von 1 pg/mL LPS (quer gestreift) signifikant erhdht werden,
wohingegen sie bei U937-Zellen keinen Effekt zeigte (langs gestreift). Die diinnen Balken geben die
Standardabweichung (SD) an. ** = p < 0,001

Die BAFF-Expression in primdren Monozyten wurde durch Zugabe von LPS (1 pg/mL)
aktiviert und anschlielend mit 25 mg/mL 1VIg fur 72 h stimuliert. Auf der Ebene des
membrangebundenen BAFF konnte eine Abnahme durch 1VIg mittels FACS in priméren
Monozyten nachgewiesen werden (dGMean, unstimuliert: 13,14 + 2,5; 25 mg/mL IVIg:
2,3+ 0,6; Abb. 16).

76



Ergebnisse

17.5-
15.0+
125+

10.0+
7.5+

dGMean BAFF

5.0+

2.5+ e

0.0

0 25
WVlg-Konz. [mgimL]

Abb. 16: Herabsetzung der membranstéandigen BAFF-Expression in priméaren Monozyten durch
IVIg.

Die prim. Monozyten wurden mit 1 pg/mL LPS aktiviert (grau) und mit 25 mg/mL IVIg stimuliert
(gestreift; n = 3) flr 72 h stimuliert. Anschlieend wurde mittels Durchflusszytometrie die Expression
des membrangebundenen BAFF gemessen. 1VIg fuhrte zu einer signifikanten Abnahme der BAFF-
Expression. Die diinnen Balken geben die Standardabweichung (SD) an. ** = p < 0,005

2.2.1 1VIg reguliert die Expression von intrazellularem BAFF in priméaren

Monozyten herunter

Um den Effekt von IVIg auf die intrazelluldre Expression von BAFF in primdren Monozyten
zu untersuchen, wurden diese mit LPS (1 pg/mL) aktiviert und fir 72 h mit IVIg (25 mg/mL)
stimuliert.

Auf Ebene der intrazellulare BAFF-Expression war in primar isolierten Monozyten ebenfalls
eine signifikante Abnahme durch IVIg nach 72 h nachweisbar (dGMean, unstimuliert:
7,96 +0,8; 25 mg/mL IVIg: 3,4 + 0,5, Abb. 17).
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Abb. 17: Abnahme der intrazelluldaren BAFF-Expression in primarisolierten Monozyten durch
IVIg.

Die prim. Monozyten wurden fur 72 h mit 1 pg/mL LPS aktiviert (grau) und mit 25 mg/mL IVIg
stimuliert (gestreift) stimuliert (n = 3). AnschlieBend wurde mittels Durchflusszytometrie die
Expression des intrazellularen BAFF gemessen. 1VIg fuhrte zu einer signifikanten Abnahme der
BAFF-Expression. Die diinnen Balken geben die Standardabweichung (SD) an. ** = p < 0,005

Zusammenfassend konnte mit diesen Resultaten gezeigt werden, dass hochdosiertes 1VIg
(25 mg/mL) in primdr isolierten, LPS-aktivierten Monozyten einen vergleichbaren herunter
regulierenden Effekt auf die Expression des membranstdndigen und intrazelluldren BAFF hat,
wie in dem Model U937.

2.2.2 1VIg resultiert in einer Abnahme der BAFF-Freisetzung in Monozyten

Die Sekretion von BAFF in Uberstanden von U937-Kulturen, die fir 24, 48 und 72 h mit
zwei IVIg-Konzentrationen (5 und 25 mg/mL) stimuliert worden waren, wurde mittels ELISA
untersucht.

Zu allen Zeitpunkten (24, 48 und 72 h) konnte eine konzentrationsabhangige Abnahme von
BAFF durch 1VIg detektiert werden (Abb. 18). Nach 24 h Inkubation mit IVIg war diese
Tendenz bereits zu beobachten (BAFF-Konz. [pg/mL], unstimuliert: 94,74 £ 11,0; 5 mg/mL
IVIg: 104,26 + 10,3; 25 mg/mL 1VIg: 82,05 + 4,5). Die deutlichste Abnahme des I6slichen
BAFF wurde in Uberstanden von 72 h-Kulturen detektiert (BAFF-Konz. [pg/mL],
unstimuliert: 671,37 £ 4,5; 5 mg/mL IVIg: 506, 36 + 68,6; 25 mg/mL 1VIg: 300,55 + 43,0).
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Abb. 18: Verringerung der BAFF-Freisetzung in Monozyten durch IVIg.

U937-Zellen wurden fur 24, 48 und 72 h mit zwei verschiedenen IVIg-Konzentrationen (5 und
25 mg/mL) stimuliert und anschlielend die Konzentration des loslichen BAFF in den
Kulturiiberstanden mittels ELISA gemessen (n = 2). Im Vergleich zu unstimulierten Zellen (weil)
nahm die Konzentration des l6slichen BAFF nach Stimulation mit 5 (kariert) und 25 mg/mL (liniert)
IVIg ab. Dieser Effekt war konzentrationsabhéngig und nach 48 bzw. 72 h signifikant. Die dinnen
Balken geben die Standardabweichung (SD) an. * = p < 0,05

2.2.3 1VIg verringert die BAFF-Freisetzung in primaren Monozyten

Nachdem eine signifikante Reduktion der Konzentration an l6slichem BAFF in den
Kulturiiberstanden von U937-Zellen durch 1VIg gezeigt werden konnte, wurde die
Freisetzung in primadrisolierten Monozyten untersucht. Die Messung des freigesetzten,
l6slichen BAFF in Kulturiiberstanden von priméar isolierten Monozyten nach 72stundiger
Inkubation mit 25 mg/mL 1VIg wurde mittels ELISA durchgefihrt.

Die Freisetzung von BAFF in den Kulturiberstand der primérisolierten Monozyten nahm
durch IVIg ab (BAFF-Konz. [pg/mL], unstimuliert: 129,4 + 13,2; 25 mg/mL IVlg:
83,91 + 3,7; Abb. 19).
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Abb. 19: Verringerung der BAFF-Freisetzung in primaren Monozyten durch IVIg.

Prim. Monozyten wurden fir 72 h mit LPS (1 pg/mL) aktiviert (grau) und mit 25 mg/mL IVig
stimuliert (gestreift; n = 3). Bei der anschlieBenden Untersuchung der Kulturiiberstdnde wurde eine
signifikante Abnahme des sezernierten BAFF detektiert. Die dinnen Balken geben die
Standardabweichung (SD) an. ** = p < 0,005

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die BAFF-Expression auf allen drei
untersuchten Proteinebenen, membrangebunden, intrazelluldar und Freisetzung, in U937-
Zellen signifikant und konzentrationsabhéngig durch 1VIg herunter reguliert wird. Diese
Ergebnisse wurden in primadrisolierten Monozyten mit hochdosiertem 1VIg (25 mg/mL)
bestatigt werden. Die Durchfihrung aller weiteren Untersuchungen erfolgte daher

ausschlieBlich in dem U937-Model durchgefiihrt.

2.2.4 1VIg fuhrt zu einer Herunterregulierung der BAFF-mRNA in Monozyten

Die BAFF-Expression auf mRNA-Ebene wurde untersucht um zu ermitteln, ob der
Expressionsabnahme auf Proteinebene eine transkriptionale oder eine post-transkriptionale
Regulierung zugrunde liegt.

Nach der Stimulation von U937-Zellen fiir 12, 24, 48 und 72 h wurde die mRNA aus den
Zellen isoliert und mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben. Diese wurde in die
quantitative Echtzeit-PCR eingesetzt und die BAFF/GAPDH Ratio fur jede Probe ermittelt.
Daraus konnten mittels relativer Quantifizierung die Unterschiede zwischen unstimulierten
und stimulierten Zellen auf MRNA-Ebene analysiert werden. Nach 12, 24 h und 48 h wurde
die BAFF-mRNA durch 1VIg konzentrationsabhéngig reduziert (BAFF/GAPDH Ratio: 12 h,

unstimuliert: 1 £ 0; 5 mg/mL 1VIg: 0,26 + 0,36; 25 mg/mL IVIg: 0,26 + 0,37; 24 h,
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unstimuliert: 1 = 0; 5 mg/mL IVIg: 0,56 £ 0,01; 25 mg/mL: 0,21 + 0,29; 48 h: unstimuliert:
1+ 0; 5mg/mL IVIg: 0,61 £ 0,5; 25 mg/mL IVIg: 0,37 £ 0,13; Abb. 20). Nach 72 h war der
Effekte der geringeren BAFF-Konzentration (5 mg/mL) kaum noch zu detektieren. 25 mg/mL
IV1g resultierten wie bei den kiirzeren Stimulationszeitrdumen in einer starken Reduktion der
BAFF-mRNA (BAFF/GAPDH Ratio: 72 h unstimuliert: 1 £ 0; 5 mg/mL 1VIg: 1,075 = 0,4;
25 mg/mL 1VIg: 0,52 £ 0,28; Abb. 20). Die in Abb. 20 dargestellten Ergebnisse sind
Mittelwerte aus Duplikaten eines einzelnen Versuchs. Sie wurden in einem weiteren Versuch

bestatigt.
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Abb. 20: Bestimmung der relativen BAFF-mRNA-Menge.

U937-Zellen wurden fur 12, 24, 48 und 72 h mit IVIg (5 und 25 mg/mL) stimuliert (n = 2).
AnschlieBend wurde die MRNA aus den Zellen isoliert und in cDNA umgeschrieben. Diese wurde als
Template in die quantitative Echtzeit-PCR eingesetzt. Mittels relativer Quantifizierung wurde die
BAFF/GAPDH Ratio ermittelt. Verglichen mit unstimulierten Zellen (weif}) wurde die BAFF/GAPDH
Ratio mit IVIg (5 mg/mL (kariert), 25 mg/mL (gestreift)) reduziert. Die dinnen Balken geben die
Standardabweichung (SD) an. p > 0,05

Mit dieser Versuchsreihe konnte gezeigt werden, dass 1Vlg BAFF auch auf der mRNA-Ebene

herunter reguliert.
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2.3 Reversibilitat der Effekte von IVIg

2.3.1 Der Effekt von IVIg auf die membrangebundene BAFF-Expression in

Monozyten ist reversibel

Immunglobuline haben eine Halbwertszeit von ca. 18-32 Tagen, allerdings nimmt die
Konzentration des injizierten 1VIg im Serum bereits in den ersten 3 Tagen um 50 % ab
(Dalakas 2002). Aus diesen Grunden war der nachste Schritt herauszufinden ob die standige
Anwesenheit von IVIg notwendig fur dessen in vitro-Wirksamkeit ist.

Dazu wurden U937-Zellen fir 24 h mit 25 mg/mL IVIg stimuliert und anschlielend ein
Mediumwechsel durchgefiihrt. Die Zellen wurden fir weitere 48 h in Medium ohne IVig
kultiviert. Die Kontrollgruppe bekam nach dem Mediumwechsel weiterhin Medium mit IVIg.
Die Expression des membrangebundenen BAFF wurde in U937-Zellen wahrend einer
24 stindigen Stimulation mit 25 mg/mL IVIg herunter reguliert (dGMean BAFF,
unstimuliert: 16,8 + 0,23; 1VIg: 11,29 + 0,48; Abb. 21). Wurde 1VIg anschliefend durch einen
Mediumwechsel entfernt und die Zellen fur weitere 48 h ohne IVIg inkubiert, stieg die BAFF-
Expression wieder auf Ausgangsniveau an (dGMean BAFF, IVIg entfernt: 16,85 + 0,43).
Wurden die Zellen auch nach dem Mediumwechsel weiterhin mit 1VIg inkubiert, war die
bereits beschriebene Herunterregulierung der BAFF-Expression zu detektieren (dGMean
BAFF, IVIg: 5,69 + 0,16).
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Abb. 21: Aufhebung der Herabsetzung der Expression von membrangebundenem BAFF in
U937-Zellen durch Entfernung von 1VIg.

Nach einer 24 h Inkubation mit 25 mg/mL IVIg wurde das IVIg durch einen Mediumwechsel entfernt
und die Zellen fiir weiter 48 h ohne IVIg inkubiert (Quadrate). Dadurch stieg die Expression des
membrangebundenen BAFF auf Ausgangslevel an. Dieser Anstieg war signifikant hoher als die
Herunterregulierung bei bestehender [VIg-Stimulation (Dreiecke). Die Balken zeigen die
Standardabweichung an (SD). *** =p < 0,001

2.3.2 Der Effekt von IVIg auf die intrazellulare BAFF-Expression in Monozyten

ist reversibel

Um zu untersuchen, ob die oben beschriebene Beobachtung von der Reversibilitat des 1VIg-
Effektes auf die Expression von membrangebundenen BAFF auch auf der intrazelluldren
Expressionsebene stattfindet, wurden U937 Zellen, wie unter 2.3.1 beschrieben, stimuliert.
Auf der Ebene der intrazellularen BAFF-Expression fand ebenfalls eine anféngliche
Herabsetzung der Expression durch die 24stiindige Stimulation der Zellen mit 25 mg/mL
IVIg statt (dGMean BAFF; unstimuliert: 19,69 + 1, 1VIg: 14,29 + 0,62; Abb. 22), die durch
das Entfernen von IVIg nach 48 h wieder Ausgangsniveau erreicht (dGMean BAFF, 1Vig
entfernt: 19,36 + 0,97). Wurden die Zellen Gber den gesamten Stimulationszeitraum von 72 h
mit 1VIg inkubiert, blieb die Herabsetzung der intrazellularen BAFF-Expression bestehen
bzw. wurde weiter herabgesetzt (dGMean BAFF, 1VIg: 12,17 + 0,24).
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Abb. 22: Aufhebung der Herabsetzung der intrazellularen BAFF-Expression in U937-Zellen
nach Entfernen von IVIg.

Nach einer 24 h Inkubation mit 25 mg/mL IVIg wurde es durch einen Mediumwechsel entfernt und
die Zellen flr weitere 48 h ohne IVIg inkubiert (Quadrate). Dadurch stieg die Expression des
intrazelluldren BAFF auf Ausgangslevel an. Dieser Anstieg war signifikant hoéher als die
Herunterregulierung bei bestehender [VIg-Stimulation (Dreiecke). Die Balken zeigen die
Standardabweichung an (SD). *** =p < 0,001

Zusammenfassend konnte mit diesen Ergebnissen gezeigt werden, dass flir eine
Aufrechterhaltung des herunter regulierenden Effekts von 1VIg auf die Expression des
membrangebundenen als auch des intrazellularen BAFF eine standige Anwesenheit von 1VIg
notwendig ist. Wird IVIg entfernt, steigt die BAFF-Expression innerhalb von 48 h wieder auf

Ausgangsniveau an.

2.4 Gamunex® im Vergleich mit anderen IVIg-Praparationen

2.4.1 Herunterregulierung der membranstandigen BAFF-Expression ist

unabhangig von der 1VIg-Préaparation

Bei allen bisherig beschriebenen Versuchen wurde fir das eingesetzte 1VIg Gamunex® 10 %
(Talecris) verwendet. Um auszuschliel3en, dass es sich bei den bisherigen Ergebnissen um
produktspezifische Effekte handelt, wurden zwei weitere Prdparate untersucht,
Sandoglobulin® 5 % (Dade Behring) und Octagam® 5 % (Octapharma). Bei beiden

Praparaten handelt es sich ebenfalls um intravends-verabreichte Immunglobuline. Sie
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unterscheiden sich von Gamunex in ihrer Immunglobulin-Konzentration und den enthaltenen
Zusatzstoffen (Tab. 3).

Tab. 3: Ubersicht der verschiedenen Immunglobulinpraparate zur intravendsen Injektion

Préparation Gamunex® Octagam® Sandoglobulin®
Firma Talecris Octapharma CSL Behring
Protein/mL 100 mg 50 mg 50 mg

Total 1gG >98 % >96 % >95%
Stabilisator Glyzin Maltose Saccharose

U937-Zellen wurden fir 72 h mit den verschiedenen IVIg-Préparationen (25 mg/mL)
stimuliert.

Die Expression des membrangebundenen BAFF wurde durch alle drei untersuchten 1VIg-
Préparate signifikant reduziert (dGMean: unstimuliert: 7,86 + 0,35; Gamunex®: 1,79 + 0,3;
Octagam®: 0,99 + 0,26; Abb. 23). Die starkste Reduktion war bei Sandoglobulin® zu
beobachten (GMean: Sandoglobulin®: 0,62 + 0,02).
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Abb. 23: Abnahme des membranstdndigen BAFF unabhangig von 1VIg-Préparation.
U937-Zellen wurden fiur 72 h mit 25 mg/mL Gamunex® (Gam), Octagam® (Oct) oder
Sandoglobulin® (San) stimuliert. Anschliefend wurde die Expression des membrangebundenen BAFF
durchflusszytometrisch ermittelt. Gam und Oct resultierten in einer signifikanten Reduktion der
BAFF-Expression nach 72 h verglichen mit unstimulierten Zellen (&). Die stdrkste Reduktion war
durch die Behandlung der Zellen mit San zu detektieren. Die Standardabweichung (SD) ist durch
kleine Balken dargestellt. * p < 0,01 bzw. 0,05; ** p < 0,001
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Bei Betrachtung der Punktdiagramme (Dot plots), in denen die ZellgroRe gegen die
Zellgranularitat als FSC/SSC-Diagramm aufgetragen ist, war auffallig, dass die IVIg-
Préparationen, die die starksten Effekte auf die membrangebundene BAFF-Expression in
U937-Zellen auslbten, Oct und San, eine starke Verdichtung in der Nebenpopulation
aufwiesen (Abb. 24). Diese Population, die eine kleinere PartikelgroRe und eine geringe
Zellgranularitat als die Hauptpopulation aufweist, stellt in der Regel den Debris
(,,Zellschrott®) einer Probe dar. Dabei handelt es sich meist um tote Zellen und Zelltriimmer.
Die in Abb. 24 dargestellten Daten stammen aus jeweils einer Probe, von der 10.000

Ereignisse aufgezeichnet wurden.

] : Gam

Oct ; San

SSC

FSC

Abb. 24: Verdichtung der linken Zellpopulation durch Octagam® und Sandoglobulin®.
U937-Zellen wurden in einer 72stlindigen Stimulation mit 25 mg/mL Gam, Oct und San inkubiert. Die
darauffolgende durchflusszytometrische Analyse der GréRe (dargestellt im FSC) und der Granularitat
(dargestellt im SSC) ergab eine ausgepragte Anreicherung der Zellen im niedrigen Bereich (linke
Population, Pfeil), vor allem bei Stimulation mit Oct oder San. Verglichen mit unstimulierten Zellen
(@) verursachte Gam nur eine schwache Verdichtung.

Um zu ermitteln, ob es sich bei der Zunahme in der linken Zellpopulation um tote Zellen

handelte, wurde ein Apoptose-Assay mit 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) durchgefihrt.
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Der basale Anteil apoptotischer Zellen lag bei unstimulierten Proben nach 72stiindiger
Inkubation bei 2,1 %. Die Stimulation der Zellen mit Gam und Oct flihrte zu eine Erh6hung
des prozentualen Anteils an 7-AAD"-Zellen (Gam: 4,7 %; Oct: 12,9 %), d. h. die IVIg-
Préparationen verursachten einen Anstieg der Zelltodrate. Gamunex® verursachte mehr als
doppelt so viele, Oct mehr als sechs Mal so viele apoptotische Zellen wie in der
unstimulierten Probe (Abb. 25 A).

Um festzustellen wo die apoptotischen Zellen im FSC/SSC-Punktdiagramm lokalisiert sind,
wurden die 7-AAD"-Zellen in den unter Abb. 25 A dargestellten Dichtediagrammen
eingerahmt (gegated) und die Zellen, die sich in diesem Bereich (,,Gate*) befanden,
erscheinen als rote Ereignisse in den unter Abb. 25 B dargestellten Punktdiagrammen. Die
Mehrheit der roten, 7-AAD*-Zellen (= apoptotisch) befand sich in der linken Population
(Pfeile, Abb. 25 B). Die in Abb. 25 dargestellten Daten sind in A) als Dichtediagramm von
jeweils einer Probe a 10.000 Ereignisse abgebildet und in B) als Punktdiagramm, in dem die

Zellen aus den Gates der Diagramme unter Abb. 25 A rot dargestellt sind.
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a Gam Oct
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Abb. 25: Octagam® steigert den Anteil toter Zellen in der 72 h-Kultur von Monozyten.
U937-Zellen wurden mit 25 mg/mL Gam und Oct fiir 72 h stimuliert und anschlieBend der prozentuale
Anteil apoptotischer Zellen mittels einer 7-AAD-Féarbung durchflusszytometrisch erfasst. (A) Gam
und Oct flihrten zu einem Anstieg des prozentualen Anteils von 7-AAD"-Zellen (s. Gate) in den 72 h-
Kulturen, verglichen mit unstimulierten Zellen. (B) Die Zellen aus dem 7-AAD*-Gate (rot) wurden in
dem FSC/SSC-Punktdiagramm mit den ungeféarbten Zellen Uberlagert dargestellt. Die dadurch
ermdglichte Lokalisierung zeigte einen Zuwachs der 7-AAD"-Zellen fast ausschlieBlich in der linken
Population.

Fur San konnte dieses Experiment nicht durchgefiihrt werden, da nicht mehr genug Wirkstoff
zur Verfugung stand. Der Vergleich der FSC/SSC-Punktdiagramme der Zellen, die mit
25 mg/mL Oct und San fir 72 h stimuliert wurden (Abb. 24), l&sst allerdings vermuten, dass
es sich mit San ahnlich verhadlt wie mit Oct: die Zunahme in der linken Population des

Punktdiagrams ist auf einen erhéhten Zelltod zuriickzufuhren.

2.4.2 Herunterregulierung der intrazellularen BAFF-Expression ist unabhéngig

von der 1VIg-Préaparation

Dazu wurden U937-Zellen fir 72 h, wie unter 2.4.1 beschrieben, stimuliert und die
intrazellulare BAFF-Expression gemessen.

Die BAFF-Expression wurde auch im intrazellularen Raum von allen getesteten 1VIg-
Préaparationen signifikant herunter reguliert (dGMean: unstimuliert: 18,51 + 0,88; Gam:
11,12 £ 0,7; Oct: 15,13 £ 0,53; San: 12,38 + 1,34; Abb. 26). Allerdings war in diesem
Kompartiment der Effekt bei Gam am stérksten, gefolgt von San. Oct verursachte den
schwachsten Effekt, der aber trotzdem noch signifikant gegentiber der BAFF-Expression in

unstimulierten Zellen war.
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Abb. 26: Verringerung der intrazellularen BAFF-Expression in Monozyten unabhangig von der
IVIg-Praparation.

U937-Zellen wurden dber einen Zeitraum von 72 h mit 25 mg/mL unterschiedlicher IVIg-
Praparationen, Gam, Oct und San, stimuliert. Die darauffolgende durchflusszytometrisch
Untersuchung ergab eine signifikante Verringerung der intrazellularen BAFF-Expression durch alle
drei Praparationen verglichen mit unstimulierten Zellen (&). Standardabweichungen (SD) sind als
kleine Balken dargestellt. * = p < 0,01 bzw. 0,05; ** = p < 0,001

Somit wurden die Ergebnisse aus der Messung der membranstandigen Expression von BAFF
mit den Resultaten der intrazellularen Messung bestatigt, da ebenfalls alle untersuchten 1VIg-
Préparationen zu signifikanten Verringerungen der Expression von BAFF fihrten.
Untereinander jedoch variierten die IVIg-Préparationen in der Starke ihres Effekts. Im
Gegensatz zur extrazellularen Ebene, wo Gam den schwaéchsten Effekt hatte, l6ste es
intrazellular den starksten Effekt aus (Vergleich Abb. 23 und Abb. 26).

2.4.3 Verringerung der BAFF-Freisetzung in Monozyten ist unabhéangig von der

IVIg-Préaparation

Nachdem die mit Gam bereits beobachteten Ergebnisse auf den Ebenen der
membrangebundenen und der intrazelluldren BAFF-Expression auch mit anderen 1VIg-
Praparationen, Oct und San, bestatigt worden waren, wurde untersucht ob es auf Ebene der
Freisetzung von loslichem BAFF signifikante Unterschiede zwischen den Effekten der
unterschiedlichen [VIg-Praparationen gibt. Dazu wurde die Konzentration des l6slichen
BAFF in Kulturiberstande von U937-Zellen, die 72 h mit 25 mg/mL der verschiedenen

Préparationen stimuliert worden waren, mittels ELISA gemessen und analysiert.
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Nach 72 h Inkubation verursachten Gam und San eine signifikante Verringerung der BAFF-
Freisetzung in U937-Zellen, verglichen mit unstimulierten Zellen. Oct verursachte eine
weniger starke, aber trotzdem noch signifikante Verringerung der BAFF-Freisetzung (BAFF-
Konz. [pg/mL]: unstimuliert: 669,08 + 49,08; Gam: 128,55 + 8,85; Oct: 235,25 * 46,82; San:
103,95 + 16,06; Abb. 27).
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Abb. 27: Verringerte Freisetzung von BAFF in Monozyten durch diverse 1VIg-Préaparationen.
Die Konzentration von l6slichem BAFF wurde in Kulturiberstdnden von U937-Zellen nach
72 stiindiger Stimulation mit 25 mg/mL Gam, Oct und San mittels ELISA gemessen. Alle drei
Préparate resultierten in einer Herabsetzung der BAFF-Konzentration in den Kulturiiberstdnden,
verglichen mit unstimulierten Zellen (&). Der Effekt von San war mit Gam vergleichbar. Die
Standardabweichungen (SD) sind als kleine Balken dargestellt. * = p < 0,05; ** = p < 0,001

Zusammenfassend konnte mit diesen Versuchen gezeigt werden, dass die bereits zu Anfang in
dieser Arbeit detektierte Herunterregulierung der BAFF-Expression auf membranstandiger
und intrazellularer Ebene sowie die Freisetzung durch 1VIg in Form von Gam nicht Préparat-
spezifisch ist. Verglichen mit unstimulierten Zellen konnte namlich auch fur die anderen
beiden untersuchten Prdparate, Oct und San, eine signifikante Verrinerung von BAFF auf
diesen drei Ebenen gezeigt werden. Vergleicht man die drei Préparate untereinander ergaben
sich auf der ein oder anderen Ebene Verschiebungen, welches den starksten und welches den
schwachsten Effekt ausloste. Hinsichtlich der Vertréglichkeit fur die Zellen unterschieden
sich die Préparate deutlich voneinander: Oct I6ste bei drei Mal mehr Zellen Apoptose aus als

Gam.
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2.5 1IVIg im Vergleich mit 1IgG

2.5.1 Isoliertes humanes IgG reguliert die Expression von membranstandigem
BAFF in Monozyten herunter

Industriell hergestellte Immunglobulin-Préparate durchlaufen aufwendige
Verarbeitungsschritte z. B. zur Fraktionierung und zur Entfernung von Viruspartikeln bevor
sie dem Patient intravends verabreicht werden kdnnen. Um zu untersuchen, ob durch diese
Aufarbeitungen die biologische Aktivitat verandert wird, wurde im eigenen Labor humanes
Immunglobulin G (IgG) aufgereinigt. Dazu wurden Blut von drei gesunden Spendern
abgenommen und daraus mittels Affinitdtschromatographie mit einer Protein G-Sdule 1gG
isoliert (s. Methoden, S. 53f). AnschlieRend wurden Zellen der Linie U937 mit zweli
verschiedenen Konzentrationen dieser 1gG-Praparation (4 und 19 mg/mL) flr 72 h stimuliert.
Nachdem eine Zugabe von Glyzin (50 mM) zu dem aufgereinigten 1gG in einem Vorversuch
keinen Einfluss auf das Ergebnis hatte (Daten nicht gezeigt), wurde es der Praparation flr alle
weiteren Experimente als Stabilisator zugesetzt.

Nach 72 h Inkubation der U937 Zellen mit isoliertem IgG sank die Expression des
membrangebundenen BAFF signifikant ab (dGMean BAFF: unstimuliert: 11,46 + 0,46;
4 mg/mL 1gG: 1,23 = 0,18; 19 mg/mL I1gG: 0,51 £ 0,07; Abb. 28). Diese Abnahme war auch
signifikant im Vergleich zu der Abnahme der BAFF-Expression durch IVIg-Stimulation
(dGMean BAFF: 5 mg/mL IVIg: 10,21 £ 1,4; 25 mg/mL.: 3,75 + 0,23; Abb. 28).
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Abb. 28: Abnahme der Expression des membrangebundenen BAFF in Monozyten durch
humanes IgG.

U937-Zellen wurden fur 72 h mit zwei Konzentrationen aufgereinigtem, gepooltem 19G, 4 (grau) und
19 mg/mL (schwarz), stimuliert. AnschlieBend wurde die Expression des membranstdndigen BAFF
mittels Durchflusszytometrie detektiert. Verglichen mit unstimulierten Zellen (weil) wurde die
membrangebundene BAFF-Expression signifikant durch aufgereinigtes, gepooltes 19gG reduziert.
Dieser Effekt war auch signifikant starker als die flr beide 1VIg-Konzentrationen, 5 (kariert) und
25 (gestreift) mg/mL, bisher beobachtete Verringerung der membrangebundenen BAFF-Expression.
Die diinnen Balken geben die Standartabweichung (SD) an. * = p < 0,01; ** = p < 0,001

2.5.2 lIsoliertes humanes IgG reguliert die Expression von intrazellularem BAFF

in Monozyten herunter

Um die Auswirkung des eigens isolierten 1gG auf die Expression von intrazellularen BAFF zu
untersuchen, wurden U937-Zellen fur 72 h mit zwei Konzentrationen IgG, 4 und 19 mg/mL,
stimuliert. 1gG fuhrte zu einer signifikanten Senkung der intrazellularen BAFF-Expression
(dGMean: unstimuliert: 14,01 + 0,78; 4 mg/mL 19G: 7,44 + 0,53; 19 mg/mL IgG: 7,6 £ 1,34;
Abb. 29). Dieser Effekt war nicht konzentrationsabhéngig, aber signifikant starker als durch
das industriell hergestellte IVIlg (dGMean BAFF: 5 mg/mL IVIg: 12,19 + 0,61; 25 mg/mL
IVIg: 8,7 £ 0,16; Abb. 29).
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Abb. 29: Abnahme der intrazellularen BAFF-Expression in Monozyten durch humanes 1gG.
Zellen der Linie U937 wurden mit zwei Konzentrationen aufgereinigtem, gepooltem IgG, 4 (grau) und
19 mg/mL (schwarz), fir 72 h stimuliert. Im Anschluss wurde mittels Durchflusszytometrie die
Expression des intrazellular lokalisierten BAFF gemessen. Die Zugabe von IgG flhrte zu einer
signifikanten Verringerung der intrazellularen BAFF-Expression in U937 verglichen mit
unstimulierten Zellen (weil). Die durch IgG hervorgerufene Herunterregulierung war ebenfalls
signifikant starker als die bisher beobachtete Verringerung der intrazellularen BAFF-Expression durch
IVIg (5 mg/mL: kariert, 25 mg/mL: liniert). Die Standardabweichung (SD) ist in diinnen Balken
angezeigt. * = p <0,01; ** =p < 0,001

2.5.3 Humanes IgG fuhrt zu einer Reduktion der BAFF-Freisetzung in

Monozyten

Zusatzlich zu den Effekten von humanem 1gG auf die Expression von BAFF wurde auch der
Effekt auf die Freisetzung von BAFF in Monozyten untersucht. Dazu wurden U937-Zellen fir
72 h mit 4 und 19 mg/mL 1gG stimuliert und anschlieBend die Kulturiiberstande im ELISA
gemessen.

Humanes IgG resultierte in einer signifikant reduzierten Freisetzung des l6slichen BAFF
(BAFF-Konz. [pg/mL]: unstimuliert: 1393 + 182; 4 mg/mL IgG: 129,6 = 12,5; 19 mg/mL
IgG: 125,1 = 2,3; Abb. 30). Diese Reduktion war ebenfalls signifikant starker als die durch
IVIg hervorgerufene Herabsetzung der Konzentration von l6slichem BAFF in den
Uberstanden (BAFF-Konz. [pg/mL]: 5 mg/mL IVIg: 477,9 + 64; 25 mg/mL IVIg:
193,9 £ 19,8; Abb. 30).
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Abb. 30: Herunterregulierung der BAFF-Freisetzung in Monozyten durch humanes IgG.

U937-Zellen wurden fir 72 h mit zwei Konzentrationen, 4 und 19 mg/mL, humanem, gepooltem 1gG
stimuliert. Danach wurde die Konzentration von léslichem BAFF in den Kulturliberstanden mittels
ELISA gemessen. In den Kulturliberstanden der 1gG-behandelten Zellen war die Konzentration des
I6slichen BAFF im Vergleich zu den Kulturliberstanden unstimulierter Zellen (weiB) signifikant
niedriger (4 mg/mL: grau; 19 mg/mL: schwarz). Verglichen mit IVIg-behandelten Zellen, 5 (kariert)
und 25 (liniert) mg/mL, konnte durch 1gG weniger 16sliches BAFF in den Uberstanden detektiert
werden. Die Standardabweichung (SD) ist als diinne Balken angegeben. * = p < 0,01 bzw. 0,05;

** = p<0,001
Zusammenfassend wurde mit diesen Versuchen gezeigt, dass isoliertes, gepooltes, humanes
IgG einen nicht minder starken herunter regulierenden Effekt auf die Expression von

membranstandigen und intrazelluléren sowie die Freisetzung von BAFF in Monozyten hat

wie IVIg.

2.6 Abhangigkeit der 1IgG-Wirkung von der Region des Molekdls

Da gezeigt werden konnte, dass der Hauptbestandteil des IV1g, IgG, fir dessen Wirkung auf
die Expression von BAFF in Monozyten verantwortlich ist, stellte sich nun die Frage, ob eine

bestimmte Region des 1gG diese Wirkung vermittelt.
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2.6.1 F(ab‘), vermittelt die herunter regulierende Wirkung von 1VIg auf die

Expression des membranstandigen BAFF in Monozyten

Um die Frage nach einem effektauslosenden Bestandteil von IgG zu adressieren, wurde
zunachst versucht die im 1VIg enthaltenen Immunglobuline in ihre beiden Fraktionen, Fab
und Fc, zu separieren. Nach dem enzymatischen Verdau von 1VIg mit Papain wurde versucht
die dabei entstandenen Fraktionen erst mittels GroBenausschlu3-Chromatographie und
anschlieBend mit Affinitdtschromatographie aufzutrennen. Nach jedem Trennungsschritt
wurden einzelne Fraktionen in SDS-Gelen elektrophoretisch aufgetrennt, um die Reinheit zu
kontrollieren. Bevor die verdaute Probe chromatographisch aufgetrennt wurde, waren auf dem
SDS-Gel unter nicht-denaturierenden Bedingungen Fab- und Fc-Fragmente, schwere und
leichte Ketten sowie unverdautes IVIg zu sehen (Abb. 31 A). Nach dem ersten
chromatographischen Schritt, der GroéRenausschluss-Chromatographie, deutete sich eine
Fraktionierung auf dem Gel an: in den Fraktionen des ersten Peaks der Auftrennung waren
vor allem Fragmente bis ca. 40 kDa, also hauptsdchlich unverdautes 1VVIg enthalten. In den
Fraktionen des zweiten Peaks waren die kleineren Bestandteile enthalten wie Fc- und Fab-
Fragmente (Abb. 31 B). Durch den anschlieBenden Einsatz einer ProteinA-Sdule gelang es
das unverdaute 1\VIg aus den Fab-Fraktionen groftenteils zu entfernen, allerdings enthielten
sie im Anschluss immer noch geringe Anteile Fc-Fragment. Die Fc-Fraktionen enthielten
immer noch hohe Anteile an Fab-Fragmenten und unverdautem IVIg (Abb. 31 C). Nach dem
letzten chromatographischen Schritt, die Verwendung einer ProteinL-Sdule, enthielt der
Saulendurchfluss Fab- und Fc-Fragmente, die Elution nur Fab-Fragmente. Somit gelang es bis

zuletzt nicht die Fc-Fraktion sauber aufzutrennen (Abb. 31 D).
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Abb. 31: Chromatographische Auftrennung von 1VIg nach Papain-Verdau.

Um die Fab- von den Fc-Fragmenten zu trennen wurde 1VVIg mit Papain verdaut. (A) Eine Probe des
Verdaus wurde elektrophoretisch im SDS-Gel zur Kontrolle aufgetrennt. Es folgten (B)
GroRenausschluss-Chromatographie, (C) Affinitats-Chromatographie mit einer ProteinA-Saule sowie
(D) Affinitatschromatographie mit einer ProteinL-Sdule. Auch nach dem finalen Schritt (D) waren
Fab-Fragmente (Doppelbande bei 40 kDa) in der Fc-Fraktion enthalten. Die Fab-Fraktion war
allerdings frei von Fc-Kontaminationen. (E) Reine F(ab‘)2-Fragmente (ca. 100 kDa) von Dr. S. V.
Kaveri nach Pepsin-Verdau des IVIg. Fab: Fab-Fragment; Fc: Fc-Fragment; HC: schwere Kette; LC:
leichte Kette; F(ab“)2: F(ab“),-Fragment; kDa: Kilodalton

Um diese Fragestellung trotzdem adressieren zu konnen, stellte uns Dr. S. V. Kaveri des
»Institut national de la santé et de la recherche médical“ (INSERM) in Paris netterweise
F(ab‘),-Fragmente zur Verfugung (elektrophoretische Auftrennung; Abb. 31 E). Gewonnen
wurden diese F(ab‘),-Fragmente durch enzymatische Spaltung der intravendsen
Immunglobuline mit Pepsin und anschlieBender chromatographischer Aufreinigung mittels
ProteinG-Sdule.

U937-Zellen wurden mit diesen F(ab‘),-Fragmenten uber einen Zeitraum von 72 h stimuliert.
Die verschieden F(ab‘),-Konzentrationen, 3,33 und 16,6 mg/mL, wurden so gewahlt, dass sie
den Fab-Anteilen der zuvor verwendeten I[VIg-Konzentrationen (5 und 25 mg/mL)
entsprachen. Die anschliefende Analyse des membrangebundenen BAFF ergab, dass die
F(ab“)2-Fragmente des Immunglobulins eine signifikante Herunterregulierung verursachten.

Diese Wirkung war konzentrationsabhéngig und vergleichbar mit dem vollstandigen IVIg
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(dGMean: unstimuliert: 7,86 + 0,35; 3,33 mg/mL F(ab‘),: 5,07 + 0,52; 16,6 mg/mL F(ab*),:
1,22 +0,19; 5 mg/mL IVIg: 5,35 £ 0,32; 25 mg/mL IVIg: 1,79 + 0,3; Abb. 32).

Abb. 32: Herabsetzung von membranstindigem BAFF durch F(ab¢), in Monozyten.

U937-Zellen wurden fiir 72 h mit 3,33 (grau kariert) und 16,67 mg/mL (grau liniert) F(ab®),-
Fragmenten  stimuliert.  AnschlieBend wurde die  membranstdndige = BAFF-Expression
durchflusszytometrisch bestimmt (n = 3). Verglichen mit unstimulierten Zellen (weiR) nahm die
Expression konzentrationsabhangig und signifikant durch F(ab‘), ab. Die Abnahme der
membranstdndigen BAFF-Expression war mit Gamunex bei beiden Konzentration, 5 (weil3 kariert)
und 25 (grau kariert) mg/mL, vergleichbar. Die Standardabweichung (SD) ist durch kleine Balken
dargestellt. ** = p < 0,001

2.6.2 F(ab‘), vermittelt die herunter regulierende Wirkung von 1VIg auf die

intrazellulare BAFF-Expression in Monozyten

Um die Auswirkung des F(ab®), auf die Expression von intrazellularen BAFF zu untersuchen,
wurden U937-Zellen fiir 72 h mit zwei Konzentrationen F(ab‘),-Fragment, 3,33 und
16,67 mg/mL, stimuliert und anschlieRend durchflusszytometrisch analysiert.

Die Expression des intrazelluldaren BAFF wurde ebenfalls durch F(ab‘),-Fragmente verringert,
allerdings nur durch die hohe eingesetzte Konzentration von 16,6 mg/mL (Abb. 33). Die
Herunterregulierung durch die niedrigere F(ab*),-Konzentration war auf dieser Ebene weniger
stark wie mit der entsprechenden Gesamt-1VIg-Konzentration. Allerdings war der Effekt der
hohen F(ab‘),-Konzentration vergleichbar mit der niedrigeren Konzentration des Gesamt-
IVIg (dGMean: unstimuliert: 21,57 + 2,25; 5 mg/mL IVIg: 14,61 + 0,74; 25 mg/mL VIg:
11,5+ 0,7; 3,33 mg/mL F(ab*),: 20,13 + 0,7; 16,6 mg/mL F(ab*),: 14,03 + 2,09; Abb. 33).
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Abb. 33: Herabsetzung der intrazellularen BAFF-Expression durch F(ab¢), in Monozyten.
U937-Zellen wurden fiir 72 h mit 3,33 (grau kariert) und 16,67 mg/mL (grau liniert) F(ab®),-
Fragmenten  stimuliert.  AnschlieBend  wurde  die  intrazellulare = BAFF-Expression
durchflusszytometrisch bestimmt (n = 3). Verglichen mit unstimulierten Zellen (wei8) nahm die
Expression konzentrationsabhingig durch F(ab®)2 ab. Die Abnahme der intrazelluliren BAFF-
Expression war mit Gamunex® bei beiden Konzentration, 5 (wei3 kariert) und 25 (grau Kariert)
mg/mL, stirker wie mit F(ab‘),. Die Standardabweichung (SD) ist durch kleine Balken dargestellt.
*=p <0,01 bzw. 0,05; ** = p < 0,001

Zusammenfassend konnte mit diesen Ergebnissen gezeigt werden, dass das F(ab‘),-Fragment
aus IVIg-Préaparationen einen vergleichbar starken Effekt auf die membrangebundene und

intrazellulare Expression von BAFF in Monozyten hat wie die gesamte 1\VIg-Praparation.

2.6.3 F(ab®), vermittelt die herunter regulierende Wirkung von 1VIg auf die

Freisetzung des l6slichen BAFF in Monozyten

SchlieBlich wurde der Effekt von F(ab‘),-Fragmenten auf die Freisetzung von BAFF in
Monozyten untersucht. Dazu wurde das l6sliche BAFF in Kulturtiberstanden von U937-
Zellen, die 72 h wie unter 2.6.1 beschrieben, stimuliert worden waren, mittels ELISA
analysiert.
Die 72stundige Inkubation von U937-Zellen resultierte in einer verminderten Freisetzung von
BAFF (Abb. 34). Dieser Effekt war signifikant und konzentrationsabhangig (BAFF-Konz.
[pg/mL]: unstimuliert: 756,56 + 39,64 mg/mL; 3,33 mg/mL F(ab‘),: 609,64 + 38,91,
16,6 mg/mL F(ab‘),: 168,21 + 16,08) verglichen mit unstimulierten Zellen. Auf dieser Ebene
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war nur der Effekt der hoheren F(ab‘),-Konzentration vergleichbar mit dem der hohen
Gesamt-1VI1g-Konzentration, bei der jeweils niedrigeren Konzentration war der Effekt des
Gesamt-1VIg signifikant starker (BAFF-Konz. [pg/mL]: 5 mg/mL IVIg: 263,78 + 18,13;
25 mg/mL IVIg: 162 + 5,8).
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Abb. 34: F(ab‘),-Fragment vermittelt Verringerung der Freisetzung von BAFF in Monozyten.
U937-Zellen wurden 72 h mit 3,33 (grau kariert) und 16,67 (grau liniert) mg/mL F(ab‘),-Fragment
stimuliert und anschlieBend die Konzentration von léslichem BAFF in den Kulturlberstanden mittels
ELISA gemessen. Verglichen mit unstimulierten Zellen (weil3) fiihrt F(ab),-Fragment zu einer
signifikanten und konzentrationsabhangigen Abnahme der BAFF-Freisetzung in den Uberstanden.
Verglichen mit den beiden IVIg-Konzentrationen, 5 (weif} kariert) und 25 mg/mL (weil3 liniert), war
die Abnahme der BAFF-Freisetzung durch F(ab‘),-Fragment schwécher. Die Standardabweichungen
(SD) sind als kleine Balken dargestellt. * = p < 0,05; ** = p < 0,001

2.7 Einfluss von IVIg auf die Transkriptionslevel von Fcy-Rezeptoren in

Monozyten

Aufgrund der Tatsache, dass in IVIg-Préparationen sowohl der Fab- als auch der Fc-Teil
immunmodulatorisch aktiv sein kann (Bayry et al. 2003), wurden die Transkriptionslevel der
FcyRs, CD16 (FcyRlIlla), CD32b (FcyRIIb) und CD64 (FcyRIa), untersucht. Dazu wurden
U937-Zellen mit 5 und 25 mg/mL 1VIg fur 6 bzw. 24 h stimuliert und anschlielend die
MRNA-Isoliert, welche dann in cDNA umgeschrieben wurde. Diese wurde als Template in
die Echtzeit-PCR eingesetzt und die Expressionslevel durch die Normalisierung mit einem

HSK (GAPDH) und einer Effizienz-korrigierten Quantifizierung errechnet. Daraus ergab sich
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die konzentrationsabhéngige Abnahme der beiden aktivierenden FcyR, CD16 und CD64,
sowie des inhibierenden FcyR, CD32b (CD16/GAPDH Ratio, 6 h: unstimuliert: 1 + 0; 5
mg/mL 1VIg: 0,91 = 0,01; 25 mg/mL IVIg: 0,58 + 0,53; CD32b/GAPDH Ratio, 24 h: 1 +0; 5
mg/mL IVIg: 0,99 + 0,4; 25 mg/mL IVIg: 0,76 = 0,08; CD64/GAPDH Ratio, 24 h:
unstimuliert: 1 £ 0; 5 mg/mL IVIg: 94 = 0,11; 25 mg/mL IVIg: 0,85 + 0,2; Abb. 35).
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Abb. 35: Modulation der Transkriptionslevel von Fcy-Rezeptoren in Monozyten durch 1VIg.
U937-Zellen wurden fir 6 bzw. 24 h mit 5 (kariert) und 25 mg/mL IVIg (liniert) stimuliert.
AnschlieBend wurde die mRNA aus den Zellen isoliert und in cDNA umgeschrieben. Diese wurde als
Template in die quantitative Echtzeit-PCR eingesetzt. Uber relative Quantifizierung wurde die
Zielgen/GAPDH Ratio ermittelt. Verglichen mit unstimulierten Zellen wurden die Transkriptionslevel
von (A) CD16 nach 6 h, (B) CD32b und (C) CD64 nach 24 h reduziert. Die diinnen Balken geben die
Standardabweichung (SD) an. p > 0,05

Zusammenfassend konnte mit diesen Versuchen gezeigt werden, dass 1VIg zu einer (meist)
signifikanten Abnahme der BAFF-Expression auf Protein- (extra- und intrazellular) und
MRNA-Ebene sowie der Freisetzung in Monozyten fuhrt (Tab. 4). Des weiteren konnte
gezeigt werden, dass fur die Aufrechterhaltung dieser Effekte die stdndige Anwesenheit von
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IVIg notwendig ist. Die Ergebnisse gaben auBerdem Hinweis darauf, dass die Effekte von

IVIg F(ab‘),-abhéngig und -unabhangig sein kénnen.

Tab. 4: Ubersicht der Resultate aus Schllsselexperimenten mit 1V1g

Zellen Expressions-  Stimulations-  Stimulus Wert Abnahme
level dauer [h] [%0]
U937 Protein 72 ) 22,8 -
(Membran) IVIg,5mg/mL 214 6,1
IVIg, 25 mg/mL 8,2 64,1
[dGMean]
Protein 72 %) 25,1 -
(Zytoplasma) IVIlg,5mg/mL 23 8,4
IVIg, 25 mg/mL 19,6 22,1
[dGMean]
Freisetzung 72 ) 671,4 -
IVIlg, 5mg/mL  506,4 24,6
ESQ;FL']';"“Z- IVlg, 25 mg/mL  300,6 55,2
MRNA 24 %) 1 -
IVIg,5mg/mL 0,6 44
g}gf’GApD“ IVlg, 25 mg/mL 0,2 79
Prim. Protein 72 LPS+ @ 13,1 -
Monozyten (Membran) LPS+1VIig,25 2,3 82,5
[dGMean] mg/mL
Protein 72 LPS+ @ 8 -
(Zytoplasma) LPS+1VIg,25 34 57,3
[dGMean] mg/mL
Freisetzung 72 LPS+@ 129,4 -
(BAFF-Konz. LPS+1VIg,25 839 35,2
[pg/mL])
mg/mL
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3. Wirkung von immunsuppressiven Glucocorticoiden auf die

Expression und Freisetzung von BAFF in Monozyten

Synthetische Glucocorticoide sind Hormonderivate, die aufgrund ihrer antiinflammatorischen
und immunsuppressiven Wirkung seit vielen Jahrzehnten in der Medizin zur Behandlung von
chronisch-entziindlichen und Autoimmunerkrankungen, wie Rheumatoide Arthritis und
Multiple Sklerose eingesetzt werden (Rhen und Cidlowski 2005; De Bosscher und Haegeman
2009). Ein Gros der mit Glucocorticoiden behandelten Erkrankungen steht in unmittelbarem
Zusammenhang mit einer Dysregulation des B-Zell-aktivierenden Faktors BAFF (Cheema et
al. 2001; Krumbholz et al. 2005). Vor diesem Hintergrund stellte sich nun die Frage ob
Glucocorticoide Einfluss auf die BAFF-Expression und Sekretion von Monozyten als

wichtigstem BAFF-produzierenden Zelltyp nehmen.

3.1 Effekte von Dexamethason

3.1.1 Dexamethason reduziert die Expression von membrangebundenem BAFF

in Monozyten

Daher wurde in dieser Arbeit zunéachst der Einfluss von Glucocorticoiden auf die Expression
des membranstandigen BAFF in Monozyten untersucht. Die im Folgenden beschriebenen
Versuche wurden, wenn nicht anders vermerkt, mit Dexamethason (Dex) durchgefihrt, einem
synthetischen Glucocorticoid, das ca. 40-mal starker als das kdrpereigene Cortison wirkt.

U937-Zellen wurden flr 24, 48 und 72 h mit zwei Dex-Konzentrationen, 1 und 10 pM, oder
als Kontrolle mit Dimethylsulfoxid (DMSO; Endkonz.: 0,1 %) stimuliert. In Abb. 36 ist
beispielhaft das Histogramm einer durchflusszytometrischen Messung von U937-Zellen nach
72 h dargestellt. Die Isotypkontrolle war negativ fir die Oberflachenantigene der untersuchten
Zellen. Die Kurven der Dex-behandelten Zellen lagen im Histogramm verglichen mit den
unstimulierten Zellen nach links versetzt. Diese Linksverschiebung zeigte eine Abnahme der

BAFF-Expression durch Dex an.
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Abb. 36: Abnahme der membrangebundenen BAFF-Expression in Monozyten durch
Dexamethason.

U937-Zellen wurden fiir 72 h mit 1 und 10 pM Dex stimuliert. AnschlieRend wurde die Expression
des membrangebundenen BAFF durchflusszytometrisch gemessen. Dex verursachte durch beide
Konzentrationen eine Expressionsabnahme verglichen mit den unstimulierten Zellen.

Die BAFF-Expression auf der Oberfliche der U937-Zellen wurde durch Dex herunter
reguliert.

Bereits nach 24 h wurde eine Dex-vermittelte signifikante Abnahme der Expression detektiert
(dGMean: unstimuliert: 7,77 £ 0,25; 1 uM Dex: 6,18 + 0,43; 10 uM: 6,26 + 0,25; Abb. 37).
Die Abnahme war nicht konzentrationsabhdngig. Nach 48 und 72 h Inkubation der U937-
Zellen mit Dex wurde ebenfalls eine signifikante Verringerung der Expression von
membranstdndigen BAFF detektiert, wobei der Effekt mit 1 uM Dex etwas starker war wie
mit 10 pM (dGMean: unstimuliert 48 h: 10,3 + 0,22; 1 uM Dex: 5,41 +0,33; 10 puM:
6,01 = 0,37; unstimuliert 72 h: 8,14 £ 0,59; 1 uM Dex: 5,67 = 0,18; 10 uM Dex: 6,13 + 0,2;
Abb. 37).
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Abb. 37: Herunterregulierung der membranstandigen BAFF-Expression in Monozyten durch
Dexamethason.

U937-Zellen wurden fiir 24, 48 und 72 h mit 1 und 10 uM Dex stimuliert (n = 3). AnschlieRend wurde
die Expression des membranstdndigen BAFF durchflusszytometrisch gemessen. Verglichen mit
unstimulierten Zellen (weiR) wurde die Expression in Monozyten zu allen drei Zeitpunkten signifikant
durch 1 (kariert) und 10 uM (liniert) Dex verringert. Die Standardabweichungen (SD) sind als Kkleine
Balken dargestellt. * =p < 0,01; ** = p < 0,001

3.1.2 Dexamethason reguliert die Expression von intrazellularem BAFF in

Monozyten herunter

Zur Untersuchung der intrazellularen BAFF-Expression wurden U937-Zellen, wie unter 3.1.1
beschrieben, stimuliert.

Nach allen drei untersuchten Zeitrdumen wurde eine signifikante, konzentrationsabhangige
Herunterregulierung der intrazellularen BAFF-Expression detektiert (dGMean: 24 h,
unstimuliert: 13,13 £ 0,16; 1 uM Dex: 9,8 + 0,4; 10 uM Dex: 8,6 £ 0,47; 48 h, unstimuliert:
14,71 £ 0,9; 1 uM Dex: 9,83 £ 0,47; 10 uM Dex: 8,61 + 0,3; 72 h, unstimuliert: 14,51 + 0,11,
1 uM Dex: 10,82 + 0,22; 10 uM Dex: 9,97 = 0,67; Abb. 38).
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Abb. 38: Herabsetzung der Expression von intrazellularem BAFF in Monozyten durch
Dexamethason.

U937-Zellen wurden flr 24, 48 und 72 h mit 1 (kariert) und 10 pM (liniert) Dex stimuliert (n = 3).
AnschlieBend wurde die intrazellulare BAFF-Expression mittels Durchflusszytometrie gemessen. Die
Expression nahm nach allen drei Zeitraumen signifikant und konzentrationsabhéngig ab verglichen mit
unstimulierten Zellen (weil3). Die Standardabweichungen (SD) sind als kleine Balken dargestelit.
*=p<0,05;**=p<0,001

Da bei einer Aufarbeitung der Zellen fir eine durchflusszytometrische Analyse der
intrazellularen BAFF-Expression auch membranstdndige Molekile markiert werden, wurde
fir den intrazellularen Nachweis zusétzlich die Western Blot-Analyse eingesetzt. Dazu
wurden U937-Zellen fur 12, 24, 48 und 72 h mit 1 und 10 uM Dex stimuliert und die
zytoplasmatische Proteinfraktion mittels SDS-PAGE aufgetrennt (50 pg Protein/Spur), auf
eine Nitrozellulosemembran ubertragen und BAFF durch einen spezifischen Antikdrper und
Chemilumineszenz nachgewiesen. Als Referenzprotein fiir die zytoplasmatische Fraktion
wurde B-Tubulin gewahlt. Der Nachweis von Calnexin diente als Reinheitsnachweises der
Fraktion. Wie unter Abb. 39 beispielhaft aus einem 24 h-Versuch dargestellt, ergab die
Auswertung der Filme eine Verringerung der BAFF-Expression durch Dex. Diese Ergebnisse

wurden in zwei weiteren unabhangigen Versuchen bestéatigt.
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Abb. 39: Verringerung der membranstandigen BAFF-Expression in Monozyten durch
Dexamethason.

U937-Zellen wurden fur 24 h mit 1 und 10 uM Dex stimuliert (n = 1). AnschlieBend wurden die
Proteine der zytoplasmatischen Fraktion in einer SDS-PAGE aufgetrennt und das BAFF-Antigen
mittels Chemilumineszenz nachgewiesen. Bei gleichméRiger Beladung (50 pg/Spur) wurde eine
Abnahme der BAFF-Bande nach 24 h durch 10 uM Dex detektiert.

Somit konnten die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messung bestéatigt werden.
Zusammenfassend haben diese Versuche gezeigt, dass Dex die Expression von
membranstandigen als auch intrazellularen BAFF signifikant in U937-Zellen herunter

reguliert.

3.1.3 Dexamethason reduziert die Expression von membrangebundenem BAFF

in primaren Monozyten

Um zu zeigen, dass die in dem Modell U937 erhaltenen Ergebnisse von physiologischer
Bedeutung sind wurden Kulturen primérer Monozyten angelegt. Monozyten wurden dazu aus
dem peripheren Blut gesunder Spender mittels positiver Selektion isoliert. Mehr als 98 % der
Zellen waren positiv fir CD14 (s. Ergebnisse, S. 74f). Am Tag nach der Isolierung wurden
die Zellen mit 1 pg/mL LPS aktiviert und fur 72 h mit 1 uM Dex stimuliert. Da bei U937 kein
konzentrationsabhé&ngiger Effekt auf Ebene des membrangebundenen BAFF zu beobachten
war (Abb. 37), wurde die niedrigere Dex-Konzentration fir die Monozyten-Stimulation
gewdhlt. Nach einer 72stiindigen Inkubation wurde die Expression des membranstandigen

BAFF durchflusszytometrisch gemessen und analysiert.
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In priméren, LPS-aktivierten Monozyten fuhrte 1 uM Dex nach einer 72stlindigen Inkubation
zu einer nicht-signifikanten Verringerung der Expression von membranstdndigem BAFF
(dGMean: unstimuliert: 1,27 + 0,22; 1 uM Dex: 0,93 + 0,13; Abb. 40).
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Abb. 40: Verringerung der Expression von membranstandigem BAFF in priméaren Monozyten
durch Dexamethason.

Primare Monozyten wurden mit 1 ug/LPS aktiviert (grau) und fir 72 h mit 1 uM Dex stimuliert
(n=3). Die Expression des membranstandigen BAFF wurde anschliefend durchflusszytometrisch
gemessen. Dex reduzierte die Expression des membranstandigen BAFF. Die Standardabweichungen
(SD) sind als kleine Balken dargestellt. p > 0,05

3.1.4 Dexamethason reguliert die Expression von zytoplasmatischem BAFF in

primaren Monozyten herunter

Zur Untersuchung des Effekts von Dex auf die intrazellulare BAFF-Expression wurden
primare Monozyten eine Tag nach ihrer Isolierung mit 1 pg/mL LPS aktiviert und mit 1 pM
Dex stimuliert.

Die 72stiindige Inkubation der primdren, LPS-aktivierten Monozyten mit 1 puM Dex
resultierte in einer signifikanten Herunterregulierung der BAFF-Expression (dGMean:
unstimuliert: 10,14 = 0,42; 1 uM Dex: 6,62 + 0,3; Abb. 41).
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Abb. 41: Herunterregulierung der intrazellularen BAFF-Expression durch Dexamethason in
priméren Monozyten.

Primare Monozyten wurden einen Tag nach ihrer Isolierung mit 1 pg/mL LPS (grau) aktiviert und mit
1 uM Dex (Kkariert) fir 72 h stimuliert (n = 3). Die durchflusszytometrische Analyse ergab eine
signifikanten Reduktion der Expression von intrazellularem BAFF durch. Die Standardabweichungen
(SD) sind als kleine Balken dargestellt. ** = p < 0,005

Zusammenfassend konnte mit diesen Resultaten gezeigt werden, dass 1 UM Dex ebenfalls in
primdrisolierten, LPS-aktivierten Monozyten einen herunter regulierenden Effekt auf die

Expression des membranstandigen und intrazellularen BAFF hat.

3.1.5 Dexamethason resultiert in einer Abnahme der BAFF-Freisetzung in

Monozyten

Zur Untersuchung des Effekts von Dex auf die BAFF-Freisetzung in U937 wurden die Zellen
fur 24, 48 und 72 h mit 1 und 10 pM Dex stimuliert und anschlielend die BAFF-
Konzentration mittels ELISA in den Uberstanden gemessen.

Zu allen untersuchten Stimulationszeitrdumen konnte eine konzentrationsabh&ngige Abnahme
von BAFF durch Dex detektiert werden (Abb. 42). Nach 24 und 48 h Inkubation mit 1 und
10 uM Dex war diese Tendenz bereits zu beobachten (BAFF-Konz. [pg/mL]: 24 h,
unstimuliert: 49,84 £ 1,9; 1 uM Dex: 48,37 £ 0,9; 10 uM Dex: 45,91 + 1; 48 h, unstimuliert:
78,9 £ 27,71; 1 uM Dex: 74,13 + 3,14; 10 uM Dex: 71,32 £ 6,67). Die starkste Abnahme des
l6slichen BAFF wurde in Uberstanden der 72 h-Kulturen detektiert (BAFF-Konz. [pg/mL]:
unstimuliert: 831,31 £ 128,04; 1 uM Dex: 422,65 £ 76,14; 10 uM Dex: 303,39 * 56,81).

108



Ergebnisse

—_—
1000 ——
- T
£ 7504
[@))
=
N 500-
o
X
LL
E(L 250+ X
m
Jlome CIFAM :
24 48 72

Stimulationsdauer [h]

Abb. 42: Herunterregulierung der Freisetzung von BAFF durch Dexamethason in Monozyten.
U937-Zellen wurden fir 24, 48 und 72 h mit Konzentrationen 1 (kariert) und 10 puM (liniert) Dex
stimuliert (n = 3). AnschlieRend wurde das von den Zellen freigesetzte BAFF in den
Kulturiiberstanden mittels ELISA gemessen. Im Vergleich zu den unstimulierten Zellen (weiR)
resultierte Dex in einer konzentrationsabhangigen Abnahme der BAFF-Freisetzung nach allen drei
Stimulationszeitrdumen. Der stérkste Effekt war nach 72 h zu beobachten. Die Standardabweichungen
(SD) sind als kleine Balken angezeigt. * = p < 0,01 bzw. 0,05

3.1.6 Dexamethason verringert die BAFF-Freisetzung in primaren Monozyten

Nachdem eine signifikante Reduktion der Konzentration an l6slichem BAFF in den
Kulturiiberstanden von U937-Zellen nach 72stindiger Inkubation mit Dex gezeigt werden
konnte, wurde die Freisetzung in priméarisolierten Monozyten untersucht. Dazu wurden die
Zellen am Tag nach ihrer Isolierung mit 1 pg/mL LPS aktiviert und fir 72 h mit 1 uM Dex
stimuliert.

Die Freisetzung von BAFF in den Kulturiberstand der primarisolierten, LPS-aktivierten
Monozyten nahm durch Dex signifikant ab (BAFF-Konz. [pg/mL]: unstimuliert:
84,23 £5,73; 1 UM Dex: 68,74 £ 2; p = 0,0473; Abb. 43).
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Abb. 43: Verringerung der BAFF-Freisetzung in prim. Monozyten durch Dexamethason.
Primare Monozyten wurden fiir 72 h mit LPS (1 pg/mL) aktiviert (grau) und mit 1 uM Dex (kariert)
stimuliert (n = 3). Bei der anschlieBenden Untersuchung der Kulturtiberstande wurde eine signifikante
Abnahme des sezernierten BAFF detektiert. Die diinnen Balken geben die Standardabweichung (SD)
an.*=p<0,05

Zusammenfassend wurde mit diesen Ergebnissen gezeigt, dass die BAFF-Expression auf allen
drei untersuchten Proteinebenen, membrangebunden, intrazelluldr und Freisetzung, in U937-
Zellen signifikant durch Dex herunter reguliert wurde. Diese Ergebnisse konnten in primar
isolierten Monozyten mit 1 uM Dex bestatigt werden. Alle weiteren Untersuchungen wurden
daher ausschlieBlich in dem U937-Modell, da auch dann ein vergleichbarer Effekt

anzunehmen war.

3.1.7 Dexamethason fuihrt zu einer Herunterregulierung der BAFF-mRNA in

Monozyten

Um zu ermitteln ob die Expressionsabnahme auf Proteinebene auf einer transkriptionalen oder
einer post-transkriptionalen Regulierung beruht, wurde die BAFF-Expression auf mRNA-
Ebene untersucht.

Nach der Stimulation von U937-Zellen fir 24, 48 und 72 h wurde die mRNA aus den Zellen
isoliert und mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben. Diese wurde in die
guantitative Echtzeit-PCR eingesetzt und die BAFF/GAPDH Ratio fur jede Probe ermittelt.

Daraus konnten mittels relativer Quantifizierung die Unterschiede zwischen unstimulierten
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und stimulierten Zellen auf mMRNA-Ebene analysiert werden. Nach 24 h wurde die BAFF-
MRNA durch 10 uM Dex reduziert (BAFF/GAPDH Ratio: unstimuliert: 1 £0; 1 uM Dex:
1,14 £ 0,54; 10 uM Dex: 0,82 + 0,11; Abb. 44). Nach 48 h und 72 h fuhrte die Inkubation der
Zellen mit beiden Dex-Konzentrationen zu einer Abnahme der mRNA-Menge
(BAFF/GAPDH Ratio: 48 h, unstimuliert: 1 £ 0; 1 uM Dex: 0,5 = 0,01; 10 uM Dex:
0,47 £0,23; 72 h, unstimuliert: 1 + 0; 1 uM Dex: 0,51 + 0,41; 10 uM Dex: 0,42 = 0,34; Abb.
44). Dieser Effekt war weder konzentrationsabhéngig noch signifikant. Die in Abb. 44
dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte aus Duplikaten eines einzelnen Versuchs. Sie

wurden in zwei weiteren Experimenten reproduziert.
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Abb. 44: Verringerung der BAFF-mRNA durch Dexamethason in Monozyten.

U937-Zellen wurden fiir 24, 48 und 72 h mit zwei verschiedenen Konzentrationen, 1 (kariert) und 10
(liniert) uM, Dex stimuliert (n = 2). AnschlieBend wurde die Expression der mRNA mittels
guantitativer Echtzeit-PCR gemessen und analysiert. 10 uM Dex fiihrte nach 24, 48 und 72 h zu einer
Verringerung der BAFF-mRNA-Level verglichen mit unstimulierten (weill) Zellen. Die
Standardabweichungen (SD) sind als kleine Balken dargestellt. p > 0,05

3.2 Dexamethason im Vergleich mit anderen Corticoiden

3.2.1 Herunterregulierung der membranstandigen BAFF-Expression in

Monozyten ist unabhangig von dem Corticoid-Derivat

Um zu ermitteln, ob die bisherigen, mit Dex erhaltenen, Ergebnisse Wirkstoff-spezifisch sind,
wurde Dex in zwei Versuchsreihen parallel mit Budesonid (Bud) und mit 6a-

Methylprednisolon (6a-MP) zu den Zellen gegeben.
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Zunachst wurden U937-Zellen fur 72 h mit drei Konzentrationen Bud, 1, 10 und 100 nM
inkubiert. Zum Vergleich wurden Zellen mit Dex (1 uM) inkubiert.

Einerseits fiihrte 100 nM Bud zu einem vergleichbar starken herunter regulierenden Effekt auf
die Expression des membrangebundenen BAFF wie 1 pM Dex (dGMean: unstimuliert:
8,14 £ 0,59; 1 uM Dex: 5,67 + 0,18; 100 nM Bud: 5,65 * 0,2; Abb. 45). Ausgehend von den
eingesetzten Konzentrationen der beiden Wirkstoffe war die Wirksamkeit von Bud besser als
von Dex, da nur ein 1/10tel benotigt wurde, um den gleichen Effekt zu erzielen.

Andererseits resultierte  Bud in einer signifikanten und konzentrationsabhéngigen
Herunterregulierung der membrangebundenen BAFF-Expression (dGMean: unstimuliert:
8,14 £ 0,59; 1 nM Bud: 7,58 + 0,08; 10 nM Bud: 6 + 0,15; 100 nM Bud: 5,65 + 2; Abb. 45).

dGMean BAFF

Abb. 45: Herunterregulierung von membrangebundenen BAFF durch Budesonid vergleichbar
mit Dexamethason in Monozyten.

U937-Zellen wurden mit 1 pM Dex (kariert) bzw. 1 (hellgrau), 10 (dunkelgrau) und 100 nM Bud
(schwarz) fiir 72 h inkubiert (n = 3). Anschliefend wurde die Expression des membranstandigen
BAFF durchflusszytometrisch bestimmt. Bud regulierte die Expression konzentrationsabhéngig
herunter verglichen mit unstimulierten Zellen (weil%). Der Effekt von 100 nM Bud war vergleichbar
mit 1 uM Dex. Die Standardabweichungen (SD) sind als kleine Balken angegeben. ** = p < 0,001

In einer weiteren Versuchsreihe zur Vergleichbarkeit von Dex mit anderen Corticoiden
wurden U937-Zellen auBer mit 1 pM Dex auch mit 1 und 10 uM 60-MP fir 72 h stimuliert.
60-MP hatte keinen signifikanten Effekt auf die BAFF-Expression. Die herunter regulierende

Wirkung von 1 uM Dex war somit stirker als die von 6a-MP (dGMean: unstimuliert:
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5,89+ 0,07; 1 uM Dex: 5,08 = 0,15; 1 uM 6a-MP: 5,41 % 0,3; 10 UM 6a-MP: 5,42 % 0,11;
Abb. 46).

dGMean BAFF

Abb. 46: Herunterregulierung der membranstandigen BAFF-Expression durch Dexamethason
und 60-Methylprednisolon in Monozyten.

Nach 72stindiger Stimulation von U937-Zellen mit 1 uM Dex (kariert), 1 uM (grau kariert) und
10 uM  (grau gestreift) 6a-MP wurde die Expression des membrangebundenen BAFF
durchflusszytometrisch detektiert (n = 3). Verglichen mit unstimulierten Zellen (weil3) zeigte 6a-MP
einen schwache Herunterregulierung der Expression und war damit schwéacher als 1 uM Dex. Die
Standardabweichungen (SD) sind als kleine Balken angegeben. * = p < 0,01

Zusammenfassend konnte mit diesen Versuchen gezeigt werden, dass unterschiedliche
Substanzen aus der Gruppe der Corticosteroide unterschiedlich starke Effekte auf die
membranstandige Expression von BAFF in Monozyten ausiiben. Dex und Bud waren in ihrer

Wirkung vergleichbar. Die Wirkung von 6a-MP war dagegen nicht signifikant.

3.2.2 Herunterregulierung der intrazellularen BAFF-Expression in Monozyten

ist unabhangig von dem Corticoid-Derivat

Zur Untersuchung der Effekte von Bud und 60-MP auf die intrazelluldre BAFF-Expression
wurden U937-Zellen fur 72 h mit 1 pM Dex und zunédchst mit drei verschiedenen
Konzentrationen von Bud, 1, 10 und 100 nM, stimuliert.

Auf der intrazellularen Ebene war der Effekt auf die BAFF-Expression mit 1 nM Bud
signifikant schwécher als mit Dex, allerdings immer noch signifikant verglichen mit

unstimulierten Zellen. 10 und 100 nM Bud zeigten eine mit 1 puM Dex vergleichbare
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Herunterregulierung  der intrazellularen BAFF-Expression (dGMean: unstimuliert:
14,51+ 0,11; 1 pM Dex: 10,82 + 0,22; 1 nM Bud: 12,57 £ 0,9; 10 nM Bud: 10,81 + 0,16;
100 nM Bud: 10,41 + 0,4; Abb. 47).
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Abb. 47: Runterregulierung der intrazellularen BAFF-Expression in Monozyten durch
Budesonid vergleichbar mit Dexamethason.

U937-Zellen wurden fir 72 h mit 1 uM Dex (Kkariert) bzw. mit 1 (hellgrau), 10 (dunkelgrau) und
100 nM Bud (schwarz) inkubiert. AnschlieRend wurde die intrazellulare BAFF-Expression in den
Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Herabsetzung der Expression war mit 10 und
100 nM Bud vergleichbar stark wie mit 1 uM Dex. 1 nM Bud regulierte die Expression im Vergleich
zu unstimulierten Zellen (weiR) auch herunter, jedoch schwéacher wie mit den hoheren Bud-
Konzentrationen und Dex. Die Standardabweichungen (SD) sind als kleine Balken angezeigt.
*=p<0,01; **=p<0,001

In einem weiteren Versuch wurden Zellen der Linie U937 mit 1 uM Dex und mit zwei
Konzentrationen 6a-MP, 1 und 10 uM, fur 72 h stimuliert.

Beide 6a-MP-Konzentrationen flihrten zu einer leichten, nicht signifikanten Herabsetzung der
intrazellularen BAFF-Expression in U937 fihrten. Diese Expressionsverringerungen waren
etwas starker als mit 1 uM Dex (dGMean: unstimuliert: 23,75 + 10; 1 uM Dex: 19 + 2,45;
1 uM 60-MP: 16 + 3,17; 1 uM 6a-MP: 17,73 £ 0,82; Abb. 48).
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dGMean BAFF

Abb. 48: Herabsetzung der intrazelluldren BAFF-Expression durch 6a-Methylprednisolon
vergleichbar mit Dexamethason in Monozyten.

U937-Zellen wurden fur 72 h mit 1 pM Dex (kariert) bzw. mit 1 (grau kariert) und 10 uM (grau
gestreift) 6a-MP stimuliert. Die anschlieende Messung der intrazellularen BAFF-Expression mittels
Durchflusszytometer ergab eine schwache Herabsetzung bei beiden Corticoid-Derivaten, mit allen
eingesetzten Konzentrationen. Die Standardabweichungen (SD) sind als kleine Balken dargestellt.
p > 0,05

Zusammenfassend konnte mit diesen Experimenten gezeigt werden, dass auch andere
Corticoide wie Bud und 60—MP eine Herunterregulierung der intrazellularen BAFF-
Expression vergleichbar mit Dex in U937-Zellen nach 72stiindiger Inkubation zur Folge

haben.

3.2.3 Herunterregulierung der Freisetzung von BAFF in Monozyten ist

unabhangig von dem Corticoid-Derivat

Untersuchungen auf Ebene der BAFF-Freisetzung nach 72stlndiger Stimulation von U937-
Zellen mit 1 pM Dex bzw. drei verschiedenen Konzentrationen von Budesonid, 1, 10 und
100 nM, zeigten eine konzentrationsabhangigen Abnahme des l6slichen BAFF durch Bud.
Bei den beiden hoheren 10 und 100 nM Bud war diese Reduktion signifikant. Des weiteren
war sie vergleichbar mit der Intensitat der durch 1 pM Dex-verursachten Verringerung des
l6slichen BAFF (BAFF-Konz. [pg/mL]: unstimuliert: 1146 + 12,02; 1 pM Dex:
681,1 +40,45; 1 nM Bud: 1078 + 21,64, 10 nM Bud: 692 *+ 43,35; 100 nM Bud:
712,1 + 2,48; Abb. 49).
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Abb. 49: Herunterregulierung der BAFF Freisetzung in Monozyten durch Budesonid
vergleichbar mit Dexamethason.

U937-Zellen wurden 72 h mit 1 uM Dex (kariert) bzw. mit drei verschiedenen Konzentrationen Bud,
1 (hellgrau), 10 (dunkelgrau) und 100 nM (schwarz), stimuliert. Anschlielend wurde die
Konzentration von l6slichem BAFF in den Kulturiiberstanden mittels ELISA bestimmt. 1 uM Dex
sowie 10 und 100 nM Bud fihrten zu einer signifikanten, fast identischen Verringerung der BAFF-
Konzentration in den Uberstidnden. 1 nM Bud hatte kaum eine Reduzierung des loslichen BAFF zur
Folge, verglichen mit unstimulierten Zellen (weil?). Die Standardabweichungen (SD) sind als kleine
Balken eingezeichnet. ** = p < 0,001

In einem weiteren Versuchsansatz wurden U937-Zellen mit 1 pM Dex bzw. zwei
verschiedenen Konzentrationen 6o-MP, 1 uM und 10 puM, fir einen Zeitraum von 72 h
stimuliert.

1 uM Dex fiihrte ebenso wie beide 6a-MP-Konzentrationen zu einer signifikanten Reduktion
der BAFF-Freisetzung in den Kulturiiberstinden. Die detektierten Konzentrationen bei 6a-
MP-Stimulation waren vergleichbar mit der Dex-Stimulation. Eine
Konzentrationsabhéngigkeit zwischen den beiden 60-MP-Konzentrationen war kaum zu
detektieren (BAFF-Konz. [pg/mL]: unstimuliert: 563, 9 + 61,95; 1 uM Dex: 276,3 £ 23,23;
1 uM 60-MP: 297,3 + 15,05; 10 uM 60-MP: 276,8 + 17,03; Abb. 50).
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Abb. 50: Verringerung der BAFF-Freisetzung durch Dexamethason und 6a-Methylprednisolon
in Monozyten.

U937-Zellen wurden 72 h mit 1 pM Dex (kariert) bzw. 1 (grau kariert) und 10 uM (grau gestreift) 6a-
MP stimuliert. Anschlieend wurde die Konzentration von Igslichem BAFF in den Kulturiiberstdnden
dieser Zellen mittels ELISA gemessen. Dex fiihrte wie auch beide 6a-MP-Konzentrationen zu einer
Herunterregulierung der BAFF-Freisetzung verglichen mit unstimulierten Zellen (weil). Diese
Herunterregulierung war fir Dex dhnlich stark wie fir die beiden 60-MP-Konzentrationen. Die
Standardabweichungen (SD) sind als kleine Balken dargestellt. ** = p < 0,001

Zusammenfassend haben diese Versuche gezeigt, dass auch andere Corticosteroid, z. B. Bud
und 60-MP, zu einer Herunterregulierung der intrazelluldren und membrangebundenen
BAFF-Expression sowie dessen Freisetzung in Monozyten fuhrte. Die beobachteten Effekte
dieser beiden Corticosteroide waren auf allen untersuchten Proteinebenen bei mindestens

einer angewendeten Konzentration mit Dex vergleichbar.

3.3 Dexamethason und sein Antagonist RU486

3.3.1 Herunterregulierung der membranstandigen BAFF-Expression durch

Dexamethason lasst sich mit RU486 blockieren

Bei dem synthetischen Corticosteroid Mifepriston (RU486) handelt es sich um einen
Glucocorticoid-Rezeptor-Antagonisten (Gagne et al. 1985), der die Wirkung anderer
Corticosteroide wie Dex hemmen kann. Daher wird Mifepriston auch als Antiglucocorticoid
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bezeichnet. Er bindet im Glucocorticoidrezeptor an die gleiche Stelle wie Dex, allerdings mit
einer deutlich héheren Affinitat (Gagne et al. 1986).

Um zu untersuchen ob RU486 auch in dem hiesigen Modell eine Blockierung des Effekts
von Dex zur Folge hat, wurden U937-Zellen mit 1 pM Dex und gleichzeitig mit
verschiedenen Konzentrationen von RU486, 1, 2, 5 und 10 pM, fur 72 h stimuliert.
Verglichen mit unstimulierten Zellen war fir 1 pM RU486 kaum eine Verdnderung der
Expression zu detektieren. Die durch Dex herunter regulierte Expression von BAFF wurde
durch die gleichzeitige Gabe von 1 pM RUA486 fast vollstandig aufgehoben. (dGMean:
unstimuliert: 8,84 £ 0,9; 1 uM RU486: 8,09 + 0,17; 1 uM Dex: 4,89 = 0,02; 1 uM RU486 +
1 uM Dex: 6,72 + 0,16; Abb. 51 A). Dieser Effekt wurde ebenfalls fir die 2-fache, 5-fache
und 10-fache Konzentration von RU486 gegeniiber Dex beobachtet. In Abb. 51 B sind die
Ergebnisse des Versuchs mit 2 uM RU486 (dGMean: unstimuliert: 8,84 + 0,9; 2 uM RU486:
7,44 £ 0,29; 1 uM Dex: 4,89 + 0,02; 2 uM RU486 + 1 uM Dex: 6,73 £ 0,37), in Abb. 51 C
mit 5 uM (dGMean: unstimuliert: 8,84 + 0,9; 5 uM RU486: 7,25 + 0,21; 1 uM Dex:
4,89 +0,02; 5 UM RU486 + 1 pM Dex: 6,44 + 0,11) und in Abb. 51 D mit 10 uM RU486
dargestellt (dGMean: unstimuliert: 8,84 = 0,9; 10 uM RUA486: 5,93 + 0,15; 1 pM Dex:
4,89 £0,02; 10 uM RU486 + 1 uM Dex: 6,73 £ 0,37). Das basale Expressionslevel wie in
unstimulierten Zellen konnte allerdings durch die Costimulationen nicht erreicht werden.

Auch RUA486 flihrte zu einer konzentrationsabh&ngigen Abnahme der Expression.
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Abb. 51: Aufhebung der Herunterregulierung der membrangebundenen BAFF-Expression
durch RU486.

U937-Zellen wurden 72 h mit verschiedenen RU486-Konzentrationen (schwarz), 1 uM Dex (Kkariert)
und mit beiden zusammen (gestreift) stimuliert (n = 3). Die anschlielende durchflusszytometrische
Analyse der Expression von membranstandigem BAFF ergab, dass alle getesteten RU486-
Konzentrationen, (A) 1, (B) 2, (C) 5 und (D) 10 uM, zu einer Anhebung der durch Dex herunter
regulierten Expression fuhrten. Die Standardabweichungen (SD) sind als kleine Balken angegeben.
*=p <0,01 bzw. 0,05; ** = p < 0,001

Zusammenfassend konnte mit diesen Experimenten gezeigt werden, dass RU486 in dem flr
diese Arbeit verwendeten Modell in der Lage ist, die durch Dex verursachte Reduktion der

membrangebundenen BAFF-Expression signifikant anzuheben.
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3.3.2 Herunterregulierung der intrazellularen BAFF-Expression durch

Dexamethason lasst sich mit RU486 blockieren

Nachdem auf der Ebene des membranstandigen BAFF eine Anhebung der
Herunterregulierung durch RU486 detektiert worden war, wurde dieser Effekt als nachstes auf
der intrazellularen Expressionsebene untersucht. Dazu wurden Zellen der Linie U937, wie
unter 3.3.1 beschrieben, stimuliert.

Eine Aufhebung der Herunterregulierung von intrazellularem BAFF war bei Zellen zu
detektieren, die mit der 10fachen Konzentration (10 pM) RUA486 costimuliert wurden
(dGMean: unstimuliert: 23,39 = 1,72; 10 uM RUA486: 22,47 £ 0,71; 1 uM Dex: 19,86 + 1,67,
10 pM RU486 + 1 uM Dex: 24,66 = 1,6; Abb. 52). Die niedrigeren RU486-Konzentrationen,
1, 2 und 5 uM, verursachten keinen signifikante Anstieg der Expression, die Tendenz zur

Aufhebung der Herunterregulierung war allerdings bereits erkennbar (nicht gezeigt).

30+

—_—
1
i
L 20 I
o 1l | . b
[ I:l:l:l:l:
@
=
o 104
T 11 | B e
C lllll
RU486 [uM] - 10 - 10
1 uM Dex - - + +

Abb. 52: Aufhebung der Dexamethason-vermittelten Herunterregulierung der intrazellularen
BAFF-Expression durch RU486.

U937-Zellen wurden 72 h mit 1 pM Dex und zeitgleich mit 10 pM RU486 stimuliert (n = 3).
AnschlieBend wurde die Expression des intrazelluliren BAFF durchflusszytometrisch ermittelt.
Verglichen mit unstimulierten Zellen (weil) hatte 10 uM RU486 (schwarz) kaum einen Effekt auf die
Expression der Zellen. 1 uM Dex allein (kariert) fuhrte zu einer Herunterregulierung der Expression,
die durch Costimulation mit 10 pM RU486 (gestreift) vollstindig aufgehoben wurde. Die
Standardabweichungen (SD) sind durch kleine Balken dargestellt. * = p < 0,05

Die Versuche auf der intrazelluldren Ebene bestétigten die Daten der membrangebundenen
Ebene beziglich der Aufhebung der Dex-vermittelten Herunterregulierung von BAFF durch
RUA486. Allerdings konnte intrazellular nur eine 10-fach héhere Konzentration von RU486 zu
einem signifikanten Effekt fihren.
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3.3.3 Die Dexamethason-vermittelte Herunterregulierung der BAFF-Freisetzung
lasst sich mit RU486 blockieren

Zur Untersuchung der Effekte auf die Sekretion von BAFF wurden U937-Zellen in einer
72stlindigen Inkubation mit 1 uM Dex und mit verschiedenen RU486-Konzentrationen, 1, 2,
5 und 10 pM, stimuliert und anschlieRend die Kulturtberstande mittels ELISA gemessen.

Die Costimulation von U937-Zellen fur 72 h flhrte bei &quimolaren Konzentrationen (1 uM)
von Dex und RU486 zu einer signifikanten Aufhebung der durch Dex verringerten
Freisetzung von BAFF (BAFF-Konz. [pg/mL]: unstimuliert: 347,5 + 29,76; 1 uM RUA486:
277,9 £ 34; 1 uM Dex: 160 £ 11,05; 1 uM RU486 + 1 uM Dex: 264,1 + 20,47; Abb. 53). Das
basale BAFF-Level der unstimulierten Zellen wurde allerdings nicht erreicht. Die hoheren
RU486-Konzentrationen, 2, 5 und 10 pM, zeigten aber keine signifikante Verédnderung der
BAFF-Freisetzung durch die Costimulation verglichen mit Zellen, die nur Dex behandelt
wurden. Die Tendenz zur Aufhebung des Dex-vermittelten Effekts war allerdings zu sehen
(Daten nicht gezeigt).
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Abb. 53: Aufhebung der Dexamethason-verursachten Herunterregulierung der BAFF-
Freisetzung durch RU486.

U937-Zellen wurden fiir 72 h mit 1 pM Dex und 1 pM RU486 stimuliert. AnschlieRend wurde in den
Kulturiiberstanden das freigesetzte, I6sliche BAFF mittels ELISA gemessen (n = 3). Die durch Dex-
verursachte Verringerung der BAFF-Freisetzung (kariert) wurde teilweise durch die Costimulation der
Zellen mit 1 pM RU486 (gestreift) aufgehoben. 1 uM RUA486 alleine (schwarz) flihrte im Vergleich zu
unstimulierten Zellen (weiB) ebenfalls zu einer schwachen Reduktion der BAFF-Freisetzung. Die
Standardabweichungen (SD) sind als kleine Balken dargestellt. * = p < 0,01 bzw. 0,05; ** = p < 0,001
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Zusammengefasst haben diese Experimente gezeigt, dass die durch Dex verursachte
Herunterregulierung der BAFF-Expression und Freisetzung signifikant durch die Gabe des
Glucocorticoid-Rezeptor-Antagonisten RU486 angehoben wird. Allerdings konnte das basale

Level wie in unstimulierten Zellen nicht vollstandig erreicht werden.

3.4 Untersuchung der genomischen Effekte von Dexamethason

3.4.1 Promoterregion des BAFF-Gens enthalt hypothetische Glucocorticoid-

Rezeptor-Antwort-Bindeelement

Um zu untersuchen, ob BAFF als Gen-Kandidat fir eine direkte Genregulation von dem
Glucocorticoidrezeptor (GR) in Frage kommt, wurde seine Promoter-Sequenz (Accession
No.: 10996) mit Hilfe des Online-Programms ,,Promoter Database auf potentielle GRE hin
untersucht. Dazu wurde in einem DNA-Bereich des Promoters von -6000 bis +400 bp nach
GREs mittels der Suchfunktion gesucht. Einfache GRE die dem Muster 5¢-
GGTACANNnTGTTCT-3¢ folgen, konnten dabei nicht gefunden werden. Allerdings ist vor
allem in der 5°-Hélfte ein hoher Grad an Flexibilitdt bereits bekannt, wie bei dem Gen des 2-
adrenergen Rezeptors gezeigt wurde (Cornett et al., 1998). Unter Berlicksichtigung dieser
Tatsache konnte ein potentielles GRE in der Promoter-Sequenz des humanen BAFF-Gens an
Position -443 bis -428 gefunden werden wie in Abb. 54 dargestellt ist. Des weiteren wurden
mehrere halbe GRE mit der Sequenz TGTTCT an den Positionen

-5582 bis -5577, -2329 bis -2324 und -1390 bis -1385 identifiziert. Dartiber hinaus beinhaltet
die Promoterregion von BAFF an Position -762 bis -753 eine Konsensussequenz fiir NFkB,

ein Transkriptionsfaktor der als Regulator des BAFF-Gens bereits bekannt ist (Fu et al. 2006).
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\ 5 TGTTCT-3* \ \ 5 TGTTCT-3° \ \ 5. GGGAATGTCC -3/ \ \ 5'- GGGACAGGCTGTTCA -3/ \
5582 75577 -2329 2324 -762 753 -443 “228

Abb. 54: Potentielle glucocorticoid response elements (GREs) in der Promoter-Sequenz von
BAFF identifiziert.

Mittels in silico Sequenz-Analysen wurden zwei halbe und ein vollstdndiges GRE in der Promotor-
Region des BAFF-Gens identifiziert. Das vollstdndige GRE befindet sich an Position -443 bis -438,
zwischen Transkriptionsstart und der Konsensussequenz fiir NFkB (Position -762 bis -753).

3.4.2 Glucocorticoidrezeptor a-Einwanderung in den Kern von U937-Zellen ist

nicht nachweisbar

Nachdem gezeigt werden konnte, dass im Promoter des BAFF-Gens hypothetische GREs
codiert sind, wurde als néchstes untersucht, ob der GR nach erfolgter Ligandenbindung in den
Nukleus transloziert um an eines der GRE zu binden. Dabei wurde auf die dominante a-
Isoform des Rezeptors fokussiert, die ist im Zytoplasma lokalisiert ist und nach erfolgter
Ligandenbindung in den Kern transloziert.

Zunéchst wurden U937-Zellen fur 30 min mit 1ug/mL LPS oder mit 2 ng/mL TNF-a
vorinkubiert und anschlieend fir weitere 2 h zusatzlich mit 1 uM Dex stimuliert. Nach
Beendigung der Stimulation wurden die Zellen geerntet und die Proteine isoliert. Dabei wurde
die zytoplasmatische von der nukledren Fraktion separiert (s. Methoden, S. 41f).
AnschlieBend wurden die Proteine (50 pg/Spur) mittels SDS-PAGE elektrophoretisch
aufgetrennt. Nach darauffolgender Ubertragung der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran
GR-o. mittels Antikorper und Chemilumineszenz nachgewiesen. Zur Uberpriifung der
Fraktionsreinheit wurden zusétzlich die Nachweise des Histon H4- und das GAPDH-Antigens
durchgefiihrt. Ersteres ist ein Marker fur die nukledre, letzteres fur die zytoplasmatische
Proteinfraktion. Auf den beiden dargestellten Gelen wurde zusétzlich jeweils eine Spur mit
50 pg Protein aus einem Gesamtzellextrakt geladen.

Das GR-a-Antigen war in allen zytoplasmatischen Extrakten nachweisbar (Abb. 55 A). LPS
fiihrte zu einer Hochregulierung der GR-a-Expression verglichen mit unstimulierten Zellen.
TNF-a wirkte sich herunter regulierend auf die Expression von GR-a aus. Die Zugabe von

Dex hatte nur bei den mit 1x PBS prdinkubierten Zellen eine verstarkte GR-a-Expression zur
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Folge. Bei den LPS und TNF-a-prainkubierten Zellen hatte die Zugabe von Dex keinen
Einfluss auf die GR-a-Expression, verglichen mit den jeweiligen DMSO-behandelten Zellen.
GAPDH diente als interner Beladungsstandard. Histon H4 war in keiner der
zytoplasmatischen Proben nachweisbar. Wie in Abb. 55 B dargestellt ist, konnte GR-a nicht
in den nukledren Fraktionen nachgewiesen werden. GAPDH war in diesen Fraktionen
entsprechend der Erwartung ebenfalls nicht zu detektieren. Nach langeren
Stimulationszeitrdumen von 4 und 8 h war ebenfalls keine Translokation von GR-a detektiert
worden (Daten nicht gezeigt). Die exemplarisch in Abb. 55 dargestellten Blots wurden in

zwei weiteren unabhéngigen Versuchen bestétigt.

A
95 kDa — e G G G w—— GR-a
38 KD A | v s s s - w_————— GAPDH
11 kDa Histon H4
LPS (ng/mL) - - 1 1 [g = =
TNF-o (ng/mL) - - - - | Z 2 2
Dex(M) - 1 - 1 |[L] .
B
95 kDa GR-a
38kDa | ™ GAPDH
[TkDa| «is <= <D @) e @ | [liston H4
LPS (ng/mL) [ - - 1 1 - -
TNF-a. (ng/mL) | Z = - - - 2 2
Dex (uM) L - 1 - 1 - 1
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Abb. 55: Dexamethason hat keine Einwanderung von GR-a in den Zellkern zur Folge.
U937-Zellen wurden nach einer 30mindtigen Préinkubation mit LPS (1 pg/mL) oder TNF-o (2 ng/mL)
fir 2h mit 1 pM Dex stimuliert. AnschlieRend wurde die zytoplasmatische von der nukleéren
Proteinfraktion separiert. Die Antigene wurden nach der Auftrennung mit einer SDS-PAGE
(50 pg/Spur) mittels Western Blot auf einer Nitrozellulose-Membran nachgewiesen. (A) GR-a wurde
in allen zytoplasmatischen Fraktionen nachgewiesen. Die Expression wurde durch LPS gesteigert. Bei
Dex-stimulierten Zellen wurde zusatzlich ein Antigen mit 90 kDa detektiert. Histon H4 wurde nicht
detektiert. (B) GR-o konnten in nukledren Fraktionen nicht nachgewiesen werden. Eine
Kontamination mit GAPDH war ebenso wenig detektierbar.

Zusammenfassend konnte mit diesen Experimenten gezeigt werden, dass die a-Isoform des
GR unter den untersuchten Bedingungen nicht in den Kern einwandert.

In einem abschlieRenden Fazit dieses Versuchskomplexes kénnen folgende Erkenntnisse
zusammengefasst werden: Dex resultiert in einer Herunterregulierung der BAFF-Expression
auf membrangebundener und intrazellularer Ebene in U937-Zellen. Die Freisetzung von
loslichem BAFF an das umgebene Medium ist ebenfalls verringert. Diese Resultate konnten
in Primdrkulturen von Monozyten bestétigt werden. Analysen der mRNA zeigten ebenfalls
eine Verringerung der BAFF-Expression durch Dex (Tab. 5). Auch andere Glucocorticoide
wie Bud und 60-MP sind in der Lage die BAFF-Expression auf allen drei untersuchten
Proteinebenen zu verringern. Des weiteren konnte gezeigt werden, dass der Dex-vermittelte
negative Effekt auf die BAFF-Expression durch den Antagonist RU486 signifikant
antagonisiert wird. Beziglich des molekularen Mechanismus wurden in der Promoter-
Sequenz des BAFF-Gens mehrere hypothetischen Bindeelemente fiir GR (GRE) identifiziert.

Allerdings konnte keine Einwanderung von GR-a in den Kern detektiert werden.
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Tab. 5: Ubersicht der Resultate aus Schliisselexperimenten mit Dex

Zellen Expressions-  Stimulations-  Stimulus Wert Abnahme
level dauer [h] [%]
U937 Protein 72 ) 8,1 -
(Membran) Dex, 1 uM 5,7 30,3
Dex, 10 uM 6,1 24,7
[dGMean]
Protein 72 ) 14,5 -
(Zytoplasma) Dex, 1 uM 10,8 25,4
Dex, 10 uM 10 31,3
[dGMean]
Freisetzung 72 %) 831,3 -
Dex, 1 uM 422.,6 49,2
oy Dex, 10 uM 303,4 63,5
MRNA 24 %) 1 -
Dex, 1 uM 0,51 49
GAFFIGAPDH Dex, 10 uM 042 58
Prim. Protein 72 LPS+ @ 1,3 -
Monozyten (Membran) LPS + Dex,1puM 0,9 26,8
[dGMean]
Protein 72 LPS+@ 10,14 -
(Zytoplasma) LPS + Dex, 1 uM 6,6 34,7
[dGMean]
Freisetzung 72 LPS+ @ 84,2 -
(BAFF-Konz. LPS + Dex, 1 uM 68,7 18,4
[pg/mL])

126



Diskussion

VIl Diskussion

Autoimmunerkrankungen sind in der Neurologie weit verbreitet. Wahrend anfangs die
Entdeckung von Autoantikérpern oder das Ansprechen auf Immuntherapie oft der erste
Hinweis auf das Vorliegen einer Autoimmunerkrankung war, fokussierte sich die
wissenschaftliche Arbeit in erster Linie auf autoreaktive T-Lymphozyten bei den
entsprechenden Erkrankungen. Der Beitrag der B-Zellen zu diesen Erkrankungen wurde als
Konsequenz der T-Zell-Dysfunktion angesehen. Eine Vielzahl von Arbeiten hat inzwischen
jedoch gezeigt, dass bei einem Teil der neuroimmunologischen Erkrankungen auch B-Zellen
eine wichtige Rolle bei Krankheits-Entwicklung und -Verlauf spielen. Dabei kommt ihnen
vor allem als Antikorper- bzw. Autoantikdrper-produzierende Zellen, aber auch als
Zytokinproduzenten und Antigen- bzw. Autoantigen-présentierende Zellen groRe Bedeutung
zu. Eine Beeinflussung der B-Zellfunktion und -Homdostase scheint sich als
vielversprechender Angriffspunkt bei der Behandlung von Autoimmunerkrankungen zu
bestatigen, beispielsweise durch die erfolgreiche Behandlung von Rheumatoider Arthritis mit
Rituximab®, einem chimeren anti-CD20-Antikorper, der zu einer Depletion von CD20*-
Zellen flhrt (Smith 2003; Cohen 2005; Browning 2006; Teng et al. 2007).

Ein wichtiger Faktor in diesem Zusammenhang ist der B-Zell-aktivierende Faktor BAFF. Seit
seiner Entdeckung Ende der 1990er (Moore et al. 1999; Mukhopadhyay et al. 1999; Schneider
et al. 1999) hat dieses Mitglied der TNF-Familie aufgrund seiner Schllsselrolle bei
Uberleben, Differenzierung und Immunglobulinsekretion der B-Zellen groRes Interesse auf
sich gezogen. Zum einen fiihrt eine Uberexpression von BAFF nachweislich zur Ausbildung
von autoimmunen Krankheitsbildern in Mdusen (Groom et al. 2002; Mackay et al. 2005;
Mackay und Leung 2006; Groom et al. 2007). Zum anderen wurden mittlerweile bei
Patienten mit Autoimmunerkrankungen erhéhte BAFF-Serumlevel beschrieben, so zum
Beispiel bei Rheumatoider Arthritis (RA), Sjogrens Syndrom (SS), Multipler Sklerose (MS)
und Systemischen Lupus erythematodes (SLE) (Cheema et al. 2001; Zhang et al. 2001;
Groom et al. 2002; Stohl 2004; Krumbholz et al. 2005; Stohl 2005; Ittah et al. 2006).
Immunmodulatoren wie Lipopolysaccharid (LPS) und IFN-y (IFN-g) werden als mdgliche
Ausloser fiir den BAFF-Anstieg diskutiert (Nardelli et al. 2001), der genaue Mechanismus ist

bisher allerdings noch nicht vollstandig aufgeklart.
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Da Monozyten die Hauptproduzenten des in der Peripherie zirkulierenden léslichen BAFF
sind (Moore et al. 1999; Schneider et al. 1999; Nardelli et al. 2001), war das Ziel dieser
Avrbeit, die Expression von BAFF in Monozyten unter dem Einfluss immunmodulatorischer

Substanzen zu untersuchen.

1. Das Modell U937 — Starken & Schwachen

Zur Untersuchung der BAFF-Expression in Monozyten wurden zundchst drei etablierte,
immortalisierte Zelllinien, U937, HL-60 und THP-1 verwendet, um die Mehrheit der
Probleme, die eine Monozyten-Primdrkultur mit sich bringt, einschlieBlich limitierte
Verflgbarkeit der Zellen, hohe Kosten und zeitaufwendige Isolierungsprozesse, zu umgehen.
U937 ist eine humane, histiozytische Lymphomzelllinie, welche dem promonozytischen
Entwicklungsstadium entspricht (Sundstrom und Nilsson 1976; Auwerx 1991). THP-1
stammt aus einer humanen myeloiden Leuk&mie und ist in der Monozytenentwicklung weiter
fortgeschritten (Tsuchiya et al. 1980; Auwerx 1991). HL-60, hat ihren Ursprung in einer
akuten myeloiden Leukamie. Es handelt sich um promyeloide Zellen, die im Vergleich zu den
anderen beiden verwendeten Zelllinien relativ undifferenziert sind (Collins et al. 1977;
Auwerx 1991). Anhand dieser drei Zelllinien konnte die basale Expression von BAFF in
verschiedenen Entwicklungsstadien von Monozyten untersucht werden. In allen drei
Zelllinien war eine BAFF-Expression auf der Zelloberflache und im Zytoplasma nachweisbar,
welches die bisher publizierten Ergebnisse bestatigt (Nardelli et al. 2001). Allerdings
unterschieden sich die Zelllinien in der Starke der BAFF-Expression. So zeigten U937-Zellen
auf ihrer Zytoplasmamembran und bei der Sekretion die hdochsten Level. Im Gegensatz dazu
exprimierten und sezernierten THP-1-Zellen signifikant weniger BAFF. Diese Unterschiede
sind vermutlich durch ihre unterschiedliche Herkunft und ihr unterschiedliches
Entwicklungsstadium bedingt, was die Hypothese erlaubt, dass Monozyten in den friihen
Entwicklungsstadien mehr BAFF exprimieren als in Spéteren. Angesichts ihrer hohen,
basalen BAFF-Expression und Freisetzung wurde die Zelllinie U937 als Modell fir die
weiteren Experimente gewahlt.

Trotz der Gemeinsamkeiten zwischen myelomonozytischen Zelllinien wie U937 und priméar
isolierten Monozyten gibt es doch zahlreiche Unterschiede, z. B. in der Reaktivitat auf
Zytokine (Gessl et al. 1993). Aus diesem Grund wurden die Schlusselexperimente nicht nur in

dem Zelllinienmodell U937, sondern ebenfalls in primér isolierten Monozyten durchgefiihrt.
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Die geringe basale BAFF-Expression primar isolierte Monozyten konnte in Vorversuchen
durch LPS aktiviert werden, so dass sie der Oberflachenexpression von U937-Zellen
entsprach. Im Gegensatz dazu zeigten Letztere keine Verdnderung der BAFF-Expression
durch LPS. Mdglicherweise ist die basale Expression in U937-Zellen auf so hohem Niveau,
dass sie sich nicht mehr weiter mit exogenen Stimuli verstarken lasst. Auch eine Reduzierung
des FCS-Gehaltes im Stimulationsmedium konnte keinen Reaktivitatsanstieg herbeiftihren

(nicht gezeigt).

2. Modulation des B-Zell-aktivierenden Faktors BAFF in

Monozyten

Zur Behandlung von B-Zell-vermittelten Autoimmunerkrankungen wie der akut
inflammatorischen demyelinisierenden Polyneuropathie (AIDP) oder der chronisch
inflammatorischen  demyelinisierenden  Polyneuropathie (CIDP) werden heutzutage
intravendse Immunglobuline (IVIg) und intravendse Corticosteroide als Standardtherapien
eingesetzt (Hughes et al. 2003; Mahdi-Rogers und Rajabally 2010; Tracy und Dyck 2010).
IVIg ist relativ gut vertraglich, allerdings ist seine Herstellung kostenintensiv und limitiert
(Mahdi-Rogers und Rajabally 2010). Corticosteroide sind im Gegensatz dazu gunstig in der
Herstellung, verursachen jedoch teils schwerwiegende Nebenwirkungen wie hohen Blutdruck,
Osteoporose und Diabetes (Lukert und Raisz 1990; Biering et al. 2000). Fir beide Therapien
werden  zahlreiche  Wirkmechanismen postuliert, z. B. eine Modulation des
Komplementsystems und der B- und T-Zellen durch IVIg, oder die Hemmung der
Proliferation von Lymphozyten durch Corticosteroide. Die Wirkung auf die Expression des

B-Zellaktivierenden Faktor BAFF wurde bisher noch nicht untersucht.

2.1 BAFF - Ein neues Target fir 1VIg?

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden die Effekte von 1VIg auf die BAFF-Expression und
-Freisetzung in Monozyten untersucht. Mit unterschiedlichen Methoden (FACS, WB) konnte
gezeigt werden, dass therapeutische Konzentrationen von 1VIg (5 und 25 mg/mL) zu einer
signifikanten  Herabsetzung der BAFF-Expression auf membranstdndiger und

zytoplasmatischer ~ Proteinebene in  U937-Zellen  flihrten. Der  Effekt war
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konzentrationsabhangig und maximal nach 72 h. Bei allen durchflusszytometrischen
Experimenten wurden neben den spezifischen Antikdrpern (anti-BAFF, anti-CD14)
Isotypkontrollen mitgefiihrt. Dies geschah zum einen, um falsch-positive Ergebnisse durch
unspezifische Bindung auszuschlielen, zum anderen, um zu vermeiden, dass in der 1VIg-
Préaparation enthaltene Antikorper Zellantigene binden, was ein falsch negatives Ergebnis zur
Folge hatte. Fir IVIg wurde bereits beschrieben, dass sie z. B. Antikdrper gegen APRIL und
BAFF enthalten kénnen (Le Pottier et al. 2007).

Aufgrund der Tatsache, dass BAFF auch als I6sliche Form vorliegen kann (Moore et al. 1999;
Schneider et al. 1999), wurden die Kulturlberstande der stimulierten U937-Zellen mittels
ELISA untersucht. IVIg reduzierte neben der zelluldaren Expression ebenfalls die Sekretion
von BAFF. Dabei ist anzumerken, dass die basale BAFF-Freisetzung im Versuchsverlauf
stark zunahm. Das Phanomen ist darauf zuruckzufiihren, dass dem ELISA eine quantitative
Konzentrationsbestimmung zugrunde liegt, daher ist die kumulierte BAFF-Sekretion in einer
72 h-Kultur hoher als in einer 24 h-Kultur.

Identische Effekte konnten in Schliisselexperimenten auch fiir primar isolierte, LPS-aktivierte
Monozyten aus gesunden Probanden erhalten werden, wodurch eine physiologische Relevanz
angenommen wird. Diese in vitro-Daten werden durch die Beobachtung aus einer im hiesigen
Labor durchgefiihrten Studie mit 1VIg-behandelten CIDP-Patienten (0,4 g/kg KG pro Tag)
bestatigt, in deren Verlauf die BAFF-Serumkonzentrationen dieser Patienten abnahm (Bick et
al., in Vorbereitung), wodurch die physiologische Relevanz nun bestatigt wurde. Die BAFF-
Abnahme konnte sogar mit dem Therapieerfolg korreliert werden. Ahnliche Beobachtungen
wurden in einer Studie mit Kawasaki-Patienten beschrieben (Doi et al. 2010). Somit kann die
BAFF-Modulation als weiterer méglicher Wirkmechanismus fir 1V1g angesehen werden.

Um den oben beschriebenen Wirkmechanismus weiter zu charakterisieren, wurde der Einfluss
von IVIg mittels BAFF-spezifischer Primer auf mRNA-Ebene untersucht. Die Daten der
Echtzeit-PCR wurden durch Normalisierung mit einem housekeeping-Gen (GAPDH) unter
Berlcksichtigung der Primereffizienz generiert, weil dies die genaueste Methode zur mRNA-
Quantifizierung darstellt (Pfaffl 2001). Auf mRNA-Ebene vermittelte 1\VIg ebenfalls einen
reduzierenden, konzentrationsabhéngigen Effekt auf BAFF. Es zeigte sich, dass die
Expression der mRNA fir beide 1VIg-Konzentrationen (ber die Zeit tendenziell zunahm, so
dass nach 72 h Inkubation mit 5 mg/mL 1VIg keine Abnahme des BAFF-mRNA-Levels mehr
zu detektieren war. Dieses Ergebnis ist nicht Uberraschend, da eine Regulation der

Transkription der der Translation voran geht.
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Da eine Herunterregulierung auf Protein- sowie auf mMRNA-Ebene detektiert wurde, liegt die
Vermutung nahe, dass BAFF mittels transkriptionaler Regulation durch 1VVIg moduliert wird.
Die Rolle von IVIg als negativer Modulator der Zytokin-Expression wird gestutzt durch
Arbeiten fiir TNF-a und IL-1p in Monozyten (Rhoades et al. 2000; Tha-In et al. 2007).

Der nédchste Schritt war die Untersuchung einer moglichen Reversibilitat der Wirkung von
IVIg, da im menschlichen Organismus das infundierte 1VIg im Serum innerhalb der ersten
drei Tage um 50 % abnimmt (Dalakas 2002). Nach anfanglichem Abfall durch das
hochdosierte 1VIg stieg die BAFF-Expression nach dessen Entfernung in U937-Zellen wieder
an, bis sie nach weiteren 48 h das Ausgangsniveau unstimulierter Zellen erreichte. Folglich ist
die permanente Anwesenheit von IVIg die Voraussetzung fur dessen Wirksamkeit. Diese in
vitro-Daten stimmen mit Beobachtungen aus Patienten-Studien Uberein; so wurde fir
Patienten mit einem Stiff-Person-Syndrom (eine Erkrankung, die ebenfalls mit I\VV1g behandelt
wird) ein Wiederauftreten der Spasmen nach Austausch der IVIg-Infusionen gegen Placebo
beschrieben (Dalakas 2006). Bei vielen Patienten mit CIDP oder multifokaler motorischer
Neuropathie muss eine Wiederholung der 1VIg-Infusionen in regelméiiigen Abstanden (3-4
Wochen) durchgefihrt werden, um eine kontinuierliche Besserung aufrecht zu erhalten (Van
den Berg et al. 1995; Dalakas 2004; Terenghi et al. 2004; Sapir et al. 2005; Brannagan 2009;
Tschernatsch und Blaes 2010)

Die zur Behandlung von Patienten eingesetzten IVIg-Praparationen unterscheiden sich, je
nach Hersteller, in ihrer Herstellungsweise, ihrer IgG-Konzentration und den zugesetzten
Stabilisatoren. AulRerdem ist aufgrund ihres Ausgangmaterials, dem humanen Plasma, eine
Varianz der Antikdrperzusammensetzung von Charge zu Charge zu erwarten. Infolgedessen
wurden neben Gamunex® (Gam) zwei weitere Prdparate, Octagam® (Oct) und
Sandoglobulin® (San), in Experimenten untersucht, um ausschlieRen zu konnen, dass die
bisher mit Gam erhaltenen Ergebnisse Praparat-spezifisch sind. Alle untersuchten Praparate
fihrten zu einer Herabsetzung der BAFF-Expression und Sekretion. Allerdings gab es
Unterschiede in der Ausprdgung des Effektes. AnschlieBende Untersuchungen zur
Zytotoxizitat der Préparate zeigten, dass die Stimulation mit Oct zu einem 6fachen Anstieg
der Apoptose verglichen mit unstimulierten U937-Zellen fiihrte. Hieraus ergibt sich die
Vermutung, dass Oct eine pro-apoptotische Wirkung auf Monozyten hat. Andere
Forschergruppen wiesen dies bereits fir 1\VIg-Préparationen wie San nach, nicht aber fiir Oct.
Diskutiert wird in diesem Zusammenhang eine Fas-vermittelte Apoptose (Prasad et al. 1998).
Die Abnahme der BAFF-Expression und Sekretion lasst sich damit jedoch nicht erklaren, da

auch Gam entsprechende Effekte auslost, jedoch weniger apoptotisch ist.
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Obwohl sich die verschiedenen IVIg-Praparationen in ihrer Wirkungsintensitat unterscheiden,
kann dennoch zusammenfassend eine herunter regulierende Wirkung auf die BAFF-
Expression und —Freisetzung postuliert werden. Uberdies waren die Effekte der hauptsachlich
eingesetzten 1VIg-Praparation (Gamunex®) konstant, trotz der (zwangslaufigen) Verwendung
unterschiedlicher Chargen. Analoge Resultate sind fiir andere Faktoren und Zelllinien in der
Literatur beschrieben wie fir die Herunterregulierung von Oberflachenmolekile in
dendritischen Zellen (Prasad et al. 1998; Aktas et al. 2001; Bayry et al. 2003; Zhang et al.
2006).

Vor dem Hintergrund der bisher erarbeiteten Daten wurde angenommen, dass der
Wirkmechanismus von IVIg durch einen Inhaltsstoff vermittelt wird, der in allen untersuchten
Préaparationen und Chargen enthalten ist: das IgG.

Interessanterweise flhrte in vergleichenden Versuchen mit 1VIg das isolierte 19G zu einer
starkeren Reduktion der membranstandigen und zytosolischen BAFF-Expression sowie
dessen Freisetzung. Besonders deutlich waren die Unterschiede in Bezug auf das
membranstdndige BAFF. Mdoglicherweise fuhren die in [VIg-Préparationen enthaltenen
Antiidiotyp-Dimere zu einer Abschwachung der Wirkung auf die BAFF-Expression. Diese
Dimere machen ca. 3-15 % der in 1VVIg enthaltenen 1gG aus, weniger als 1 % der IgG formen
Aggregate (Tankersley 1994). Die Dimer-Bildung ist umso hoher, je mehr verschiedene
Spender-Seren zur Herstellung verwendet werden (Dalakas 2002). Somit ware zu erwarten,
dass der Anteil an Dimeren bei IgGs von nur 3 Spendern geringer ist. Auch wenn Dimere im
Gegensatz zu Monomeren antiinflammatorische Effekte wie die NK-Zell-vermittelte
antikdrperabhéngige Zellzytotoxizitat (ADCC) fordern (Tha-In et al. 2007), kdnnten sie im
Fall der BAFF-Regulation eine Effektabschwdachung bewirken. Weitere Ursachen fir die
Unterschiede zwischen der IVIg-Préparation und dem eigens isolierten 1gG konnten in der
unterschiedlichen Aufarbeitungsweisen und unterschiedlichen Immunglobulin-
Zusammensetzung liegen.

Die Identifizierung von IgG als Haupteffektor der 1VIg-Praparationen fuhrte zu der Frage, ob
sich die Modulation des BAFF-Systems in Monozyten einem Molekilteil im Speziellen
zuordnen lasst. Die Versuche, daflir Fab- von Fc-Fragmenten mittels verschiedener
chromatographischer Verfahren zu separieren, blieben trotz Optimierung der einzelnen
Aufreinigungsschritte ohne zufriedenstellenden Erfolg. Zum einen war die Auftrennung mit
der ProteinA-Séule nicht vollstdndig, so dass jede der beiden Fraktionen, Saulendurchfluss
und Eluat, das andere IgG-Fragment zumindest in Spuren aufwies. Da die Beladungskapazitat
der S&ule nicht tberschritten und Standardpuffer verwendet wurden, sind technische Fehler
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relativ unwahrscheinlich. Demzufolge wurde vermutet, dass die im Durchfluss enthaltenen
Fc-Fragmente aus 1gG3-Molekilen stammen konnten, eine Isoform des IgG, die ProteinA
nicht binden kann. Theoretisch kdnnten sie auch von IgA- oder IgM-Molekilen sein, die
neben IgG in Spuren in der IVIg-Préparation enthalten sind. Der Austausch der ProteinA-
Séaule gegen eine ProteinG-Sdule brachte keine Verbesserung der Auftrennung (nicht gezeigt).
ProteinG interagiert wie ProteinA ebenfalls Gber den Fc-Teil mit IgG und kaum bzw. nicht
mit IgA und IgM. Im Gegensatz zu IgA bindet es jedoch alle 1gG-lIsoformen. Vor diesem
Hintergrund sind fur die im Durchfluss enthaltenen Fc-Fragment-Spuren IgA und IgM als
Quelle zu favorisieren. Fur die in der Elution vertretenen Fab-Fragmente konnte letztlich
keine Erklarung gefunden werden.

Zum anderen wurde auch mit dem Einsatz einer ProteinL-Sdule keine vollstandige Reinheit
der Fc-Fraktion erlangt. ProteinL interagiert Uber die Fab-Fragmente mit IgG, aber auch mit
IgA und IgM. In diesen Experimenten enthielt der Fc-Durchfluss, sogar nach wiederholter
Beladung der Séule, Fab-Fragmente, die demnach nicht von ProteinL auf der Saule gebunden
wurden. Es ist denkbar, dass diese aus lamda-Ketten bestehen, weil ProteinL diese Isoform
der leichten Kette nicht binden kann (Nilson et al. 1993).

Infolge dessen wurden fiir die entsprechenden Versuche F(ab‘),-Fragmente eingesetzt, die
freundlicherweise von Prof. S. Kaveri (Paris) zur Verfligung gestellt wurden. Die Stimulation
von U937-Zellen mit dquimolaren Konzentrationen von F(ab‘), aus IVIg flhrte auf
Proteinebene (membrangebunden und intrazellulér) sowie bei der Freisetzung zu einer
Herunterregulierung von BAFF, die der des volistandigen IVIg gleichkommt. Diese
Beobachtungen sprechen interessanterweise fiir eine deutliche Beteiligung der F(ab‘),-
Fragmente an der Vermittlung der IVIg-Effekte auf die BAFF-Expression in Monozyten. In
Folge von weiteren Experimenten, die zeigten, dass IVIg auch die mRNA der FcyRs, CDI16,
CD32b und CD64, inhibiert, kann die Beteiligung der Fc-Teile an der Effekten von IVIg
jedoch nicht vollstandig ausgeschlossen werden. Vielmehr ist ein Zusammenspiel aus
mehreren immunmodulatorischen Effekten zu erwarten. Diverse in vitro Experimente haben
gezeigt, dass IVIg seine Effekte tiber FcyR-abhdngiges aber auch —unabhéngiges Signalling
vermitteln kann, z. B. bei der Inhibierung der Lyseaktivitat von natirlichen Killerzellen (Tha-
In et al. 2007) oder der IL-12-Produktion in dendritischer Zellen (Bayry et al. 2003). Die in
der vorliegenden Arbeit dargestellte Modulation der Transkriptionslevel der FcyRs durch
IVIg ist konsistent mit in der Literatur beschriebenen Transkriptionsassays von Monozyten
aus Patienten mit der Kawasaki-Krankheit, deren Transkriptom vor und nach der Behandlung
mit hochdosiertem 1V1g dargestellt wurde (Abe et al. 2005).
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Ob der Effekt der Fc-Fragmente in dem in dieser Arbeit beschriebenen Modell starker oder
schwicher als der von F(ab‘),-Fragmenten ist, bleibt durch zukinftige Studien zu klaren.
Beide Szenarien sind in der Literatur, z. B. fur die Inhibierung der IgE-Produktion in B-Zellen
und flr die Inhibierung der Zytotoxizitat nattrlicher Killerzellen (Klaesson et al. 1996;
Nachbaur et al. 1997; Zhuang und Mazer 2001; Jolles et al. 2005), beschrieben.

Abgesehen von den bereits diskutierten, direkten Einfliisse von 1VIg auf die zelluldre BAFF-
Expression, wéren auch andere in der Literatur beschriebenen Mechanismen denkbar, die
indirekt zu einer Modulation von BAFF in Monozyten fihren konnen. So wird z. B.
postuliert, dass IVIg seine Wirkung durch enthaltenen Antiidiotypen vermittelt, die u. a.
gegen Zytokine wie BAFF, Zytokinrezeptoren und Fas gerichtete sind (Prasad et al. 1998; Le
Pottier et al. 2007; Negi et al. 2007). Falls die im IVIg enthaltenen Antikorper dieselbe
Antigen-Struktur binden wie der Antikorper des ELISA, wirde dieser das bereits von IVIg-
gebundene l6sliche BAFF nicht erkennen kénnen, da die Bindestelle bereits blockiert ist, mit
der moglichen Folge eines falsch negativen Ergebnisses. Um dies vollstdndig auszuschlieRen,
miusste zundchst die Konzentration des im IVIg enthaltenen anti-BAFF-AK mittels Titration
bestimmt werden, um die entsprechende Konzentration von anti-BAFF-AK als Kontrolle in
den Versuch einzusetzen. Aullerdem ware die Identifizierung des Epitops bzw. der Epitope,
die von den im IVIg enthaltenen anti-BAFF-AK erkannt werden, Voraussetzung um eine
moglichst zuverléassige Kontrolle zu erhalten.

Obwohl die in dieser Arbeit erlangten Ergebnisse die Mechanismen fir die
Herunterregulierung der BAFF-Expression und —Freisetzung in Monozyten durch IVIg nicht
vollstandig identifizierten, konnte zumindest ein Einblick in diesen Regulationszweig des
BAFF-Systems erworben werden. Verschiedene Hinweise lassen vermuten, dass der
Transkriptionsfaktor NFkB der zentrale Mediator fiir die beschriebenen Effekte ist. Zum
einen enthdlt der  Promoter des BAFF-Gens eine Konsensussequenz fiir diesen
Transkriptionsfaktor (Fu et al. 2006), zum anderen wurde fiir IVIg die Inhibierung von NF«xB
in verschiedenen Zelltypen, u. a. Monozyten beschrieben (Ichiyama et al. 2004; Sapir et al.
2005; Makata et al. 2006).
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2.2 BAFF —ein neues Target ftr Corticoide?

Im zweiten Teil dieser Arbeit lag der Fokus auf der Untersuchung der Effekte von
Corticosteroiden auf das BAFF-System in Monozyten, da diese Wirkstoffgruppe seit Jahren
neben IVIg als Standardtherapie fur B-Zell-vermittelte Autoimmunerkrankungen eingesetzt
wird (Tracy und Dyck 2010).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mittels verschiedener Methoden (FACS, WB) die Reduktion
der BAFF-Expression durch Dexamethason (Dex), einem Corticosteroid, auf der
Zelloberflache sowie im Zytosol von U937-Zellen gezeigt. Die ebenfalls untersuchte
Freisetzung von BAFF wies wie die Oberflachenexpression eine konzentrationsabhangige,
signifikante Reduktion durch Dex auf. Die herab regulierende Wirkung von 1 uM Dex konnte
in Experimenten mit primar isolierten, LPS-aktivierten Monozyten auf allen drei untersuchten
Proteinebenen bestdtigt werden, wodurch auch in diesem Versuchskomplex die
physiologische Relevanz verdeutlicht wird.

Infolge der Nachweisbarkeit einer Reduktion von BAFF auf mRNA-Ebene ist anzunehmen,
dass die herunter regulierende Wirkung von Dex auf die BAFF-Expression in der Hauptsache
auf einer transkriptionalen Modulation beruht. Diese Daten werden gestiitzt von
veroffentlichten Ergebnissen aus Patientenstudien, bei denen die Inhibierung der BAFF-
Expression in Fibroblasten-dhnlichen Synoviozyten von Patienten mit Rheumatoider Arthritis
bzw. in PBMCs von Patienten mit Immuner Thrombozytopenie durch die Behandlung mit
Dex beschrieben wurde (Reyes et al. 2008; Zhu et al. 2009).

Nachdem fiir einen Vertreter (Dex) aus der Gruppe der Corticosteroide ein Zusammenhang
mit der Herabsetzung der BAFF-Expression festgestellt worden war, wurden zwei weitere
Praparate, Budesonid (Bud) und 6a-Methylprednisolon (6a-MP) aus dieser Wirkstoffgruppe
untersucht, um einen Praparat-spezifischen Effekt auszuschliefen. Bud zeigte bei 10 und
100 nM eine mit Dex vergleichbare Wirkungsstérke auf die Expression (membrangebunden
und intrazellular) und Sekretion von BAFF. Daraus ergibt sich eine ca. 10-100fach hohere
Wirksamkeit fir Bud, wie sie bereits in der Klinik beobachtet wurde (Brattsand und Selroos
1994). 6a-MP erzielte auch dhnliche Ergebnisse wie Dex. Folglich konnte zusammenfassend
mit diesen Resultaten gezeigt werden, dass die Modulation von BAFF nicht Wirkstoff-
spezifisch ist, sondern als neuer Wirkmechanismus flr die Corticosteroid als Wirkstoffgruppe
beschrieben werden kann.

Zur weiteren Charakterisierung des Wirkmechanismus von Dex wurde in dieser Arbeit das
Anti-Corticoid RU486 (= Mifepriston) eingesetzt. RU486 konkurriert mit Dex und anderen

Corticosteroiden um die Ligandenbindedoméne der Ligandenbindestelle am Glucocorticoide-
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Rezeptor (kompetitive Hemmung). RU486 bindet allerdings mit einer héheren Affinitat an
den Rezeptor. Die Bindung von RU486 fihrt im Rezeptor ebenfalls zu einer
Transkonformation, die sich aber von der durch Bindung des korrekten Agonisten
unterscheidet (Gagne et al. 1986; Baulieu 1997; Garside et al. 2004). Translokation und
DNA-Bindung des Rezeptors sind nach wie vor mdglich, vermutlich werden aber andere Co-
Aktivatoren bzw. — Repressoren rekrutiert (Beck et al. 1993; Bledsoe et al. 2002; Kauppi et al.
2003). Die Cokultivierung von U937-Zellen mit Dex und RUA486 resultierte bei der
Expression von membrangebundenem und intrazellularem BAFF sowie dessen Freisetzung in
einer signifikanten Abschwachung des Dex-vermittelten Effekts bis hin zur fast vollstandigen
Erlangung des Ausgangniveaus. Der Antagonist selbst flihrte ab einer Konzentration von
2 UM ebenfalls zu einer signifikanten Reduzierung der Zytokinexpression, wodurch er neben
dem antagonistischen Effekt auch agonistische Eigenschaften aufwies. Diese Beobachtung
wird von Ergebnissen aus Tierstudien gestitzt, fur die konzentrationsabhangige, agonistische
Effekte von RU486 auf die Hypothalamus-Hypophysenvorderlappen-Nebennierenrinden-
Achse (HPA) beschrieben sind (Havel et al. 1996; Bachmann et al. 2003). Infolge der
Annahme, dass die antagonistischen Effekte von RU486 auf die Formierung ,,unproduktiver
DNA-GR-Interaktionen zuriickzufiihren sind, welche auferstande sind die transkriptionale
Verstarkung zu initiieren (Segnitz und Gehring 1990), ist davon auszugehen, dass es sich bei
dem Dex-vermittelten, RUA486-antagonisierten Effekt auf BAFF um eine genomische
Regulation handelt. Die Identifizierung von einem potentiellen glucocorticoid receptor
response element (GRE) bzw. halben GREs im Promoter des BAFF-Gens bekréftigen diese
Hypothese. GREs sind kurze Nukleotidsequenzen in GR-regulierten Genen, an die der GR
bindet und die Transkription moduliert. Einfache GREs folgen dem Muster 5°-
GGTACANNNTGTTCT-3°, vor allem das 3°-Ende ist hoch konserviert (Nordeen et al. 1990).
NGREs zeichnen sich durch weniger stark konservierte Konsensussequenzen (KSs)
(ATYACnnTnTGATCn) und eine Variabilitit in der Lédnge der ,Distanzhalter aus
(Schoneveld et al. 2004). Durch in silico Untersuchungen des BAFF-Promoters konnte
folgende Sequenz identifiziert werden: 5°'-GGGACAQQcTGTTCA-3¢. Sie entspricht zu fast
100 % der in der Literatur beschriebenen Sequenz eines GRE und liegt ca. 400 bp vor dem
Transkriptionsstart (Pos. -443 bis -428). Uberschneidungen mit der Konsensussequenz von
anderen Transkriptionsfaktoren (TFs), die fir das BAFF-Gen beschrieben sind, z. B. NFxB
und NFAT (Fu et al. 2006), konnten nicht identifiziert werden. Der Abstand zu der NFkB-KS
betragt ca. 309 bp, zu der NFAT-KS ca. 32 bp. Daher ist eine negative Regulation von BAFF
durch Dex, bedingt durch das Konkurrieren mit anderen bekannten TFs um die gleiche
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Sequenz, unwahrscheinlich. Wegen der Sequenzahnlichkeit mit positiver GREs ist allerdings
davon auszugehen, dass es sich nicht um ein nGRE handelt. Aufgrund der Ergebnisse aus den
Experimenten mit RU486 ist die Transrepression jedoch die wahrscheinlichste Erklarung fir
die negative Regulation. Bei diesem Mechanismus interagiert GR (ber Protein-Protein-
Wechselwirkung mit anderen Transkriptionsfaktoren wie NFxB, NFAT und AP-1 und
verhindert dadurch die Bindung an deren response-Elemente und somit die Transkription
entsprechender Gene (Paliogianni et al. 1993; De Bosscher et al. 1997; Garside et al. 2004,
Schoneveld et al. 2004).

Die darauf folgenden Untersuchungen zur Dex-vermittelten Translokation von GR-a in den
Nukleus mittels Western Blot-Analyse brachten wider erwarten keinen deutlichen Fortschritt,
da keine Translokation des GR in den Nukleus detektiert werden konnte. GR-o wurde unter
den beschriebenen Versuchsbedingungen (Préinkubation mit TNF-a bzw. LPS, dann
Stimulation mit Dex) im Zytoplasma, nicht aber im Nukleus nachgewiesen. Mdglicherweise
scheiterte die Nachweisbarkeit des Rezeptors an technischen Gegebenheiten, da er auch im
Gesamtzelllysat nicht detektierbar war. Dies konnte aber auch an einer unter der
nachweisbaren Konzentrationsmenge befindlichen Konzentration im Nukleus liegen. Falls
dieses Ergebnis tatsdchlich den Gegebenheiten in der Zelle entspricht, waren samtliche
Regulationsmechanismen auszuschlieBen, die eine Translokation von GR in den Kern
voraussetzen, somit samtliche genomischen Mechanismen. In diesem Fall kdnnte die negative
BAFF-Regulierung durch eine direkte Interaktion von GR mit der mRNA vermittelt werden,
ahnlich wie die Regulation des Monozyten Chemoattraktanzprotein 1 (MCP-1). Fir dieses
Protein wurde eine direkte Bindung von Dex an dessen mRNA beschrieben, wodurch sie

verstarkt abgebaut wird (Dhawan et al. 2007).

3. NFxB — Der gemeinsame Nenner?

NFkB ist ein ubiquitdr vorkommender Transkriptionsfaktor, der mittels multipler Signale
angeregt wird, in den Kern zu translozieren, um dort die Transkription einer Vielzahl von
Genen zu modulieren. Das System, das den NFxB-Weg reguliert, ist sehr komplex und
schlieft unter anderem die Regulation des NFkB-Inhibitors IkB und die Interaktion mit
anderen Transkriptionsfaktoren ein. Mit diesem Hintergrund liegt die Vermutung nahe, dass
BAFF, dessen Promoter eine NF«xB-Konsensussequenz (KS) aufweist, Uber verschiedenen

Stimuli durch NF«B reguliert werden kann. Obwohl sich die Stimuli IVIg und Dex in ihrem
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strukturellen Aufbau und vermutlich in ihrer zelluldren Zielstruktur stark voneinander
unterscheiden, wurde dennoch fur beide eine herunter regulierende Wirkung auf die NF«xB-
Aktivitat beschrieben (Ichiyama et al. 2004; Makata et al. 2006). Die Wirkung von 1VIg auf
NF«B beruht vermutlich auf einer Inhibierung der IxB-Degradierung, wodurch der
Transkriptionsfaktor daran gehindert wird, in den Nukleus zu translozieren (Ichiyama et al.
2004). Fir Dexamethason wurde dagegen gezeigt, dass es NFkB durch Protein-Protein-
Interaktion oder durch die Konkurrenz um Co-Aktivatoren inhibieren kann (Kamei et al.
1996; De Bosscher et al. 1997; Sheppard et al. 1998; Adcock und Caramori 2001; Garside et
al. 2004; De Bosscher et al. 2006; Kassel und Herrlich 2007; Gossye et al. 2008). Ein weiterer
Fakt, der fiir eine Beteiligung von NF«B bei beiden Regulationsmechanismen spricht, ist die
Tatsache, dass fur IVIg, stirker als Dex, die Translokation von NFxB in den Nukleus
gehemmt wird (Makata et al. 2006). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Expression und
Freisetzung von BAFF ebenfalls in starkerem Mal3e durch IVIg als durch Dex beeintrachtigt
wurde. Fir die praktische Anwendung in der Klinik wirde dies bedeuten, dass Erkrankungen,
die durch eine Uberproduktion von BAFF in Monozyten charakterisiert sind, effektiver mit
IV1g behandelt werden konnen.

4. Ausblick

41 BAFF

Die Beleuchtung und Aufklarung des BAFF-Systems kann uns ein grundlegendes Verstandnis
fir die B-Zellentwicklung und Dysregulation ermdglichen, das die Identifizierung neuer
Angriffspunkte fur gezielte Therapien von Autoimmunerkrankungen verspricht. So fiihrten
die bisherigen Erkenntnisse uber BAFF und dessen tragende Rolle bei Entwicklung und
Progression von B-Zellvermittelten Autoimmunerkrankungen zu der Entwicklung diverser
Medikamente, die in das BAFF-System eingreifen, z. B. Anti-BAFF und Fusions-1gG gegen
die drei BAFF-Rezeptoren (Baker et al. 2003; Sutherland et al. 2006). Kinftig sollen sie zur
Behandlung von SLE, SS und MS eingesetzt werden.

Fur zukinftige Experimente zur Untersuchung der Funktionen von BAFF sind aber auch die
T-Zellen als Target von grollem Interesse, weil ber die Rolle des Zytokins in der B-
Zellentwicklung hinaus sich die Hinweise mehren, dass es auch auf T-Zellen Einfluss nimmt.

Das Zytokin zeigte costimulatorische Aktivitat in allen Differenzierungsstadien reifer T-
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Zellen, begleitet von IL-2-Produktion und der Expression von CD25 (Huard et al. 2001;
Huard et al. 2004). Eine weitere Veroffentlichung berichtet von BAFF als Uberlebensfaktor
spezifisch fur aktivierte aber nicht fir naive T-Zellen (Ng et al. 2004). So fuhrte die
Anwendung von Anti-BAFF-R-Antikdrper im murinen als auch im humanen Organismus zur
Inhibierung der T-Zellaktivierung (Huard et al. 2001; Ng et al. 2004) und gibt Hinweis darauf,
dass BAFF-R auch bei T-Zellen eine zentrale Rolle in der Ubermittlung der BAFF-Signale
spielt. Interessanterweise gibt es Anhaltspunkte, dass T-Zellen nur durch immobilisiertes
BAFF stimuliert werden, nicht aber, wie B-Zellen, durch die l6sliche Form. Diese
Beobachtung lasst vermuten, dass es unterschiedliche Wirkmechanismen fir BAFF auf B-
und T-Zellen gibt. Auf B-Zellen wirde BAFF demnach als Zytokin wirken, was die
Beeinflussung der Ziel-Zellen fernab von den produzierenden Zellen ermdglicht. Im
Gegensatz dazu ubermittelt BAFF die Signale an T-Zellen vermutlich durch direkten Zell-
Zell-Kontakt. Ein solcher Kontakt passiert sehr wahrscheinlich zwischen T-Zellen und
Antigen-préasentierenden Zellen (APCs) in der Anwesenheit von Antigenen. Auch wenn die
genaue Aufgabe von BAFF bei T-Zellentwicklung und —Funktion noch weiter beleuchtet
werden muss, kann bereits eine Steigerung der T-Zell-Reaktion durch die costimulatorische
Aktivitdt von BAFF angenommen werden, die wichtig fur die Entwicklung einer
vollstandigen T-Zell-Antwort auf primére Stimulationssignale ist. Folglich zeichnet sich eine
regulierende Aktivitat von BAFF im humoralen als auch zellularen System der Immunantwort
ab. Dies wurde aus klinischer Sicht bedeuten, dass das Spektrum der potentiell durch BAFF-
Antagonisten behandelbaren Erkrankungen um T-Zell-vermittelte Krankheiten wie Typ 1
Diabetes, inflammatorische Gelenkserkrankung (Szabo et al. 2003; Mackay et al. 2005)
erweitert werden kann.

Ein weiterer Aspekt, der BAFF zukunftig fir die Klinik sehr interessant machen wird, ist sein
viel versprechendes Potential als Diagnoseparameter. Da in der Medizin nicht nur die
Therapie von Erkrankungen sondern auch deren friihzeitige Diagnose von enormer Bedeutung
ist, wird unabléssig nach Faktoren gesucht, die eine gezielte, zuverldssige Unterscheidung von
»gesund“ und ,krank“ ermoglichen. BAFF konnte solch ein viel versprechender
Diagnoseparameter fir Autoimmunerkrankungen sein, da dessen Level in betroffenen
Patienten signifikant hoher ist als in gesunden Probanden. Fir Asthma wurde BAFF bereits
als Diagnoseparameter postuliert (Kang et al. 2006), fur weitere Erkrankungen wie
Rheumatoide Arthritis, Systemischer Lupus erythematodes, Sjogrens Syndrom, Wegeners
Granulomatose, Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom und Chronisch-entziindliche
demyelinisierende Polyneuropathien waére es aufgrund der hohen BAFF-Level in den
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Patienten denkbar. Darlber hinaus kénnte BAFF auch ein viel versprechenden Parameter flr
die Prognose von Behandlungserfolgen sein, wie bei der Behandlung von diffusen B-Zell-

Lymphomen mit Rituximab bereits diskutiert wird (Kim et al. 2008).

42 IVIg

Aus experimenteller Sicht gilt es in zukunftigen Experimenten zu untersuchen, welche Rolle
Fc-Fragmente bei der Herunterregulierung von BAFF in Monozyten spielen, nachdem dies in
der vorliegenden Arbeit fiir F(ab‘),-Fragmente bereits gezeigt wurde. Daruber hinaus sollte
untersucht werden, ob spezifische F(ab‘),-Fragmente die Effekte vermitteln, z. B. Antikorper
gegen Oberflichenstrukturen wie BAFF oder FcyRs. So wurde beispielsweise eine
krankheitsspezifische Fraktion in IVIg beschrieben, die essentiell fur die Effekte von IVIg bei
der experimentellen MG sein ist (Fuchs et al. 2008). Fur eine weiterflhrende
Charakterisierung der molekularen Mechanismen stehen weitere Experimente aus, z. B. die
Aufkldrung des zugrunde liegenden Signalweges oder der Einfluss auf NFkB, die durch den
Einsatz diverser Inhibitoren, Microarrays und Transkriptionsfaktorassays beleuchtet werden
kdnnen.

Aulerdem ware es von grol3er klinischer Bedeutung weiter IV1g-behandelte Erkrankungen zu
identifizieren, deren Verlauf mit der Reduktion der BAFF-Serum-Level korreliert ist. In
diesen Féllen ergabe sich auch fir BAFF-Antagonisten vielversprechende, neue Ziele. Die
betroffenen Patienten kdnnten gezielter und kostengunstiger behandelt werden. In der
Literatur wurde eine solche Korrelation unter anderem bereits fur Patienten mit der Kawasaki-
Krankheit (Doi et al. 2010) beschrieben.

4.3 Dexamethason

Die im Rahmen dieser Arbeit identifizierten potentiellen GRE im BAFF-Promoter liefern die
Grundlage fiir kiinftige Expressionsanalysen. So kénnten z. B. Mutationen innerhalb dieser
Sequenzen Aufschluss dartiber geben, ob es sich dabei um funktionelle Elemente handelt oder
nicht. Des weiteren sind Versuche zur Klarung der Fragen notwendig, ob die Effekte auf
BAFF durch die Interaktion mit einem nGRE, die Interaktion mit anderen TFs wie NFkB oder
durch eine Reduzierung der BAFF-mRNA-Stabilitat bedingt sind. Dies konnte z. B. mit GR-
Mutanten, die nicht in der Lage sind Dimere zu bilden, detaillierter analysiert werden, da die
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Dimerbildung wichtig fur die direkte Interaktion des Rezeptors mit der DNA, nicht aber fir
die Interaktion mit anderen TFs ist (Heck et al. 1997; Schoneveld et al. 2004; De Bosscher
und Haegeman 2009). Wie bei IVIg kann auch fur Dex die Aufkldrung der zugrunde
liegenden Signalkaskaden durch Inhibitoren zur weiteren Aufklarung der Mechanismen
beitragen.

Aus Kklinischer Sicht wére es von groBem Interesse die BAFF-Level in Corticosteroid-
behandelten Patienten zu observieren, um dadurch andere Erkrankungen zu identifizieren, die
zukiunftig mittels BAFF-Antagonisten nebenwirkungsarmer behandelt werden kénnten. Eine
Verringerung der BAFF-Level ist bereits in Corticosteroid-behandelten Patienten mit
Immunthrombozytopenie (Zhu et al. 2009), idiopathischen, inflammatorischen Myopathien
(Krystufkova et al. 2009), Wegeners Granulomatose (Krumbholz et al. 2005), autoimmuner
Hepatitis (Migita et al. 2007), Asthma (Kang et al. 2006) und Rheumatoider Arthritis (Reyes
et al. 2008) beschrieben. Solche Erkenntnisse machen diese Erkrankungen zu potentiell mit
BAFF-Antagonisten behandelbaren Zielen.
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