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. Zusammenfassung (Deutsch)

Beim systemischen Lupus Erythematodes (SLE) handelt es sich um eine Autoimmun-
erkrankung, bei der unter anderem eine erniedrigte Aktivitat von regulatorischen T-Zel-
len (Treg) und regulatorischen B-Zellen (Breg) sowie eine verminderte Fahigkeit zum Ab-
bau von Immunkomplexen eine wichtige Rolle spielen (1). B-Zellen werden im Rahmen
von Autoimmunerkrankungen insgesamt als pathogenetisch gewertet, es gibt jedoch
zunehmende Evidenz fur die Relevanz immunsuppressiv wirkender Breg. Es wurden
unterschiedlichste Funktionen von Breg, Wie die Produktion von IL-10, TGF-f, IL-35 und
Adenosin oder die Stimulation von Tg, aber auch verschiedenste Oberflachenmarker
in zahlreichen Studien definiert. Dennoch gibt es weiterhin keine einheitliche Definition
zur Charakterisierung von Breg. Eine immunregulatorische Wirkung von A3-Adenosinre-
zeptor-Agonisten (A3R-Agonisten) wurde flir zahlreiche Autoimmunerkrankungen be-
schrieben. Die Wirkung des A3R an B-Zellen von SLE-Patienten ist allerdings noch un-
erforscht. Zum genaueren Verstandnis der Verteilung von Beg und der Funktion von B-
Zellen beim SLE wurden in dieser Arbeit verschiedene Brg-Populationen, Zytokine und
Zytokinrezeptoren sowie der A3R in seiner Expression und Funktion auf B-Zellen ana-
lysiert. Hierfir wurden B-Zellen von gesunden Probanden und SLE-Patienten mittels
Durchflusszytometrie auf charakteristische Oberflachenmarker (CD19, Anti-lgM, CD24,
CD5, CD1d und CD11c) untersucht, die mRNA-Expression von IL-10, IL-35, IL-21R,
TNFR1, TGF-B1 und des A3R analysiert, sowie in Zellkulturen die Wirkung von A3R-
Agonisten und -Antagonisten auf das Verhalten von B-Zellen hinsichtlich ihrer suppres-

siven Wirkung auf T-Zellen untersucht.

Wir schlugen hier eine neue CD19+IgM+CD24+CD23-CD1d+CD5+ Beg-Population vor
und konnten zeigen, dass By bei SLE-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden
in ihrer Anzahl vermindert sind und sie zum Grofteil den Oberflachenmarker CD11c
exprimieren. Zudem konnten wir eine erniedrigte mMRNA-Expression von IL-35 in B-Zel-
len von SLE-Patienten feststellen, wahrend sich bei TGF-B1, IL-10 und IL-21R keine
Unterschiede zu Gesunden beobachten lieRen. Die mMRNA-Expression von TNFR1 und
A3R zeigte sich hingegen bei SLE-Patienten deutlich erhdht. Trotz erhdhter A3R-Ex-
pression, konnten wir jedoch bei SLE-Patienten keine statistisch signifikanten Effekte
von A3R-Agonisten und -Antagonisten beobachten. Abschlie3end Iasst sich feststellen,
dass sowohl numerische als auch funktionelle Defekte in regulatorischen B-Zellen von
SLE-Patienten fiir die Pathophysiologie der Erkrankung relevant zu sein scheinen,
wahrend die Rolle der vermehrten A3R-Expression auf B-Zellen von SLE-Patienten

weiteren Forschungsbedarf aufweist.



II. Zusammenfassung (Englisch)

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disease in which, among other
things, a reduced activity of regulatory T cells (Teg) and regulatory B cells (Breg) and a
reduced capacity to break down immune complexes play an important role (1). B cells
are generally viewed as pathogenetic in the context of autoimmune diseases, but there
is increasing evidence for the relevance of immunosuppressive Byeg. Different functions
of Breg, like the production of IL-10, TGF-3, IL-35 and adenosine or the stimulation of
Treg, but also various surface markers have been defined in numerous studies. Never-
theless, there is still no uniform definition to characterize Breg. An immunoregulatory
function of A3 adenosine receptor (A3R) agonists has been described for numerous
autoimmune diseases. However, the effect of A3R on B cells of SLE patients remains
unexplored. To better understand the distribution of Breg and function of B cells in SLE
we analyzed different Breg populations, cytokines and cytokine receptors and the ex-
pression and function of A3R on B cells. For this purpose B cells from healthy controls
and SLE patients were investigated by analyzing characteristic surface markers (CD19,
Anti-lgM, CD24, CD5, CD1d and CD11c) in flow cytometry and by measuring mRNA-
expression of IL-10, IL-35, IL-21R, TNFR1, TGF-f1 and the A3R. Furthermore, the ef-
fect of A3R agonists and antagonists on the behavior of B cells regarding their sup-

pressive effects on T cells was examined.

We proposed a new CD19+IgM+CD24+CD23-CD1d+CD5+ Bieg population and could
show that Bregin SLE patients were reduced in their numbers as compared to healthy
controls and most of them expressed CD11c on their surface. Moreover, we observed
a reduced expression of IL-35 mRNA in B cells from SLE patients, while there were no
differences in the mRNA expression of TGF-1, IL-10 and IL-21R compared to healthy
controls. On the other hand, the mRNA expression of TNFR1 and A3R was elevated in
SLE patients. Despite a higher A3R expression, we could not observe any statistic sig-

nificant effects of A3R agonists and antagonists.

In conclusion, numeric but also functional defects in regulatory B cells on SLE patients
seem to be relevant for the pathophysiology of the disease. The relevance of an ele-
vated expression of A3R on B cells from SLE patients remains unclear and requires

further research.
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1 Einleitung

1.1 Der systemische Lupus Erythematodes

Beim systemischen Lupus Erythematodes (SLE) handelt es sich um eine multisystemi-
sche chronische Autoimmunerkrankung mit komplexer Pathogenese, bei der ver-
schiedenste Organsysteme, Gewebe und Zellen durch Gewebe-bindende Autoantikdr-
per und Immunkomplexe geschadigt werden (1). Eine entscheidende Rolle spielen
hierbei unter anderem eine erniedrigte Schwelle fur die Aktivierung von reifen T- und B-
Lymphozyten, eine erniedrigte Aktivitat der regulatorischen T-Zellen (Trg), regulatori-
schen B-Zellen (Brg) und Suppressorzellen aus dem Knochenmark, sowie eine vermin-
derte Fahigkeit zum Abbau von Immunkomplexen (1). Insbesondere autoreaktive B-
Zellen mit der Entwicklung von Autoantikdpern und Ablagerung von Immunkomplexen
in Organen, wie beispielsweise Nieren, Lunge oder Blutgefalten, und deren anschlie-
Rende unzureichende Beseitigung, sowie die Aktivierung des Komplementsystems mit
folgender inflammatorischer Zytokinausschittung, sind grundlegende Mechanismen in
der Pathophysiologie der Erkrankung, durch die es zu lebensbedrohlichen Organscha-
den kommen kann (2-5). Zudem geht man davon aus, dass beim SLE autoreaktive B-
Zellen durch einen BAFF (B cell activating factor)-Uberschuss, welcher unter anderem
durch vermehrte IFNa (Interferon alpha)-Konzentrationen gefoérdert wird, besser Uber-
leben kénnen, was zusatzlich zur vermehrten Antikérperproduktion fihrt (6). Die ent-
stehenden Autoantikdrper richten sich gegen intrazellulare Antigene von ubiquitar vor-
kommenden Zellen, die aus absterbendem Gewebe freigesetzt werden und so zur Bil-
dung der Immunkomplexe beitragen (6). Die Ursachen sind zwar noch nicht abschlie-
Rend geklart, es spielen jedoch verschiedene Mechanismen, wie genetische Faktoren,
Umweltfaktoren, ethnische und hormonelle Faktoren, aber auch Virusinfektionen, wie
beispielsweise die Epstein-Barr-Virus-Infektion eine Rolle (5, 7). Der SLE zeigt hohe
geschlechtsspezifische Unterschiede, wobei zu 90 % Frauen betroffen sind (1, 5). Zu-
dem zeigen sich weltweit gro3e Schwankungen in der Pravalenz. Sie betragt in Mittel-
europa etwa 12,5 von 100 000 Frauen (1). SLE zeigt sehr unterschiedliche Verlaufe,
stellt sich auch klinisch heterogen dar und ist daher eine Herausforderung fir die be-
handelnden Arzte sowohl in der Diagnosestellung als auch in der Behandlung der Er-
krankung (7, 8). Symptome beim systemischen Lupus Erythematodes kénnen von
Anamien und Blutbildveranderungen sowie Haut-Manifestationen oder Psychosen bis
zur Arthritis, Glomerulonephritis, Vaskulitis oder zum Apoplex reichen (9). Eine beson-
ders gefurchtete Komplikation ist die Immunkomplexnephritis, welche friher bei sehr
schweren Verlaufen tddlich war, heutzutage jedoch in den meisten Fallen kontrolliert

werden kann (7). Zum Monitoring werden standardisierte SLE-Scores verwendet, wie



der sogenannte Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI) oder
der European-Consensus-Lupus-Activity-Measure (ECLAM)-Score (7). Therapeutisch
kénnen Glukokortikoide, Antimalariamittel, Azathioprin, in bestimmten Situationen auch
Cyclosporin A und Cyclophosphamid, sowie der humane Antikérper Belimumab ver-
wendet werden (7). Auch Mycophenolatmofetil, Mycophenolsaure und Methotrexat
werden im Off-Label-Use je nach Symptomatik angewandt (7). Trotz der aufgefiihrten
Therapieoptionen, gibt es hier weiterhin Verbesserungsbedarf und eine Heilung des
SLE ist bis heute nicht méglich. Zur Entwicklung weiterer Therapieoptionen und zum
vollstandigen Verstandnis der zugrundeliegenden Pathomechanismen gibt es weiteren

Forschungsbedarf.

1.2 Ein Uberblick iiber das menschliche Immunsystem

Das Immunsystem ist sehr komplex und besteht aus verschiedensten Zellen und Mole-
kilen, die den Korper vor Krankheitserregern schitzen (6, 10). Hierzu gehéren dullere
Schutzmechanismen, wie die Haut und Schleimhaute der Atemwege, des Darms oder
des Urogenitaltraktes, die eine effektive Schutzbarriere bilden, sowie verschiedenste
Zellen und I6sliche Komponenten als innere Abwehrmechanismen (6, 10). Allgemein
unterschieden wird zwischen angeborener und adaptiver Immunitat (6). Zu den Zellen
des angeborenen Immunsystems gehdren neutrophile, basophile und eosinophile Gra-
nulozyten, Mastzellen, Monozyten und Makrophagen sowie dendritische Zellen und na-
turliche Killerzellen (NK-Zellen) (6, 10). Zur angeborenen Immunantwort gehdérige 16sli-
che Faktoren umfassen das Komplementsystem, Zytokine, Akute-Phase-Proteine, De-
fensine und Lysozym (6, 10). Die adaptive Immunantwort besteht aus T- und B-Zellen
sowie aus den durch Plasmazellen ausgeschutteten Antikorpern (6). Der Grofiteil der
Zellen des Immunsystems entwickelt sich aus hamatopoetischen Stammzellen (10).
Makrophagen, Granulozyten, Mastzellen und dendritischen Zellen gehen aus einer ge-
meinsamen myeloischen Vorlauferzelle hervor, wahrend T- und B-Lymphozyten, sowie
naturliche Killerzellen aus der lymphatischen Zellreihe entstehen (6, 10). Wahrend
neutrophile Granulozyten zu den Phagozyten gehdren und die wichtigste zellulare
Komponente der angeborenen Immunantwort darstellen, kdnnen eosinophile und
basophile Granulozyten toxische Substanzen freisetzen und spielen vor allem bei dem
Schutz vor gréReren Krankheitserregern, wie Parasiten, eine Rolle (6). Mastzellen be-
inhalten Histamin und verschiedene Proteasen und befinden sich auf Schleimhauten,
um die inneren Koérperoberflachen zu schitzen (6). Dendritische Zellen und Makropha-
gen sind Phagozyten und antigenprasentierende Zellen, wodurch sie zur Entstehung
von Entziindungsreaktionen beitragen, indem sie verschiedene chemotaktische Zyto-

kine produzieren, die weitere Zellen des Immunsystems, wie neutrophile Granulozyten
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und Lymphozyten in Gang setzen, und indem sie Uber die Prasentation von Antigen-
peptiden auf MHC (major histocompatibility complex)-Klasse-lI-Molekulen zur antigen-
spezifischen Aktivierung von adaptiven Immunzellen beitragen (6, 10). Das zu den |6s-
lichen Komponenten des angeborenen Immunsystems gehérige Komplementsystem
besteht aus etwa 30 verschiedenen Plasmaproteinen und hat eine zentrale Funktion,
indem es Krankheitserreger direkt angreifen kann, bzw. so markieren kann, dass sie
von Phagozyten beseitigt werden (6). NK-Zellen sind wichtig in der frihen angebore-
nen Immunantwort bei Virusinfekten, wahrend T- und B-Zellen die Trager der adapti-
ven Immunantwort darstellen (6). Letztere besitzen einen besonderen Reifungsmecha-
nismus, bei dem es Uber die sogenannte klonale Deletion zur Eliminierung derjenigen
Lymphozyten kommt, die sich gegen korpereigene Strukturen richten (6). Kommt es
bei diesen Prozessen zu Fehlern und entstehen Zellen, die sich gegen korpereigene

Antigene richten, kann Autoimmunitat entstehen (6, 10).

Im Folgenden soll nur auf die im Rahmen dieser Arbeit relevanten T- und B-Lymphozy-

ten sowie auf die untersuchten Zytokine genauer eingegangen werden.

1.2.1 Lymphozyten allgemein

Die zwei Gruppen an Lymphozyten unterscheiden sich anhand ihrer Antigenrezeptoren
(6). Binden B-Zellen Uber ihren B-Zell-Rezeptor (BCR) Antigene, differenzieren sie un-
ter dem Einfluss zusatzlicher Co-Stimuli zu antikérperproduzierenden Plasmazellen (6).
Bei den T-Lymphozyten unterscheidet man zytotoxische T-Zellen, die infizierte Zellen
direkt abtdten kénnen, T-Helferzellen (Tu-Zellen), die andere Zellen wie B-Zellen oder
Makrophagen aktivieren und regulatorische T-Zellen, welche die Immunantwort zigeln
(6). T- und B-Zellen kdnnen nach Bindung an ein Antigen auch zu sogenannten Ge-
dachtniszellen werden, und sorgen dafur, dass die Immunantwort bei erneutem Kon-
takt mit demselben Antigen schneller und starker verlaufen kann (6). Nach Aktivierung
durch Antigene werden Lymphozyten zu Lymphoblasten, die sich dann letztendlich zu

den jeweiligen Effektorzellen weiterentwickeln (6).

1.2.2 T-Zellen und ihre Subpopulationen

T-Lymphozyten wandern zunachst in den Thymus und reifen dort heran, indem sie er-
lernen an ihre jeweiligen MHC-Molekule zu binden und korpereigene Antigene von kor-
perfremden zu unterscheiden (6, 10). CD4+ T-Zellen erkennen nur die durch antigen-
prasentierende Zellen Uber MHC-Klasse-lI-Molekile angebotenen Peptidfragmente,
wahrend CD8+ T-Zellen solche erkennen, die iber MHC-Klasse-I-Moleklle, die ubiqui-
tar auf kernhaltigen Korperzellen zu finden sind, prasentiert werden (6, 10). Die naiven

T-Zellen, also solche, die noch keinen Kontakt zu Antigenen hatten, werden durch



Chemokine in die T-Zell Zonen sekundarer lymphatischer Gewebe gelockt, wo sie
dann vortbergehend an antigenprasentierende Zellen binden, um (ber entsprechende
Signale aktiviert zu werden (6). Hierbei bindet der T-Zell-Rezeptor mit dem jeweiligen
Co-Rezeptor (CD4 oder CD8) an das jeweilige MHC-Molekil mit dem prasentierten
Peptid (6). Fir die Stimulierung der T-Zelle zur Proliferation und Differenzierung sind
jedoch weitere Signale, wie beispielsweise die Bindung von sogenannten B7-Moleku-
len von der Oberflache antigenprasentierender Zellen an das CD28, den zugehdrigen
Rezeptor auf der T-Zell-Oberflache, notwendig (6). Eine weitere wichtige co-stimulie-
rende Verbindung ist die zwischen dem auf antigenprasentierenden Zellen, wie bei-
spielsweise B-Zellen, exprimierten Rezeptor CD40 und dem CD40-Liganden auf T-Zel-
len, die dazu fuhrt, dass die antigenprasentierende Zelle dazu angeregt wird mehr B7-
Molekule zu exprimieren (6). Nach ihrer Aktivierung produzieren naive T-Zellen Inter-
leukin 2 (IL-2), ein Zytokin, welches sowohl fur Trg, als auch fur die weitere Differenzie-
rung der aktivierten naiven T-Zellen essentiell ist, und exprimieren weitere Proteine zur
zusatzlichen Zelldifferenzierung auf ihrer Oberflache. Hierzu gehort z. B. ICOS (induci-
ble costimulator), der besonders fir die Interaktion zwischen CD4+ T-Zellen und B-Zel-
len wichtig ist (6). Wahrend CD8+ T-Effektorzellen ihre Zielzellen direkt abtoten, indem
sie zytotoxische Granula mit Granzymen, Granulysin und Perforin freisetzen, differen-
zieren CD4+ T-Zellen Uber durch Zytokine in Gang gesetzte Signalwege zu den ver-

schiedenen Untergruppen an Ty-Zellen (6).

Tu1-Zellen produzieren IFNy (Interferon gamma), welches unter anderem autokrin
wirkt, und sie kbnnen Makrophagen aktivieren, damit auch solche Keime, die innerhalb

von Makrophagen Uberleben, beseitigt werden kénnen (6).

Tu2-Zellen entwickeln sich nach Stimulation durch IL-4 und sind bei parasitaren Infekti-
onen von Bedeutung, da sie Mastzellen und eosinophile Granulozyten unterstutzen,

sowie B-Zellen zur Produktion von IgE (Immunglobulin E) anregen (6).

Die Tu17-Zellentwicklung wird durch IL-6 und TGF-( stimuliert. Diese T-Zell-Subpopu-
lation verstarkt unter anderem die Reaktion von neutrophilen Granulozyten, stimuliert
B-Zellen zur Produktion von 1gG2 und IgG3 und produziert IL-17 und IL-22, wodurch
sie vor allem bei Infektionen durch Bakterien und Pilze wichtig ist (6).

Ten-Zellen (follikulare T-Helferzellen) produzieren unter anderem IL-4, IL-6, IFNy, IL-17

und IL-21 und stimulieren B-Zellen zur Antikdrperproduktion (6).



Treg Wirken hemmend auf die T-Zell-Antwort, indem sie unter anderem IL-10, IL-35 und
TGF-B produzieren, und kénnen so die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen ver-
hindern. Man unterscheidet naturliche Trg, die bereits im Thymus entstehen und indu-
zierte Treq, die aus peripheren CD4+ T-Zellen bei Stimulation mit TGF-f3 und IL-2 ent-
stehen (6). Ist bei Entziindungen jedoch zusatzlich vermehrt IL-6 vorhanden, wird statt-
dessen die Differenzierung zu Tu17 Zellen stimuliert, sodass die Differenzierung der
immunsuppressiven Treg gehemmt wird. Charakteristisch flr T ist die Expression des
Transkriptionsfaktors FoxP3, wobei es auch eine Untergruppe an Treq gibt, die diesen

nicht exprimiert (6).

1.2.3 Allgemeine Rolle und Entwicklung von B-Zellen

B-Zellen sind wichtige Bestandteile des Immunsystems und tragen mit verschiedenen
Mechanismen, wie Antigenprasentation, Co-Stimulation, Zytokinproduktion und Anti-
korperproduktion sowohl zur angeborenen als auch zur adaptiven Antwort des Immun-
systems bei (11, 12). Hierbei ist CD19, das wahrend fast der gesamten Entwicklung
exprimiert wird, einer der friihesten Marker fir B-Zellen (6). Uber verschiedene Signale
entwickeln sich aus den gemeinsamen lymphatischen Vorlauferzellen im Knochenmark
in mehreren Schritten die B-Zellen (6). Zunachst entwickelt sich eine frGhe Pro-B-Zelle
zu einer spaten Pro-B-Zelle, welche dann zur kleinen Pra-B-Zelle wird, die dann zu-
nachst zur unreifen B-Zelle und schlussendlich zur reifen B-Zelle wird (6). Vor der Ent-
wicklung von der unreifen zur reifen IgM+IgD+ B-Zelle, werden unreife B-Zellen auf Au-
toreaktivitat gepruft, und solche B-Zellen, die sich gegen kdrpereigene Antigene rich-
ten, beseitigt (6). Diese im Knochenmark entwickelte Toleranz gegenlber des eigenen
Kdrpers bezeichnet man als zentrale Toleranz (6). Unreife B-Zellen kdnnen auch tber
sogenanntes Rezeptor-editing ummoduliert werden, damit sie nicht vernichtet werden
mussen (6). Hierbei kommt es durch Genumlagerung zum Austausch des autoreakti-
ven Rezeptors. Defekte bei diesem Mechanismus spielen unter anderem beim SLE
eine Rolle (6). Nach der letzten Prufung wandern die unreifen B-Zellen, die man nach
Austritt aus dem Knochenmark auch transitionale B-Zellen nennt, in periphere lympha-
tische Organe, wo die Reifung vollendet wird (6). Hierbei werden gegen periphere Anti-
gene gerichtete autoreaktive B-Zellen vernichtet, was als periphere Toleranz bezeich-
net wird (6). In den B-Zell-Follikeln der Milz kommt es durch verschiedene Signale, wie
besonders durch die Wirkung von BAFF, zur Ausreifung der B-Zellen (6). Kommt es zu
Kontakt mit einem Krankheitserreger, bindet die B-Zelle das Antigen Uber den B-Zell-
Rezeptor, wodurch zum einen eine Signalkaskade ausgel6st wird und zum anderen
das Antigen ins Zellinnere transportiert wird, um es in Peptide zu zerlegen, die dann an

der Zelloberflache fur die Tu-Zellen prasentiert werden (6). Durch die Zusammenarbeit
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zwischen Tw-Zellen und B-Zellen kdnnen letztere dann zu antikérperproduzierenden
Zellen und B-Gedéachtniszellen differenzieren (6). Uber die durch Teu-Zellen ausge-
schitteten Zytokine, wie IL-21, IL-4, IL-6, TGF-B und IFNy, wird das Uberleben der B-
Zellen geférdert und der Typ der spater produzierten Antikorper reguliert (6).

Neben dieser klassischen Rolle von B-Zellen zur Produktion von Antikdrpern, fur die
sie im Rahmen von Autoimmunerkrankungen insgesamt als pathogenetisch gewertet
werden, gibt es zunehmende Evidenz daflr, dass sie auch immunsuppressiv wirken
kénnen (13). Auf diese immunsuppressiv wirkenden B-Zellen soll im Folgenden ge-

nauer eingegangen werden.

1.2.4 Requlatorische B-Zellen

Die Bezeichnung "regulatorische B-Zellen" (Breg) wird allgemein daflur verwendet anti-
inflammatorisch wirkende B-Zellen zu beschreiben (14). In den letzten Jahrzehnten
wurden unterschiedliche Brg-Untergruppen mit verschiedenen Funktionen und Oberfla-
chenmarkern in zahlreichen Studien definiert (15). Dennoch gibt es weiterhin keinen
Konsensus Uber die Klassifikation dieser B-Zell-Population, und eine einheitliche Defi-
nition zur Charakterisierung von By anhand von Oberflachenmarkern konnte bis heute
nicht aufgestellt werden (14, 16—19). Auch wurde bisher kein einheitlicher Transkripti-
onsfaktor, wie es ihn z. B. flir regulatorische T-Zellen mit dem FoxP3 gibt, flr regulato-
rische B-Zellen entdeckt (15), was mdglicherweise daran liegen kdonnte, dass multiple
Breg-Subpopulationen existieren (20) oder daran, dass es sich um B-Zellen handelt, die
nur unter bestimmten Einflissen ihre immunregulatorischen Eigenschaften entfalten
kénnen (11). Die Signalwege, Uber die B-Zellen zu Bieg differenzieren, bzw. tber die sie
zu einer immunsuppressiv wirkenden Zellpopulation werden kénnen, sind ebenfalls

weiterhin Gegenstand der aktuellen Forschung.

Ein wichtiger Mechanismus, Uber den B ihre immunmodulatorischen Eigenschaften
ausuben, wurde zunachst im Mausmodell und spater auch beim Menschen identifiziert
und besteht in der Ausschuttung von IL-10 (13, 17-28). Solche IL-10-produzierenden
Breg werden B10 genannt (22, 25). Auf die verschiedenen Funktionen von IL-10 wird
unter Punkt 1.2.6.1 genauer eingegangen. Bereits 2002 zeigte sich die Relevanz von
B10 bei Mausen mit experimenteller Autoimmunenzephalitis. Hier wurden nach Stimu-
lation mit CD40-Agonisten bei Mausen in Remission IL-10-produzierende B-Zellen
identifiziert (28). Mause ohne B-Zellen oder mit CD40-Defizienz erholten sich in diesem
Versuch nicht von der experimentellen Autoimmunenzephalitis, sodass hier postuliert
wurde, dass von B10 ausgeschuttetes IL-10 fur eine Remission notwendig ist. Zudem

entwickelte sich hier nach Transfer von IL-10-produzierenden B-Zellen in Mausen mit
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Autoimmunenzephalitis eine mildere Form der Erkrankung, sodass ein immunsuppres-
siver Effekt festgestellt werden konnte (28). Eine weitere Arbeitsgruppe konnte in vivo
im Mausmodell sowie in vitro zeigen, dass Uber eine antigen-vermittelte Antwort tGber
CD40 stimulierte B-Zellen IL-10 produziert wird und entziindungshemmend bei rheu-
matoider Arthritis wirkt (27). Eine Co-Stimulation Gber T-Zellen scheint erforderlich zu
sein, da flr den immunsuppressiven Effekt in dieser Studie zusatzlich das Vorhanden-
sein von T-Zellen notwendig war (27). Die Arbeitsgruppe Yanaba, Bouaziz et al. identi-
fizierte 2008 im Mausmodell eine IL-10-produzierende CD19+CD5+CD1d+ B-Zell Po-
pulation aus der Milz. Die meisten dieser IL-10-produzierenden Breg exprimierten zu-
dem vermehrt IgM, CD1d und CD24 auf ihrer Zelloberflache, jedoch kein CD23 (20,
29). Zudem konnte an Mausen gezeigt werden, dass T-Zell-vermittelte Entzindungsre-
aktionen durch IL-10 aus Breg gehemmt werden (20). Eine Blockade des IL-10-Rezep-
tors durch entsprechende Antikdrper zeigte hier eine verstarkte Kontakthypersensibili-
tat im Vergleich zur Kontrollgruppe (20). Dartiber hinaus hatte in dieser Studie die Hin-
zugabe von CD1d+CD5+ B-Zellen zu CD19-defizienten Mausen eine immunregulatori-
sche Wirkung (20). Da CD1d+CD5+ B-Zellen nur zu einem sehr geringen Anteil im pe-
ripheren Blut vorkommen, untersuchte dieselbe Arbeitsgruppe, ob CD1d+CD5- B-Zel-
len zur IL-10-Produktion angeregt werden kénnen. Uber eine Stimulation mit CD40-A-
gonisten Uber 48 Stunden konnte die IL-10-Produktion dieser Zellen in vitro am Maus-
modell um das 6- bis 9-fache gesteigert und die Expression von CD5 auf der Zellober-
flache induziert werden (26). Zudem konnte hier eine T-Zell unabhangige Aktivierung
der IL-10 Ausschuttung durch B10-Zellen gezeigt werden (26). Auch beim Menschen
wurden Studien durchgefihrt, in denen die Kapazitat von B-Zellen IL-10 auszuschutten
untersucht wurde. Bei immuntoleranten Nierentransplantierten wurden vermehrt
CD19+CD38+CD24+IgD+ B-Zellen festgestellt, sowie eine vermehrte IL-10-Produktion
im Vergleich zu solchen Patienten, die nach Nierentransplantation eine immunsuppres-
sive Therapie bendtigten (30). In einer Studie von Blair et al. aus dem Jahr 2010 konn-
ten CD19+CD24+CD38+ B-Zellen als Untergruppe mit vermehrter IL-10-Produktion
nach Stimulation mit CD40 identifiziert werden (21). Zudem konnte in Co-Kulturen mit
CD4+ T-Zellen ein suppressiver Effekt mit Hemmung der Ausschuttung proinflammato-
rischer Zytokine wie TNFa und IFNy durch diese T-Zellen verzeichnet werden (21). In
einer anderen Studie konnten CD9, CD38 und CD39 als wichtige Oberflachenmarker
nach Stimulation auf IL-10-produzierenden B-Zellen beobachtet werden (17). Eine wei-
tere Arbeitsgruppe identifizierte wiederum CD24+CD27+ Bieg als IL-10-produzierend,
woruber diese dazu in der Lage waren die TNFa Ausschuttung durch Monozyten zu

hemmen (24). Eine genauere Untersuchung der Oberflachenmarker zeigte eine ver-



starkte Expression von CD19, CD24, CD27, IgM und CD25, wobei sich nach Stimula-
tion ebenfalls eine erhdhte Dichte von CD1d, CD20, CD21, CD23 und CD38 ergab
(24). Die starkste B10 Zell-Differenzierung konnte in dieser Studie mit dualer Stimula-
tion Uber CD40 und TLR9 Stimulation erreicht werden (24). Von einer weiteren Arbeits-
gruppe wurde eine CD19+CD5+CD1d+ Breg Subpopulation aus dem peripheren Blut
bei gesunden Menschen isoliert. Hier zeigte sich ein Mittelwert fir gesunde Menschen
bei 33,34 % der Gesamt-B-Zellen. Diese Zellpopulation wurde hier als IL-10- und TGF-
B-produzierend identifiziert (31).

Ein weiterer beschriebener Mechanismus ist die Stimulation mit IL-21, welche bei hu-
manen B-Zellen dazu fihren kann, dass die proapoptotische Serinprotease Granzym
B, die auch durch Teq zur Regulierung von Immunantworten verwendet wird, ausge-
schittet wird (32, 33). Eine Studie aus dem Jahr 2013 zeigt, dass Uber diesen Mecha-
nismus mit zusatzlicher Stimulierung dber TLR9 beim Menschen Bg induziert werden,
die so CD4+ T-Zellen hemmen kdnnen (34). Die hier untersuchte Brg-Zellpopulation
zeigte unter anderem eine Hochregulation von CD1d, IgM und CD86 (34). Auch eine
weitere Studie aus dem Jahr 2012 zeigt eine Beteiligung von IL-21 an der Bg-Differen-
zierung, wobei hier eine Entstehung von IL-10-produzierenden B, festgestellt wurde
(35). Dies suggeriert, dass IL-21 ebenfalls ein wichtiges Zytokin fir die Entstehung re-

gulatorischer B-Zellen darstellt.

Die Arbeitsgruppe um Chien-Hui et al. fand 2017, dass regulatorische B-Zellen auch
ohne IL-10 Uber direkten Zellkontakt zur Differenzierung einer T.g-Population flihren
kdénnen (36).

Auch IL-35 spielt eine wichtige Rolle fir die Funktion von Breg. Die Arbeitsgruppe um
Wang et al. konnte 2014 zeigen, dass IL-35 im Mausmodell zu einer Hemmung von B-
und T-Zellen sowie zu einer deutlichen Zunahme der IL-35-produzierenden B-Zell-Po-
pulation (von 7,8 % auf 35,3 %) flhrt (37). 17,8 % dieser Zellen waren zusétzlich dazu
in der Lage IL-10 zu produzieren (37). Eine andere Arbeitsgruppe konnte ebenfalls zei-
gen, dass IL-35-produzierende B-Zellen wichtige Regulatoren des Immunsystems sind
(38). Durch Stimulation mit TLR4 und CD40 im Mausmodell sezernierten B-Zellen IL-
35 und wirkten hemmend bei experimenteller Autoimmunenzephalitis (38). Die héchste
MRNA-Konzentration fur IL-10 und Ebi3 (eine Untereinheit von IL-35) konnte in dieser
Studie bei CD138+ B-Zellen festgestellt werden (38).



Eine andere Beg-Population wurde von der Arbeitsgruppe Figueir6 et al. Gber die ver-
mehrte Expression von CD39 und CD73 definiert (39). Diese in vitro aktivierten Bieg
wiesen eine hohe Ausschittung bzw. Bildung von 5-AMP (Adenosinmonophosphat)
und Adenosin sowie von IL-10 auf und konnten in Co-Kulturen die T-Zell Proliferation
hemmen (39). Eine weitere Studie zeigte, dass B-Zellen, die flir mehrere Tage Uber
CD40 und IL-4 stimuliert wurden, CD39 hochregulierten und die Produktion von 5°-
AMP, Adenosin und Inosin erhéhten, wodurch sie auf T-Zellen supprimierend wirkten
(40). Die untersuchten B-Zellen konnten hier in Anwesenheit von ATP (Adeno-
sintriphosphat) sogar mehr Adenosin produzieren, als Trg4 (40). Die Rolle der Adenosi-
nentstehung fur die immunsuppressive Funktion von T.eqg wurde bereits in anderen Stu-
dien festgestellt (41). Treg zeigen beispielsweise eine erhdhte Expression von CD39
und CD73 auf Mausen, und CD39-negative Trg waren um 50-60 % weniger effektiv in
der Hemmung der T-Effektorzellen (41). Die Bedeutung von Adenosin im menschlichen

Immunsystem wird unter Punkt 1.3 genauer beschrieben.

Insgesamt werden in der Literatur demnach viele unterschiedliche Wirkmechanismen
und Stimulationsmechanismen von Brg erwahnt. Eine zusammenfassende Darstellung

der wichtigsten erwahnten Mechanismen findet sich in Abb. 1.
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Abb. 1: Schematische Darstellung bisher untersuchter Wirkmechanismen und Stimulationsmecha-
nismen regulatorischer B-Zellen



Griine Pfeile stellen eine stimulierende Wirkung, wihrend rote Pfeile eine inhibierende Wirkung auf die
Zielzelle darstellen. IL = Interleukin, CD = cluster of differentiation, DC = Dendritische Zelle, By, = re-
gulatorische B-Zelle, Trs = regulatorische T-Zelle, IL21-R = IL-21-Rezeptor, BCR = B-Zell-Rezeptor,
TCR = T-Zell-Rezeptor, TLR = Toll-like-receptor, TGF = transforming growth factor, ATP = Adeno-
sintriphosphat, MHC = major histocompatibility complex

Es gibt bisher insgesamt nur wenige Studien, die sich mit Breg bei SLE im Menschen
auseinandergesetzt haben. In einer Studie der Arbeitsgruppe um Blair et al. zeigte sich
der prozentuale Anteil CD19+CD38+CD24+ B,eg bei SLE-Patienten im Vergleich zu ge-
sunden Probanden erh6ht und die immunregulatorische Funktion dieser Breg bei SLE-
Patienten tendenziell vermindert (21). Der hier festgestellte erhéhte Anteil regulatori-
scher B-Zellen bei SLE-Patienten konnte bei gleich definierter Population durch weitere
Studien bestatigt werden (42, 43), wahrend durch eine andere Arbeitsgruppe wiederum
keine Unterschiede beobachtet werden konnten (44). In einer weiteren Studie, in der
CD19+CD5+ und CD19+CD5+CD1d+ B-Zellen als Beg definiert wurden, zeigten sich
bei SLE-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden verminderte Zellzahlen (45).
Zudem konnte hier nach Therapie ein Anstieg der Beg-Zahlen verzeichnet werden, so-
dass ein Zusammenhang zwischen SLE und verminderten Beg-Konzentrationen ver-
mutet wurde (45). Zudem konnte eine andere Arbeitsgruppe ebenfalls einen geringeren
Anteil IL-35+, IL-10+ und CD5+ By innerhalb der CD19+ B-Zellen von SLE-Patienten
im Vergleich zu gesunden Probanden feststellen (46). Darlber hinaus zeigte sich die
Plasmakonzentration von IL-35 bei SLE-Patienten erniedrigt (46). Hier konnte eine in-
verse Korrelation zwischen IL-10- und IL-35-Spiegel bzw. Prozentzahl der entspre-
chenden Breg und der Krankheitsaktivitat beobachtet werden, was ebenfalls auf eine
pathogenetische Rolle der verminderten Bg-Zellzahl hindeutet (46). Aufgrund geringer
Studienzahlen und stark variierender Studiendesigns, wird die Verteilung und Funktion

regulatorischer B-Zellen im systemischen Lupus Erythematodes weiterhin erforscht.

1.2.5 Der Oberflachenmarker CD11c

CD11c ist allgemein als Marker fur dendritische Zellen bekannt. Zuséatzlich wurde seine

Expression jedoch auch auf Makrophagen, NK-Zellen, T-Zellen und B-Zellen beschrie-
ben (47). Die Funktion von CD11c in vivo wird weiterhin untersucht (47). Im Zusam-
menhang mit B-Zellen ist der Oberflachenmarker bisher nur in geringem Mal3e er-
forscht. CD11c konnte zwar in einer Studie auch auf IL-10-produzierenden B-Zellen
identifiziert werden (17), insgesamt deutet die Studienlage jedoch auf eine pathogene
Rolle von CD11c+ B Zellen in Autoimmunerkrankungen hin (48-51). So wurden bei-
spielsweise in Studien an Mausen CD11c+ B-Zellen als antikdrperproduzierende Zel-

len identifiziert (49, 52). In einer weiteren Studie zeigten sich CD11c+ B Zellen zwar
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nur in sehr geringen Konzentrationen im peripheren Blut, waren bei Patienten mit Auto-
immunerkrankungen jedoch vermehrt zu finden (48). CD11c+ B-Zellen scheinen in Au-
toimmunerkrankungen mit erhdhten Antikérper-Titern zu korrelieren bzw. eine erhdhte
Fahigkeit zu besitzen zu antikérperproduzierenden Zellen zu differenzieren (50, 51).
Zudem konnte in einer Studie an SLE-Patienten ein Zusammenhang mit der Krank-
heitsaktivitdt nachgewiesen werden (50). Als méglicherweise im Rahmen von thera-
peutischen Interventionen interessanter Oberflachenmarker sollte in dieser Arbeit die

Expression von CD11c auf Brg ebenfalls genauer untersucht werden.

1.2.6 Wichtige Zytokine des Immunsystems

Zytokine sind kleine Proteine, die dem Zusammenspiel zwischen angeborenem und
adaptivem Immunsystem dienen, als Antwort auf einen aktivierenden Reiz von ver-
schiedenen Kérperzellen ausgeschittet werden kénnen und ihre Botschaft Gber ent-
sprechende Rezeptoren auf der jeweiligen Zielzelle vermitteln. Insgesamt gibt es tber
60 verschiedene Zytokine, die anhand ihrer Struktur in verschiedene Familien eingeteilt
werden kénnen. Hierzu gehoren die Interleukine, Tumornekrosefaktoren, Wachstums-
und Differenzierungsfaktoren sowie Interferone (6, 10). Im Folgenden sind diejenigen
Zytokine bzw. Zytokinrezeptoren genauer aufgefuhrt, die im Zusammenhang mit Breg

eine Rolle spielen und in dieser Arbeit untersucht wurden.

1.2.6.1 IL-10

IL-10 ist im Menschen ein homodimeres Zytokin, das iber seinen spezifischen Oberfla-
chenrezeptorkomplex, der auf vielen Zellen, insbesondere Immunzellen, exprimiert
wird, seine Wirkung entfaltet (53-55). Es wird von den meisten Leukozyten wie bei-
spielsweise Makrophagen, B-Zellen, T-Zellen und dendritischen Zellen produziert, ist
vor allem fUr seine immunregulatorischen Funktionen bekannt, kann jedoch auch proin-
flammatorische Wirkungen austiben (6, 27, 53, 56-58). Bereits im Jahre 1989, damals
CSIF (cytokine synthesis inhibitory factor) genannt, konnte gezeigt werden, dass es
von Tw2-Zellen produziert wird, und die Zytokinausschuttung von IFNy und anderen
proinflammatorischen Zytokinen durch Ty1-Zellen hemmt (55, 56, 59). Die biologischen
Effekte von IL-10 wurden in den letzten Jahren ausgiebig untersucht, sind aber weiter-
hin nicht vollstandig geklart. Nach aktuellem Wissensstand sind hauptsachlich Monozy-
ten und Makrophagen Zielzellen der inhibitorischen Effekte von IL-10 (53). So konnte
beispielsweise in mehreren Studien gezeigt werden, dass IL-10 die Ausschittung von
TNFa, IL-1 und IL-6 durch Monozyten hemmt (60, 61). Generell ist IL-10 dazu in der
Lage die Ausschuittung proinflammatorischer Zytokine durch antigenprasentierende

Zellen sowie deren Expression ihrer MHC-Molekile zu hemmen (6, 56, 60—62). An
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PBMC konnte gezeigt werden, dass IL-10 die Ausschittung von IL-12 und IFNy hem-
men kann (63). Zudem inhibiert es die Produktion der Zytokine IL-12 und IL-23, welche
der Differenzierung von T-Zellen zu Ty1- und Ty17-Zellen dienen, die wiederum Makro-
phagen aktivieren bzw. B-Zellen zur Antikérperproduktion anregen kdnnen (6, 56, 64,
65). Daruber hinaus spielt IL-10 eine Rolle in der Differenzierung von T-Zellen zu Treg,
welche im Darm die Hauptquelle des Zytokins darstellen, und kann wiederum durch
diese auch produziert werden (6, 66, 67). Jedoch kann IL-10 auch B-Zellen zur Antikor-
perproduktion stimulieren (62, 68, 69). Es ist im Rahmen von Autoimmunerkrankungen
allgemein aufgrund seiner Rolle als immunregulatorisches Zytokin von Bedeutung (27,
56). Am Beispiel der rheumatoiden Arthritis im Mausmodell konnte dem von B-Zellen
ausgeschutteten IL-10 beispielsweise eine entziindungshemmende Wirkung zuge-
schrieben werden (27). Aulerdem konnte beobachtet werden, dass IL-10-defiziente
Mé&use eine Form der chronischen Enterokolitis mit einer vermehrten Anzahl von IgA-
und IgG-produzierenden Plasmazellen entwickeln (70, 71). Beim SLE konnten im
Mausmodell ebenfalls immunsuppressive Effekte von IL-10 mit einer verminderten Ent-
stehung von Autoantikdrpern und einer verminderten Nierenbeteiligung festgestellt
werden (72, 73). Jedoch gibt es zunehmend Hinweise darauf, dass das Zytokin bei
SLE auch krankheitsfordernd wirken kann (71, 74, 75). So wurden in einigen Studien
an SLE-Patienten erhohte IL-10 Serumkonzentrationen festgestellt, welche mit der

Krankheitsaktivitat bzw. mit erhdhten Antikérperspiegeln korrelierten (74, 75).

1.2.6.2 TGF-

TGF-p ist ein wichtiges immunregulatorisches Zytokin, das bei Sdugetieren in den drei
verschiedenen Isoformen TGF-B1, TGF-B2 und TGF-B3 vorzufinden ist (11, 76-81). Es
gehdrt zu den starksten proliferationsinhibierenden Zytokinen und reguliert die Genex-
pression verschiedener Proteine, wobei es seine Wirkung Uber die Bindung an den tet-
rameren TGF-B3-Rezeptorkomplex entfaltet und je nach Kontext und Vorhandensein
anderer Faktoren, wie beispielsweise anderer Zytokine, unterschiedliche Funktionen
ausgeUlbt werden kénnen (79, 81). Neben seiner proliferationsinhibierenden Funktion,
kann TGF-( in einigen Situationen die Zellproliferation férdern, was unter anderem an
seinen Funktionen in der Wundheilung und in der Differenzierung von mesenchymalen
Stammzellen erkennbar ist (14, 79, 82, 83). TGF-B1 ist im Rahmen von Autoimmuner-
krankungen besonders relevant, dient Differenzierung und Regulierung von T-Zellen
und scheint sowohl qualitativ als auch quantitativ die wichtigste Isoform des Zytokins
zu sein (79-81, 84—-86). So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass genmanipu-

lierte Mause, die kein TGF-B1 produzieren kénnen, bereits in ihrem ersten Lebensmo-
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nat UberschielRende Immunreaktionen mit Organversagen entwickeln und daran ver-
sterben (80). AulRerdem konnte gezeigt werden, dass TGF-f die Bildung autoreaktiver
B-Zellen sowie die IL-2-abhangige T-Zell-Proliferation hemmen kann (87, 88). Man
stellte zudem auch eine immunregulatorische Wirkung an NK-Zellen und dendritischen
Zellen fest. TGF-B-resistente NK-Zellen produzieren vermehrt IFNy, und Knockout-
Mause, die keinen TGF-B-Rezeptor auf dendritischen Zellen exprimieren kénnen, ster-
ben innerhalb von 15 Wochen aufgrund von Autoimmunreaktionen, die zu multiplen Or-
ganschaden fuhren (81, 89, 90). Bei chronischen Infektionen fliihrt TGF- durch die
Hochregulation proapoptotischer Proteine zur Apoptose von CD8+ T-Zellen (81, 91).
Besonders wichtig ist TGF-3 auch fir die Entstehung von T (6, 66, 81, 88, 92, 93).
Naive T-Zellen entwickeln sich unter dem Einfluss von TGF- und anderen proinflamm-
atorischen Zytokinen zu T.eg 0der Tu17-Zellen, wobei die Entstehung von Tu1 und Tw2-
Zellen gehemmt wird (6, 81, 93). Gibt es keine Pathogene und somit weniger IL-6 wird
die Entwicklung zu Ty begunstigt, ansonsten wird gemeinsam mit IL-6 die Entstehung
der proinflammatorisch wirkenden Ty17 Zellen induziert (6, 94). TGF- wird zudem von
Treg selbst sezerniert und wirkt somit autokrin (6, 66, 93). Aufgrund der dargelegten ins-
gesamt Uberwiegend antiinflammatorisch wirkenden Eigenschaften von TGF-p, ist

seine Untersuchung im Zusammenhang mit Brg und SLE von Interesse.

1.2.6.3 IL-35

Beim IL-35 handelt es sich um ein heterodimeres Zytokin aus der IL-12-Familie, wel-
ches aus einer IL-12a-und einer Ebi3-Untereinheit besteht, hauptsachlich von regulato-
rischen T-Zellen, aber auch von dendritischen Zellen und regulatorischen B-Zellen ge-
bildet wird und insgesamt eine immunsuppressive Funktion hat (6, 37, 38, 67, 95, 96).
Seine immunsuppressive Wirkung konnte in verschiedenen Studien an Maus und
Mensch nachgewiesen werden. In einer Studie an diabetischen Mausen beispielsweise
wirkte IL-35 protektiv gegen Autoimmundiabetes (97). Der Transfer von IL-35-produzie-
renden dendritischen Zellen wirkt immunsuppressiv, hemmt CD4+ und CD8+ T-Zellen
und kann experimentelle Autoimmunenzephalitis in Mausen hemmen (96), wahrend
eine Hinzugabe von IL-35-defizienten T.g am Colitismodell bei Mausen, die sich nor-
malerweise nach Hinzugabe von T4 von der Krankheit erholen, kaum Effekte zeigt
(95). Eine weitere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass humanes IL-35 insgesamt die
Proliferation von CD4+ T-Zellen hemmt und zur Differenzierung von T-Zellen zu einer
IL-35-produzierenden Ty Subpopulation fuhrt (66). Die immunregulatorischen Funktio-
nen von |IL-35 im Zusammenhang mit Breg wurden bereits unter Punkt 1.2.4 beschrie-
ben. Interessanterweise ist die Anzahl an IL-12a und Ebi3 Transkripten insgesamt

niedrig, wenn die Immunzellen vorher nicht entsprechend stimuliert wurden (98). Uber
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die Untersuchung der IL-12a und Ebi3 mRNA-Expression konnte jedoch gezeigt wer-
den, dass IL-35 bei Entziindungsreaktionen, z. B. nach Reaktion auf TNFa oder IFNy,
hochreguliert werden kann (99). Aufgrund seiner immunsuppressiven Funktion ist IL-35

im Zusammenhang mit SLE von Bedeutung.

1.2.6.4 IL-21 und der IL-21-Rezeptor

IL-21 gehort zu einer Familie von Zytokinen, die an eine gemeinsame y-Kette sowie an

einen eigenen Rezeptor binden, der sich IL-21R (IL-21 Rezeptor) nennt (100). Seine
Hauptfunktion besteht in der Regulierung der T-Zell-abhangigen B-Zell-Aktivierung
(101). Es wird von CD4+ T-Zellen produziert und dient dazu die Proliferation von B-, T-
und NK-Zellen zu induzieren sowie Uber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
STATS3 die Differenzierung von B-Zellen und deren Entwicklung zu Plasmazellen und
Gedachtniszellen zu férdern, wodurch es auch zur humoralen Immunantwort beitragt
(6, 35, 101-103). Es wurde jedoch auch eine proapoptotische Wirkung von IL-21 an B-
Zellen beschrieben (104). Der IL-21R wird beim Menschen nur von lymphatischem Ge-
webe und Zellen wie Milz, Thymus, Lymphknoten und den Lymphozyten exprimiert
(102, 105). In Bezug auf Entwicklung und Fortschreiten von Autoimmunerkrankungen
wird IL-21 aufgrund seiner Rolle in der Plasmazelldifferenzierung insgesamt als patho-
gen gewertet (106, 107), wobei es auch Studien gibt, die zeigen, dass die Stimulation
mit IL-21 zur Entwicklung regulatorischer B-Zellen fihren kann (34, 35). Letzteres
wurde in Abschnitt 1.2.4 bereits beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass die Blo-
ckade des IL-21 Signalwegs mit entsprechenden Antikdrpern eine therapeutische Rolle
spielt und die Symptome von Autoimmunerkrankungen hemmt, sowie die Prognose
verbessert (107), sodass eine genauere Untersuchung der Verteilung des IL-21R beim

Lupus auch in diesem Zusammenhang von Interesse ist.

1.2.6.5 TNFa und die TNFa-Rezeptoren

TNFa ist ein wichtiges multifunktionelles Zytokin, das Uberwiegend pro-inflammato-

risch, aber auch anti-inflammatorisch wirken kann (108-111). Eine seiner wichtigsten
Funktionen fir den Korper ist die Verteidigung gegen Krankheitserreger (112). Hierbei
sind TNFa und der TNFR1 beispielsweise in der Entwicklung der lymphatischen Or-
gane bei der Entwicklung von follikularen dendritischen Zellen von Bedeutung (6). Die
Hauptproduzenten von TNFa sind bei entzindlichen Erkrankungen zwar Monozyten,
Makrophagen und aktivierte T-Zellen, es kann aber von vielen weiteren Zellen, wie
auch B-Zellen, NK-Zellen, Mastzellen, neutrophilen Granulozyten, Fibroblasten usw.
produziert werden (111, 112). Zunachst liegt das Protein in der membrangebundenen
Form vor, wo es dann durch Metalloproteinasen abgespalten werden und als I6sliches

TNFa in den Extrazellularraum freigesetzt werden kann (112). TNFa kann Uber seine
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zwei verschiedenen Rezeptoren TNFR1 (auch p55TNFR genannt) und TNFR2 (auch
p75TNFR genannt) Signale fir Zellwachstum und -differenzierung, aber auch Signale,
die zur Apoptose flihren, Ubermitteln (111, 113-115). TNFR1 wird sowohl von Immun-
zellen, als auch von Nicht-Immunzellen exprimiert (6). Unter anderem Uber seine Wir-
kung an Zellen des Immunsystems spielt es eine wichtige Rolle bei der Orchestrierung
der Immunreaktion (111). Studien mit Rezeptor-Knockout-Mausen haben gezeigt, dass
Uber TNFR1 eher zytotoxische und proinflammatorische Signale Gbermittelt werden,
wahrend Uber TNFR2 die Zellaktivierung und -proliferation ausgelost wird, wobei die
Signalwege noch nicht vollstandig verstanden sind (112, 115). An menschlichen Zellen
konnte in vitro gezeigt werden, dass der TNFa-induzierte Zelltod zwar durch anti-
TNFR1-Antikorper, nicht aber durch anti-TNFR2-Antikbrper gehemmt wird (114), so-
dass TNFa wohl hauptsachlich Gber TNFR1 apoptotisch zu wirken scheint. TNFR2 hat
zudem im Vergleich zu TNFR1 keine Todesdomane an der intrazellularen Region
(116). In einer Studie zu Treg am Mausmodell wurde mit rekombinantem TNFa Uber
TNFR2 die Teg-Differenzierung geférdert, wahrend TNFR1 die Differenzierung proin-
flammatorischer T-Zellen stimulierte (110). Uber TNFR1 kann je nach Bedingung ent-
weder Uber die Bindung des Fas-assoziierten DD-Proteins (FADD) und die Aktivierung
von Caspase 8 die Apoptose oder Nekroptose induziert werden, oder aber auch Uber
den NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated b cells)-Signalweg
die Produktion antiapoptotischer Proteine geférdert werden, wobei es hier nach Bin-
dung an den Rezeptor weitere komplizierte Regulationsmechanismen zu geben scheint
(112, 115-117). Dass TNFR1 auf B-Zellen exprimiert wird, konnte bereits in mehreren
Studien gezeigt werden (118-120). Zudem weil3 man, dass TNFa zur Proliferation und
Differenzierung von B-Zellen sowie deren IgG-Produktion fihrt, was wiederum durch
anti-TNFa-Antikdrper gehemmt werden kann (120—-124). Eine Aktivierung von B-Zellen
kann zudem zu einer TNFa-Ausschuittung durch diese selbst fuhren (121, 122).

Bei SLE-Patienten wurden erhdhte TNFa-Spiegel im Blutplasma im Vergleich zu ge-
sunden Probanden festgestellt (46). Die Rolle von TNFa bei SLE ist jedoch weiterhin
nicht vollstandig geklart (125).

1.3 Die Rolle von Adenosin

Das Purinnukleosid Adenosin ist ubiquitéar vorhanden und hat wichtige Funktionen im
Energiehaushalt des Korpers sowie in der Regulierung von Gewebefunktionen, insbe-
sondere bei erhdhtem Energiebedarf (126—128). Es spielt eine Rolle in vielen Berei-
chen des menschlichen Korpers, wie z. B. im kardiovaskularen System, Nervensystem
und Immunsystem (127, 129). Seine Konzentration im Extrazellularraum liegt normaler-

weise bei etwa 30-300 nM (127). Diese hangt von der Ausschittung aus Zellen und
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dem Abbau des Botenstoffes ATP Uber Ektonukleotidasen ab (127, 130, 131). Die
wichtigsten Faktoren in der Metabolisierung von ATP sind die an der Zelloberflache
vorhandenen Enzyme CD39 (Ekto-Nukleosidtriphosphat-Diphosphohydrolase 1 oder
kurz E-NTPDase 1), das dazu dient ATP zu ADP (Adenosindiphosphat) und anschlie-
Rend zu AMP umzuwandeln, sowie das CD73 (Ekto-5'-Nukleotidase), welches das ent-
standene AMP zu Adenosin dephosphoryliert (132). In gesundem Gewebe sind die A-
denosinspiegel niedrig, wahrend unter pathophysiologischen Bedingungen, wie bei-
spielsweise bei Gewebehypoxie wahrend Entziindungsreaktionen, vermehrt ATP vor-
handen ist, sodass vermehrt Adenosin Uber den Abbau von ATP entsteht und dadurch
seine Extrazellularspiegel ansteigen (127, 128, 132, 133). Adenosin weist einen insge-
samt antiinflammatorischen Effekt auf (132). Wenn sich das Gleichgewicht verschiebt,
kommen entsprechende bidirektionale Adenosintransporter zum Einsatz, die das Ade-
nosin nach Intra- oder Extrazellular transportieren kénnen, um das Gleichgewicht wie-
derherzustellen (126, 127, 130). Das intrazellular vorhandene Adenosin kann entweder
Uber die Adenosinkinase (AK) zu AMP phosphoryliert werden, um dann zu ATP umge-
wandelt zu werden, das dann beispielsweise flr die Zellmotilitat oder aktive zellulare
Transportmechanismen von Bedeutung ist, oder tber die Adenosindesaminase (ADA),
die es sowohl intra- als auch extrazellular gibt, zu Inosin deaminiert werden (129, 134—
136).

Das extrazelluldare Adenosin wirkt Uber seine vier verschiedenen G-Protein gekoppel-
ten Rezeptoren, die aus sieben Transmembrandomanen bestehen und fast auf jeder
Koérperzelle exprimiert werden, den A1-Rezeptor (A1R), A2A-Rezeptor (A2AR), A2B-
Rezeptor (A2BR) und den A3-Rezeptor (A3R) (126, 128, 133). Die Rezeptoren unter-
scheiden sich in ihrer Affinitat flir Adenosin sowie in ihren Funktionen bzw. in der Art
von G-Proteinen, die sie rekrutieren, und somit im weiteren Signalweg, der an der Ziel-
zelle ausgeldst wird (126, 128). Hierbei wirken A1R und A3R hemmend auf die Ade-
nylatzyklase-Aktivitat, wahrend diese uber A2AR und A2BR stimuliert wird, wodurch
vermehrt cAMP entsteht (126, 128). Fur die Wirkung des Adenosins spielen sowohl die

Rezeptordichte als auch die Funktionalitdt der Rezeptoren eine Rolle (133).

Der A1R ist ein Gio-Protein-gekoppelter Rezeptor und kann sowohl proinflammatori-
sche als auch antiinflammatorische Wirkungen auf Immunzellen haben (136). In einer
Studie an Mausen konnte gezeigt werden, dass die altersassoziierte Zunahme proin-
flammatorischer Zytokine wie TNFa und IL-6 bei A1R-positiven Mdusen im Vergleich
zu A1R-knockout Mausen statistisch signifikant erhdht waren (137, 138), sodass hier
eine tendenziell proinflammatorische Wirkung postuliert wurde. Im Gegensatz hierzu

konnte in einer anderen an Mausen durchgefiihrten Studie, die sich mit experimenteller
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allergischer Enzephalomyelitis befasste, bei A1R-negativen Mausen eine verstarkte

Symptomatik und erhéhte Makrophagenaktivitat festgestellt werden (139).

Uber die beiden Gs-Protein-gekoppelten Rezeptoren A2AR und A2BR kommt es unter
anderem uber Aktivierung der Adenylatzyklase zur Erhdhung der intrazellularen cAMP-
Konzentration und Aktivierung der PKA (Proteinkinase A), wobei es auch Unterschiede
zwischen den zwei Rezeptoren in den weitergegebenen Signalen gibt (127, 140). Die
Aktivierung von ERK1/2 (extracellular regulated kinases 1/2) verlauft beispielsweise
beim A2BR im Gegensatz zum A2AR unabhangig von der PKA (141). Der A2AR
scheint derjenige zu sein, der die Lymphozytenfunktion am starksten beeinflusst (142).
Es konnte in einer Studie an Mausen bei Kollagen-induzierter Arthritis Gber einen
A2AR-Agonisten die Symptomatik verbessert werden sowie die Plasmaspiegel proin-
flammatorischer Zytokine, wie u.a. IL-6 und TNFa, reduziert werden (143). Auch bei
SLE-Patienten konnte Uber eine A2AR-Aktivierung eine verminderte Ausschuttung pro-
inflammatorischer Zytokine beobachtet werden (144). Beim A2BR konnten sowohl pro-
als auch antiinflammatorische Wirkungen festgestellt werden (136). Am Beispiel che-
misch induzierter Colitis bei Mausen konnte in einer Studie gezeigt werden, dass sich
A2BR-Agonisten protektiv auf Gewebeschaden im distalen Colon auswirken (136,
145), wahrend eine andere Studie eine verminderte Krankheitsaktivitat bei Mausen
ohne A2BR feststellte und hier somit eine proinflammatorische Rolle des A2BR vermu-
tet wurde (146).

Auf den A3R und seine Signalwege soll im Folgenden aufgrund seiner Relevanz fur

diese Arbeit genauer eingegangen werden.

1.3.1 Der A3-Adenosinrezeptor

Der A3R als G-Protein gekoppelter Rezeptor ist, wie alle Adenosinrezeptoren, durch
sieben Transmembrandomanen und eine intrazellulare C-terminale Region charakteri-
siert (147, 148). Seine Stimulation fihrt zu Aktivierung von Gi,-Proteinen und G4-Prote-
inen, wodurch es zur Regulierung verschiedener intrazellularer Signalwege kommt
(136, 149, 150). Uber die bereits erwahnte Hemmung der Adenylatzyklase und der dar-
aus resultierenden sinkenden cAMP-Spiegel kommt es zur Herunterregulation der PKA
(136, 148, 150, 151). Da es hierdurch zu einer Hemmung der PKB (Proteinkinase B)
kommt, wird hieriber der NF-kB-Signalweg ebenfalls herunterreguliert (150, 152—154).
Dies wurde beispielsweise am Modell von Ratten mit rheumatoider Arthritis gezeigt, in
denen zusatzlich eine erhohte Expression des proapoptotischen Proteins Caspase-3
und eine verminderte TNFa-Konzentration festgestellt werden konnte (150, 153). NF-

KB ist ein wichtiger proinflammatorisch wirkender Tranksriptionsfaktor (155, 156). So
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konnte bei rheumatoider Arthritis durch eine Hemmung der Bindung von NF-kB an die
DNA auch eine Verminderung der Chemokinausschuttung und Gelenkszerstérung beo-
bachtet werden (156). Abgesehen von diesem Signalweg kann die G4-Protein-gekop-
pelte Aktivierung der PLC (Phospholipase C) stattfinden, wodurch es zur Erhéhung der
Calciumspiegel mit Aktivierung der PKC (Proteinkinase C) kommt (136, 157, 158). Dar-
Uber hinaus stellte man fest, dass es Uber eine Stimulierung des A3R zur Phosphory-
lierung von ERK1/2 kommt, welche zu den MAPK (mitogen-activated protein kinases)
gehoren, wodurch ebenfalls Zellproliferation, Zelldifferenzierung und das Uberleben der
Zelle reguliert werden koénnen (136, 159, 160). Die verschiedenen Mechanismen sind

in Abb. 2 resiimierend dargestellt.

Extrazellular ATP ADP AMP Adenosin % Inosin

lI/Adenosin \j \j\j Adenosin
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Abb. 2: Schematische zusammenfassende Darstellung des Adenosinmetabolismus, sowie der Signal-
transduktion iiber den A3-Adenosinrezeptor (A3R)

Dargestellt ist der Abbau von Adenosintriphosphat (ATP) zu Adenosindiphosphat (ADP) und Adenosin-
monophosphat (AMP) iiber das CD39 (Ekto-Nukleosidtriphosphat-Diphosphohydrolase 1) und die an-
schlieBende Dephosphorylierung zu Adenosin iiber das CD73 (Ekto-5'-Nukleotidase). Zudem sind die
Umwandlung zu Inosin iiber die Adenosindesaminase (ADA) und die iiber die Adenosinkinase (AK)
stattfindende intrazellulire Umwandlung von Adenosin zu AMP nach Aufnahme {iber den Adenosin-
transporter dargestellt. Der A3R mit seiner Signaltransduktion iiber das Gi/o-Protein und Gq-Protein ist
ebenfalls schematisch dargestellt. PLC = Phospholipase C, Ca** = Calcium, PKC = Proteinkinase C,
ERK1/2 = extracellular regulated kinases 2, AC = Adenylatzyklase, cAMP = zyklisches AMP, PKA =
Proteinkinase A, PKB = Proteinkinase B, NF-«kB = nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of acti-
vated B cells. Teile der Abbildung wurden unter Benutzung von Servier Medical Art erstellt. Servier
Medical Art von Servier ist unter “Creative Commons Attribution 3.0 Unported License” lizenziert
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/)

Der A3R wird auf den verschiedensten Zellen des Immunsystems, wie neutrophilen
und eosinophilen Granulozyten, Lymphozyten und Makrophagen exprimiert (136, 151,
161). Die Effekte, welche Uber den A3R im Rahmen der Immunantwort ausgeldst wer-

den, sind vielseitig. Es wurde beispielsweise festgestellt, dass Adenosin Uber den A3R

18



verstarkend auf die Migration neutrophiler Granulozyten wirkt (162, 163), und es auch
eine Rolle bei der Chemotaxis von dendritischen Zellen spielt (140). Im Mausmodell
sah man, dass A3R-Agonisten die IL-10-Produktion erhéhen und zugleich die Aus-
schittung proinflammatorischer Zytokine wie IL-12 und IFNy hemmen kénnen (164).
Zudem konnte ebenfalls am Mausmodell gezeigt werden, dass Uber Aktivierung des
A3R die TNFa-Produktion an Mikrogliazellen gehemmt werden kann (154). Der A3R ist
fur Therapieentwicklungen besonders interessant, da er in Tumorzellen und auch bei
inflammatorischen Prozessen Uberexprimiert wird, sodass aktuell verschiedene A3R-
Agonisten fur therapeutische Zwecke erforscht werden (128, 162). In Studien an rheu-
matoider Arthritis konnte Uber A3R-Agonisten eine Verbesserung der klinischen Symp-
tomatik erreicht werden (153, 165). Auch bei Colitis ulcerosa zeigte sich eine protektive
Wirkung von A3R-Agonisten im Mausmodell mit Verbesserung der klinischen Sympto-
matik und Hemmung proinflammatorischer Zytokine, wie beispielsweise IL-1, IL-6 und
IL-12 (166). Beim systemischen Lupus Erythematodes sowie auf B-Zellen allgemein ist

der A3R jedoch noch weitgehend unerforscht.

1.4 Ziele dieser Arbeit

Die Grundlagen zu regulatorischen B-Zellen mit ihren verschiedenen Mechanismen

und unterschiedlich definierten Populationen, sowie die Funktion der hierbei relevanten
Zytokine, wurden in den vorherigen Abschnitten ausfuhrlich erldutert. Die Ziele dieser
Arbeit kdnnen in drei Bereiche eingeteilt werden. Zunéachst sollen die B-Zellen aus Lu-
puspatienten und gesunden Kontrollen auf méglicherweise bestehende numerische
Unterschiede in definierten Beg-Populationen untersucht werden und anschlief’end mit-
tels quantitativer real time PCR Unterschiede in der mMRNA-Expression der beschriebe-
nen Zytokine herausgearbeitet werden. Im letzten Teil der Arbeit soll dann, nach vorhe-
riger Untersuchung seiner mRNA-Expression, der A3R auf B-Zellen bezlglich seiner
Funktion unter Anwendung von A3R-Agonisten und -Antagonisten in Zellkulturen unter-

sucht werden.

2 Materialien und Methoden

Alle Materialien wurden den Herstellerangaben getreu verwendet.

2.1 Materialien

Bezeichnung Firma Hauptsitz der Firma
BD Vacutainer Safety-Lock BD Franklin Lakes, USA
Blutentnahmeset

BD Vacutainer K2E (EDTA), 10 ml BD Franklin Lakes, USA
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Leucosep TUBE, 50 ml

Greiner Bio-one

Kremsmunster,

Oberdsterreich

Lymphoprep Solution

Axis Shield

Dundee, UK

Cellstar TUBES, 50 ml

Greiner Bio-one

Kremsmiunster,

Oberdsterreich

Cellstar TUBES, 15 ml

Greiner Bio-one

Kremsmiunster,

Oberdsterreich

Ampuwa Spullésung, 1000 ml

Fresenius

Bad Homburg,
Deutschland

Red Blood cell Lysis solution (10 x)

Miltenyi Biotec

Bergisch Gladbach,

Deutschland

autoMACS Running Buffer

Miltenyi Biotec

Bergisch Gladbach,

Deutschland

Glass Pasteur Pipettes BRAND GMBH Wertheim, Deutschland
Safe-lock-Tubes 1,5 mi Eppendorf Hamburg, Deutschland
Safe-lock-Tubes 2 ml Eppendorf Hamburg, Deutschland

Recovery Cell Culture Frezing Medium

Thermo Fisher scientific

Waltham,
Massachusetts, USA

CRYO.S, PP, with screw cap, sterile

Greiner Bio-one

Kremsmiunster,

Oberdsterreich

CoolCell Freezing container

Biocision

Mill Valley, California

Clearly Safe DuraPorter Sample Car-

rier

Heathrow Scientific LLC

Vernon Hills, IL, USA

Tabelle 1: Materialien fiir die Blutabnahme und PBMC-Isolierung

Bezeichnung

Firma

Hauptsitz der Firma

Penicillin/Streptomycin (Pen Strep)

Thermo Fisher Scienti-

fic

Waltham, MA, USA

Fetal Bovine Serum, heat-inactivated

Thermo Fisher Scienti-

fic

Waltham, MA, USA

Insulin solution human [10 mg/ml]

SIGMA-ALDRICH

St. Louis, Missouri,
USA

Pan B Cell Isolation Kit, human

Miltenyi Biotec GmbH

Bergisch Gladbach,

Deutschland

MS Columns Miltenyi Biotec GmbH Bergisch Gladbach,
Deutschland
LS Columns Miltenyi Biotec GmbH Bergisch Gladbach,

Deutschland
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Pre-Separation Filters (30 ym)

Miltenyi Biotec GmbH

Bergisch Gladbach,

Deutschland

96- well Suspension Culture Plate, ster-
ile, U-bottom, with lid

Greiner Bio-one

Kremsmiunster,

Oberosterreich

MACS Quant Running Buffer

Miltenyi Biotec

Bergisch Gladbach,

Deutschland

Propidium lodide Solution

Miltenyi Biotec

Bergisch Gladbach,

Deutschland

ment, HEPES

RPMI 1640 Medium, GlutaMAX Supple-

Thermo Fisher Scienti-

fic

Waltham, MA, USA

Tabelle 2: Materialien fiir die B-Zell Isolierung

Bezeichnung | Klon Konjugat Verdiinnung Hersteller Herstellersitz
CD19 LT19 Vio-Blue 01:11 Miltenyi Biotec | Bergisch Glad-
GmbH bach, Deutsch-

land
CD23 M-L23.4 | FITC 01:11 Miltenyi Biotec | Bergisch Glad-
GmbH bach, Deutsch-

land
Anti-IgM PJ2- PE 01:11 Miltenyi Biotec | Bergisch Glad-
22H3 GmbH bach, Deutsch-

land
CD5 UCHT2 PE-Vio770 01:11 Miltenyi Biotec | Bergisch Glad-
GmbH bach, Deutsch-

land
CD24 32D12 PerCP 01:11 Miltenyi Biotec | Bergisch Glad-
GmbH bach, Deutsch-

land
CD1d 511 APC 01:11 Miltenyi Biotec | Bergisch Glad-
GmbH bach, Deutsch-

land
CD11c MJ4- APCVio770 01:11 Miltenyi Biotec | Bergisch Glad-
27G12 GmbH bach, Deutsch-

land
Mouse 1gG1 I1S5- Vio-Blue 01:11 Miltenyi Biotec | Bergisch Glad-
21F5 GmbH bach, Deutsch-

land
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Mouse 1gG1 IS5- FITC 01:11 Miltenyi Biotec | Bergisch Glad-
21F5 GmbH bach, Deutsch-
land
Mouse 1gG1 I1S5- PE 01:11 Miltenyi Biotec | Bergisch Glad-
21F6 GmbH bach, Deutsch-
land
Mouse 1gG1 I1S5- PerCPVio700 | 01:11 Miltenyi Biotec | Bergisch Glad-
21F7 GmbH bach, Deutsch-
land
Mouse 1IgG2b | S43.10 APC 01:11 Miltenyi Biotec | Bergisch Glad-
GmbH bach, Deutsch-
land
Mouse 1IgG2b | S43.10 APCVio770 01:11 Miltenyi Biotec | Bergisch Glad-
GmbH bach, Deutsch-
land
FcR Blocking - - 01:05 Miltenyi Biotec | Bergisch Glad-
Reagent GmbH bach, Deutsch-
land
Propidium- - - 0,111111111 Miltenyi Biotec | Bergisch Glad-
Jodid GmbH bach, Deutsch-
land

Tabelle 3: Reagenzien fiir die Durchflusszytometrie

Bezeichnung

Hersteller

Herstellersitz

Nuclease-free water

Thermo Fisher scientific

Waltham, Massachus-
etts, USA

2 Mercaptoethanol Merck Darmstadt,
Deutschland
Ethanol for molecular biology Merck Darmstadt,
Deutschland
Sigma Rnase away Roth Karlsruhe,
Deutschland
Buffer RLT Lysis Buffer Qiagen Venlo, Niederlande
QiaShredder Mini Spin Column Qiagen Venlo, Niederlande
Rneasy MinElute Spin Column Qiagen Venlo, Niederlande
Buffer RW1 wash buffer Qiagen Venlo, Niederlande
Rnase-Free Dnase Set Qiagen Venlo, Niederlande
Rnase-Free Dnase Set Qiagen Venlo, Niederlande
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Buffer RPE wash Buffer 11 ml concen- Qiagen Venlo, Niederlande
trate

Collection tubes (2 ml) Qiagen Venlo, Niederlande
Collection tubes (1,5 ml) Qiagen Venlo, Niederlande

Precision wipes

KIMTECH Science

Roswell, USA

Quantitative PCR Human Reference To-
tal RNA, 25 ug

Agilent

Santa Clara, USA

Tube Strips with single flat caps

Nippon Genetics Eu-
rope GMBH

Diren, Deutschland

iScript gDNA Clear cDNA Synthesis Kit

Bio-Rad Laboratories

Hercules, California,
USA

iScript gDNA Clear cDNA Synthesis Kit

Bio-Rad Laboratories

Hercules, California,
USA

iScript gDNA Clear cDNA Synthesis Kit

Bio-Rad Laboratories

Hercules, California,
USA

gPCRBIO SyGreen Mix Hi-ROX

PCR Biosystems

London, UK

Fast Gene Fast 96 well PCR plate

Nippon Genetics Eu-
rope GMBH

Diren, Deutschland

PCR 96 Well rack

SIGMA-ALDRICH

St. Louis, Missouri,
USA

adhesive clear qPCR Seals, sheets 141

x 80 mm

Nippon Genetics Eu-
rope GMBH

Diren, Deutschland

Tabelle 4: Verwendete Materialien bei der RNA-Isolation, cDNA-Synthese und PCR

Primer Sequenz HT Hersteller | Hauptsitz
IL21-Rezeptor, hu- | 5'CGGTTCTTCATGCCCCTGTA3" | 62°C | Eurofins Luxemburg
man forward

IL21-Rezeptor, hu- | 5'GCTGGTTCTTGTAGCTCCGT3' | 62°C | Eurofins Luxemburg
man reverse

TNFalpha 5TGTACCA- 60°C | Eurofins Luxemburg
Rezeptor, forward | AGTGCCACAAAGGAZI'

TNFalpha 5'CTTTCGGCATTTGGAGCAGC3' | 60°C | Eurofins Luxemburg
Rezeptor, reverse

IL-10, forward (3) 5'CGAGATGCCTTCAGCAG3 64°C | Eurofins Luxemburg
IL-10, reverse (3) 5'CGCCTTGATGTCTGGGTCTT3" | 64°C | Eurofins Luxemburg
TGFbeta1, forward | 5TACAGCAACAATTCCTGGCG 3' | 60°C Eurofins Luxemburg
TGFbeta1, reverse | 5’AAGCCCTCAATTTCCCCTCC3' | 60°C | Eurofins Luxemburg
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Interferon alpha 1, | 5’AACATCTGGTCCAACAT- 60 °C | Eurofins Luxemburg
forward GAAAAC3'
Interferon alpha 1, | 5AGTTATAGCAGGGGT- 60 °C | Eurofins Luxemburg
reverse GAGAGTC3'
EBI-3, forward 5'ATCCGTTACAAGCGTCAGGGS3' | 66 °C | Eurofins Luxemburg
EBI-3, reverse 5TCCCCGTAGTCTGTGAGGTC3' | 66 °C | Eurofins Luxemburg
IL-12A, forward 5'GTGTCACCGAGAAGCTGATGS' | 62 °C | Eurofins Luxemburg
IL-12A, reverse 5TTATAATTGTCCCGAGGCGC3' | 62 °C | Eurofins Luxemburg
B2M, forward 5'AGTATGCCTGCCGTGTGAA3' 62 °C | TIB MOL- | Berlin,
BIOL Deutsch-
land
B2M, reverse 5'TCATCCAATCCAAATGCGGC3' | 62°C | TIB MOL- | Berlin,
BIOL Deutsch-
land
Adora3, forward 5TGTCACCTTCCTTTCATGCC3' | 62°C | TIB MOL- | Berlin,
BIOL Deutsch-
land
Adorag, reverse 5TGTCAAGATAGATGGCGCAC3' | 62°C | TIB MOL- | Berlin,
BIOL Deutsch-
land

Tabelle 5: Verwendete Primer (HT = Hybridisierungstemperatur)

Bezeichnung

Hersteller

Herstellersitz

RPMI 1640 Medium + GlutaMAX

entific

Thermo Fisher Sci-

Waltham, MA, USA

Fetal Bovine Serum, heat inactivated

entific

Thermo Fisher Sci-

Waltham, MA, USA

Insulin solution human

SIGMA-ALDRICH

St. Louis, Missouri,
USA

Pen 10000 U/ml, Strept 10000 pg/ml [100x]

entific

Thermo Fisher Sci-

Waltham, MA, USA

Cellstar TUBES, 50 ml

Greiner Bio-one

Kremsminster,

Oberdsterreich

autoMACS Running Buffer

Miltenyi Biotec

Bergisch Gladbach,

Deutschland

CD19 Microbeads, human, 2 ml

Miltenyi Biotec

Bergisch Gladbach,

Deutschland
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Cellstar TUBES, 15 ml

Greiner Bio-one

Kremsmiunster,

Oberdsterreich

MS Columns Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach,
GmbH Deutschland
LS Columns Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach,

GmbH

Deutschland

Pre-Separation Filters (30 pm)

Miltenyi Biotec
GmbH

Bergisch Gladbach,

Deutschland

Propidium lodide Solution

Miltenyi Biotec

Bergisch Gladbach,

Deutschland

CpG ODN2006 (human) 3,85 m/ml (500 uM) | Invivo Gen San Diego, USA
2-Cl_IB-MECA Tocris Bristol, UK

PSB 10 hydrochloride Tocris Bristol, UK

24 Well Culture Plate, sterile, with lid Greiner Bio-one Kremsmiunster,

Oberdsterreich

Dulbecco's Phosphate Buffered Saline

SIGMA-ALDRICH

St. Louis, Missouri,
USA

LAL reagent water

Lonza Bioscience

Basel, Schweiz

eBioscience Cell ProliferationDye eFluor450

Thermo Fisher Sci-

Waltham, MA, USA

entific
Safe-lock-tubes 1,5 ml Eppendorf Hamburg, Deutschland
Safe-lock-tubes 2 ml Eppendorf Hamburg, Deutschland

96 Well Culture Palte, sterile, F-bottom, with
lid

Greiner Bio-one

Kremsminster,

Oberdsterreich

96-well Suspension Culture Plate, sterile, U-
bottom, with lid

Greiner Bio-one

Kremsminster,

Oberdsterreich

10/20 ul XL Graduated Filter Tip

Starlab Deutsch-

Hamburg, Deutschland

land GmBH

200 ul Graduated Filter Tip, Refill Starlab Deutsch- Hamburg, Deutschland
land GmBH

1000 ul XL Graduated Filter Tip, Refill Starlab Deutsch- Hamburg, Deutschland
land GmBH

10/20 yl XL Graduated Tip Starlab Deutsch- Hamburg, Deutschland
land GmBH

200 ul Bevelled Tip Starlab Deutsch- Hamburg, Deutschland
land GmBH

1000 pl Graduated Tip Starlab Deutsch- Hamburg, Deutschland
land GmBH
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10/20 pl XL RPT Filter Tip

Starlab Deutsch-

Hamburg, Deutschland

land GmBH

100 ul RPT Filter Tip Starlab Deutsch- Hamburg, Deutschland
land GmBH

1000 pl XL RPT Filter Tip Starlab Deutsch- Hamburg, Deutschland
land GmBH

5 ml Stripette

SIGMA-ALDRICH

St. Louis, Missouri,
USA

10 ml Stripette

SIGMA-ALDRICH

St. Louis, Missouri,
USA

25 ml Stripette

SIGMA-ALDRICH

St. Louis, Missouri,
USA

CD4-FITC, human

Miltenyi Biotec
GmbH

Bergisch Gladbach,

Deutschland

CD8-APC, human

Miltenyi Biotec
GmbH

Bergisch Gladbach,

Deutschland

Mouse 1gG1 -FITC, 1 ml

Miltenyi Biotec

Bergisch Gladbach,

GmbH Deutschland
REA Control(S) -APC human 1 ml Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach,
GmbH Deutschland

eBioscience Anti-human CD3

Thermo Fisher Sci-

entific

Waltham, MA, USA

eBioscience Anti-human CD28

Thermo Fisher Sci-

entific

Waltham, MA, USA

CD19-FITC, human

Miltenyi Biotec

Bergisch Gladbach,

GmbH Deutschland
REA-FITC Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach,
GmbH Deutschland

Tabelle 6: Verwendete Materialien fiir die Zellkulturen und Suppressionsassays

Bezeichnung Gerdatename Hersteller Herstellersitz

Absaugsystem Aspirator with trap flask Kisker Biotech Steinfurt, Deutsch-
land

Autoklav Systec VX-55 Systec Linden, Deutsch-
land

Durchflusszyto- MACS Quant Analyzer 10 Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach,

metriegerat GmbH Deutschland
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Kihlschrank Liebherr Comfort (4 °C) Liebherr Biberach an der
RiR, Deutschland
Kuhlschrank Liebherr Premium (4 °C) Liebherr Biberach an der

RiRR, Deutschland

Kihlschrank

Thermoscientific GPS Series

Thermo Fisher

Waltham, MA, USA

(4°C) Scientific
Kuhlschrank Liebherr Medline (-20 °C) Liebherr Biberach an der
Rif3, Deutschland
Kihlschrank Liebherr Pre- Liebherr Biberach an der

mium no frost (4 °C)

Ri3, Deutschland

Klhlschrank Thermo Fisher Thermo Fisher Waltham, MA, USA
SIN8231413973 (-80 °C) Scientific
Multikanal-Pipette | Transferpette-8 (50-200 ul) Brand Wertheim, Deutsch-

land

Mini-Zentrifuge

Mini centrifuge model
NGO002B

Nippon Genetics
Europe GMBH

Diren, Deutschland

Multikanal-Pipette | Xplorer (50-1200 ul) Eppendorf Hamburg, Deutsch-
land
Neubauer- Neubauer-Zahlkammer, Brand Wertheim, Deutsch-
Zahlkammer Tiefe 0,1 mm, 0,0025 mm land
Parafilm Parafilm Bemis Neenah, WI, USA
Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5417 Eppendorf AG Hamburg, Deutsch-
R land
Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5415 Eppendorf AG Hamburg, Deutsch-
C land
Zentrifuge ROTINA 420 R Hettich Zentrifu- Tuttlingen, Deutsch-
gen land
Zentrifuge Himac CT 15 RE VWR Hitachi Koki Co., | Tokio, Japan
Ltd.
Nanophotometer Nanophotometer P330 IMPLEN Milnchen, Deutsch-
land
PCR 96X univer- | PEQ Star Lab VWR Wien, Osterreich

sal

Sicherheitswerk- LaminAir HB2472 Heraeus Med Meerbusch,

bank GmbH Deutschland

Wasserbad 985329 Koéttermann Uetze/Hanigsen,
Deutschland

MACS Quant 130-096-343 Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach,

Analyzer 10 GmbH Deutschland
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Vortexer Reax 2000 Heidolph Instru- Schwabach,
ments Deutschland
Brutschrank Typ BB16CU, Bestell Nr. Heraeus Medical | Hanau, Deutsch-
51008333 land
Stickstofftank 0092-231-783-9 Messer Group Bad Soden am
GmbH Taunus, Deutsch-
land
OctoMACS™ Se- | 130-042-109 Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach,
parator GmbH Deutschland
QuadroMACS™ 130-090-976 Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach,
Separator GmbH Deutschland

kleines Absaug-

FTA-1 Aspirator with trap

Keison Products

Chelmsford, UK

system flask

Thermocycler PeqSTAR 96X Universal Peqglab Erlangen, Deutsch-
PeqlLab lane

Kuhlplatte PCR-cooler 0,2 ml Eppendorf AG Hamburg, Deutsch-

land

Sicherheitswerk-
bank Type HS 18

51017272

Kendro labora-

tory products

Hanau, Deutsch-

land

Europe GMBH

Zentrifuge Hettich 220R Micro centri- Hettich Zentrifu- | Tuttlingen, Deutsch-
fuge, REF: 2205 gen land

PCR System SteponePlus Real-Time PCR | Thermo Fisher Waltham, MA, USA
System Scientific

Zentrifuge Mini-Plate centrifuge NG040 | Nippon Genetics | Duren, Deutschland

Tabelle 7: Gerite

2.2 Blutprobengewinnung

FUr die Studie wurden insgesamt 43 an systemischem Lupus Erythematodes erkrankte

Probanden rekrutiert, die sich entweder in Remission befanden oder eine maximal mo-

derate Krankheitsaktivitat zeigten (SLEDAI maximal 8). Von der Studie ausgeschlos-

sen wurden Minderjahrige und Patienten, die innerhalb der letzten 6 Monate eine B-

Zell-supprimierende Therapie (Rituximab, Belimumab, Cyclophosphamid) erhalten hat-

ten sowie alle Patienten, die kein Einverstandnis gaben. Keiner der Patienten befand

sich aus klinischer Sicht in aktivem Krankheitszustand. Im Rahmen der Routineunter-

suchung in der rheumatologischen Ambulanz des Universitatsklinikums Dusseldorf

(Moorenstralie 5, 40225 Dusseldorf) wurde den Patienten zusatzlich zur standardmafi-

gen Blutabnahme durch den Ambulanzarzt bzw. die Ambulanzarztin etwa 30-40 ml Blut
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Uber ein BD Vacutainer Safety-Lok Blutentnahmeset aus einer peripheren Vene ent-
nommen. Hiertiber wurden die Probanden im Vorfeld aufgeklart und gaben ihr schriftli-
ches Einverstandnis. Das in BD Vacutainer EDTA Plus Réhrchen gelagerte Blut wurde
anschliefdend in einer sicheren Transportbox (Clearly Safe DuraPorter Sample Carrier,
Heathrow Scientific LLC, Vernon Hills, IL, USA) aus der rheumatologischen Ambulanz
des Universitatsklinikums Disseldorf in das Hiller-Forschungszentrum flir Rheumatolo-
gie (Life Science Center, Merowingerplatz 1a, 40225 Dusseldorf) transportiert, wo es
unverzuglich weiterverarbeitet wurde. Von den 43 Blutproben wurden 30 fur die Ana-
lyse der B-Zellen und 13 fir die Etablierung und Durchfihrung der Suppressionsas-
says verwendet (Ethikvotum 5714R, s. Punkt 2.6).

Als gesunde Kontrollen wurden 37 Buffy Coats aus Vollblut von gesunden Spendern im
Alter zwischen 18 und 68 Jahren von der Blutspendezentrale des Universitatsklinikums
Dusseldorf kommerziell erworben. Eine schriftliche Einverstandniserklarung zur Ver-
wendung des Blutes fir medizinische Forschungszwecke lag hierbei vor. Von den 37
Buffy Coats wurden 30 als gesunde Kontrollen fir die B-Zell Analyse und 7 fir die

Etablierung und Durchflihrung der Suppressionsassays verwendet.

2.3 PBMC-Separation

Aus den Blutproben wurden mittels Dichtegradienten-Zentrifugation die peripheren mo-

nonuklearen Zellen (PBMC) von den Granulozyten und Erythrozyten getrennt. Hierfur
wurden die Angaben des Herstellers befolgt sowie bei Raumtemperatur unter sterilen
Bedingungen gearbeitet. Zunachst wurden die Leucosep® Réhrchen mit 15 ml Separa-
tionsmedium (Lymphoprep Solution) beflllt und 30 s lang bei 1000 x g zentrifugiert.
Dadurch sammelte sich das Separationsmedium unterhalb der Trennmembran an und
die Vollblutprobe konnte direkt auf die Membran gegeben werden. Es wurden maximal
30 ml Blut in einem Leucosep® Rohrchen verarbeitet. Die Blutprobe wurde zuvor in ei-
nem Verhaltnis von 1:2 mit AutoMACS Running Buffer verdinnt, um ein besseres Er-
gebnis zu erzielen. Im Anschluss wurde das Leucosep® Réhrchen verschlossen und 20
min lang bei 800 x g ohne Bremse zentrifugiert. Durch die unterschiedliche Dichte der
Blutbestandteile bildete sich auf diese Weise unterhalb der Trennmembran eine
Schicht aus Erythrozyten und Granulozyten und oberhalb der Membran ein Ring aus
PBMC. Nach vorsichtiger Abnahme des Uberschissigen Plasmas wurde dieser Ring in
ein neues 50 ml tube pipettiert, mit Running Buffer aufgefullt und einmalig bei 250 x g
zentrifugiert. Um mdglicherweise Ubrig gebliebene Erythrozyten zu lysieren, wurden 5
ml der nach Herstellerangaben verdinnten Red Blood Cell Lysis Solution zu 500 pl

Zellsuspension gegeben. Die Probe wurde durch Vortexen gemischt, fur 10 min bei
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Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss zwei Mal fir 10 min bei 250 x g gewa-
schen. Fur die Zellzahlung wurde eine 1:400 Verdiinnung der Probe im MACS Quant
Analyzer 10 per Durchflusszytometrie (s. Abschnitt 2.4.2) analysiert. Die Gesamtzell-

zahl wurde entsprechend der Verdlinnung ausgerechnet.

Um den gleichen Ausgangspunkt in der Zellaktivitat zu gewahrleisten und eine zeitglei-
che Verarbeitung mehrerer Proben zu ermdglichen, wurden die PBMC nach der Sepa-
ration in Recovery Cell Culture Freezing Medium eingefroren. Hierfur wurde die Zellsu-
spension erneut fiir 10 min bei 250 x g zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.
Das so entstandene Pellet wurde daraufhin in 1,8 ml frisch aufgetautem Recovery Cell
Culture Freezing Medium resuspendiert und zigig in ein CRYO.S tube Uberfiihrt, das
unter sterilen Bedingungen verschlossen wurde. Die Probe wurde dann unverziglich
im CoolCell freezing container bei -80 °C gelagert, wodurch ein gleichmafliges und
langsames Einfrieren von -1 °C pro Minute gewahrleistet werden konnte. Nach einer
Aufbewahrungszeit von 1-2 Tagen wurde die jeweilige Probe bis zur weiteren Verarbei-

tung in einem Tank mit flissigem Stickstoff gelagert.

2.4 B-Zell-Analyse

2.41 lIsolierung der Pan-B-Zellen mittels MACS (magnetic cell sortinq)

FUr die Isolierung der Pan-B-Zellen wurden die Proben von zwei HC und zwei SLE-Pa-
tienten gleichzeitig verarbeitet. Es wurde unter sterilen Bedingungen bei Raumtempe-

ratur gearbeitet.

Zunachst wurde Zellkulturmedium vorbereitet, indem zum GlutaMAX und HEPES bein-
haltenden RPMI 1640 Medium 10 % hitzeinaktiviertes FBS, 1 % Penicillin/Streptomycin
und humanes Insulin in einer Konzentration von 5 ug/ml hinzugegeben wurden. Pro
Probe wurden 20 ml des vorbereiteten Mediums in ein 50 ml fube gegeben und im
Wasserbad bei 37 °C erwarmt. Die jeweilige Probe wurde nach Herausnahme aus dem
Stickstoff-Container zunachst kurz im Wasserbad angetaut und anschlieRend mit dem
zuvor erwarmten Zellkulturmedium vermischt. Hierfur wurde der bereits aufgetaute Teil
der Zellsuspension mit einer 100-1000 pl Pipette in die 20 ml Zellkulturmedium lber-
fuhrt. Der noch im CRYO.S Gefal} befindliche gefrorene Anteil wurde mit 1000 ul des
erwarmten Mediums weiter aufgetaut. Dieser Vorgang wurde so oft wiederholt, bis die
gesamte Zellsuspension mit den 20 ml Medium vermengt war. Im Anschluss wurden
die Proben bei Raumtemperatur fiir 10 min bei 300 x g zentrifugiert, der Uberstand ab-

genommen und das entstandene Pellet in 10 ml Running Buffer resuspendiert.

Um beim Einfrieren untergegangene Zellen auszuschlie3en erfolgte zunachst eine er-

neute Zellzahlung. Fur die Zellzahlung wurden 10 pl dieser Zellsuspension in einem
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1,5 ml tube mit 390 yl Running Buffer vermischt, um so eine 1:40 Verdlnnung zu errei-
chen. Per Durchflusszytometrie (s. Abschnitt 2.4.2) wurde daraufhin mit dem MACS
Quant Analyzer 10 die Zellzahl pro ml bestimmt und entsprechend Verdinnung und
Gesamtflissigkeitsmenge die Gesamtzellzahl errechnet (x 40 x 10 ml). Das zur Zell-

zahlung verwendete tube wurde verworfen.

Die B-Zell Isolation erfolgte nach Herstellerangaben unter Benutzung des Pan B Cell
Isolation Kit (Miltenyi Biotec) durch MACS. Hierzu wurde zunachst die 10 ml Zellsus-
pension 10 min bei 8 °C und 300 x g erneut zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt.
Das Zellpellet wurde anschlie3end entsprechend der jeweiligen Zellzahl in 40 pl kaltem
Running Buffer pro 107 Zellen resuspendiert. Zu je 107 Zellen wurden 10 ul des Pan B-
Cell Biotin Antibody Cocktail hinzugefligt. Dieser enthalt Biotin-konjugierte monoklonale
Antikérper gegen CD2, CD3, CD4, CD14, CD15, CD16, CD34, CD56, CD61, CD235a
(Glycophorin A) und FceRla, welche an alle Nicht-B-Zellen binden. Nach Zugabe der
Biotin-Antikorper wurde die Probe gevortext und 5 min im Kihlschrank bei 4 °C inku-
biert. Daraufhin wurden pro 107 Zellen 30 pl Running Buffer und 20 ul Anti-Biotin Micro-
Beads beigemengt. Diese MicroBeads dienten einer magnetischen Markierung der zu-
vor durch die Biotin-Antikérper gebundenen Zellen. Die Probe wurde anschlief3end er-

neut gut durchmischt und far 10 min bei 4 °C im Kihlschrank inkubiert.

Im nachsten Schritt wurden der OctoMACS Separator mit MS Columns (bei < 10" mag-
netisch markierten Zellen) oder ein QuadroMACS Separator mit LS Columns (bei > 10’
magnetisch markierten Zellen) verwendet. Hierflir wurde die entsprechende Saule zu-
nachst mit einem Pre-Separation Filter (30 um) im Separator platziert und mit 500 pl
(MS Column) bzw. 3 ml (LS Column) Running Buffer equilibriert. Der Durchfluss wurde
in einem 15 ml tube gesammelt und anschlief3end verworfen. Nach der Inkubationszeit
wurde die Zellsuspension bei zu geringer Flussigkeitsmenge zunachst auf ein Mindest-
volumen von 500 pl aufgefilllt. Die gesamte Zellsuspension wurde anschlieend auf
den Filter der vorbereiteten Saule pipettiert und der Durchfluss erneut in einem 15 ml
tube gesammelt. Sobald die Saule sich geleert hatte, wurde sie dreimalig mit 500 pl
Running Buffer (MS Column) bzw. 3 ml Running Buffer (LS Column) gespult. Dieser
war zuvor fir das Auswaschen des urspringlich fur die magnetische Markierung ver-
wendeten 50 ml fubes genutzt worden, um die Ausbeute an Zellen zu erhéhen. Die
Saule mit den depletierten Nicht-B-Zellen wurde verworfen, wahrend aus der B-Zellen-
beinhaltenden Zellsuspension 10 pyl entnommen wurden, um in einer 1: 200 Verdin-
nung im MACS Quant Analyzer 10 per Durchflusszytometrie (s. Abschnitt 2.4.2) die
Zellzahl zu ermitteln. Die Gesamtzellzahl wurde entsprechend der Verdiinnung und

Gesamtflussigkeitsmenge ausgerechnet.
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Fir die spatere Genexpressionsanalyse (s. Abschnitt 2.4.3) wurden an dieser Stelle
pro Probe jeweils 400 000 B-Zellen enthommen, auf vier 1,5 ml tubes verteilt (jeweils
100 000 B-Zellen) und diese bei 300 x g 10 Minuten lang bei 4 °C zentrifugiert. An-
schlieBend wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in einer Mischung von
350 ul Buffer RLT Lysis Buffer und 2-Mercaptoethanol (Verhaltnis 100:1) resuspen-
diert, um die Zellen fir die spatere RNA-Isolation zu lysieren. Die tubes wurden bis zur

weiteren Verarbeitung der B-Zellen bei -80 °C gelagert.

Fir die weitere Analyse mittels Durchflusszytometrie wurden jeweils etwa eine Million
B-Zellen entnommen. Ubrig gebliebene B-Zellen wurden fiir zukiinftige Projekte bei
-80 °C in Recovery Cell Culture Freezing Medium eingefroren, und im Anschluss im
Stickstoffbehalter gelagert (s. Punkt 2.3).

2.4.2 Durchflusszytometrie (FACS)

2.4.21 Prinzip

Bei der Durchflusszytometrie (FACS = Fluorescence Activated Cell Sorting) handelt es
sich um ein Verfahren, das eine genaue Analyse verschiedenster Zellen und deren
quantitative Bestimmung ermdglicht. Sie wird dazu verwendet die verschiedenen Zell-
Subtypen aufgrund lhrer Morphologie und GréfRe voneinander zu unterscheiden und
genauer zu untersuchen. Hierzu werden die Zellen aus einer Zellsuspension jeweils
einzeln durch feinste Kapillaren gesogen und mit einem Laserstrahl beschossen. Je
nach GroRe und Granularitat der Zelle wird der Lichtstrahl dann auf unterschiedliche
Weise gebrochen und das entstandene Streulicht Uber Detektoren (Photomultiplier) ge-
messen. Hierbei unterscheidet man vorwarts gestreutes Licht (forward scatter = FSC),
dessen Menge einen Parameter fiir die ZellgréRe darstellt, und seitlich gestreutes Licht
(sideward scatter = SSC), dessen Menge ein Parameter fiir die Granularitat der Zelle
ist. DarUber hinaus kdnnen tber verschiedene Detektoren Uber unterschiedliche Ka-
nale Fluoreszenzsignale gemessen werden, sodass durch die Hinzugabe unterschiedli-
cher fluoreszierender Antikdrper eine genaue Analyse der Zellpopulationen und deren
Oberflachenmolekiile ermdglicht wird. Uber die Verwendung sogenannter Isotypkon-
trollen fir den jeweiligen Farbstoff, die gegen nicht auf den Zellen exprimierte Antigene
gerichtet sind, wird die Mitbeurteilung von unspezifischem Hintergrundrauschen ver-

mieden.

2.4.2.2 Durchfiihrung

Von den fur die Durchflusszytometrie entnommenen B-Zellen wurden jeweils 100 000

Zellen in 100 pl Running Buffer in ein well einer 96-well Suspension Culture Plate Uber-

fuhrt. Die Platte wurde anschliel3end bei 350 x g 10 min lang bei 4 °C zentrifugiert und
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die Uberstande abgesaugt. Wahrenddessen wurde eine 1:10 Verdiinnung des FcR
(Fc-Rezeptor) Blocking Reagent mit MACS Quant Running Buffer erstellt, hiervon pro
well jeweils 20 pl dazugegeben und die B-Zellen hierin resuspendiert, um eine unspezi-
fische Bindung der Antikdrper an den FcR der B-Zellen zu verhindern. Die Platte wurde
im Anschluss 10 min lang bei 4 °C inkubiert. In die einzelnen wells wurden jeweils 1,25
Ml pro Antikdrper hinzugegeben, um ungefahr eine Verdinnung von 1:22 zu erhalten.
Hierbei wurden die Antikdrper fur die Untersuchung des von Frau Dr. med. Magdalena
Siekierka-Harreis erstellten panels fur die regulatorischen B-Zellen (CD19, CD23, Anti-
IgM, CD24, CD5, CD1d und CD11c) sowie die jeweiligen Isotypkontrollen (s. Material-
liste) jeweils in unterschiedliche wells gegeben, sodass sich pro Probe am Ende zwei
auf gleiche Weise geflllte wells ergaben. Die Isotypkontrolle erfolgte anhand der Probe
des gesunden Probanden. Der Inhalt wurde durch wiederholtes Pipettieren gut ver-
mengt und die Platte 10 min lang bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss wurden pro well 200
pI MACS Quant Running Buffer hinzugegeben und die Platte fir 10 min bei 350 x g
und 4 °C zentrifugiert, um die Uberschissigen nicht gebundenen Antikérper auszuwa-
schen. Der Uberstand wurde abgesaugt und pro well erneut 200 ul MACS Quant Run-
ning Buffer hinzugeflgt.

Mit dem MACS Quant Analyzer 10 wurde daraufhin bei Raumtemperatur die durch-

flusszytometrische Analyse durchgefiihrt.

Vor der ersten Messung wurde eine Kompensation flr die Fluoreszenzfarbstoffe nach
Anfarben der B-Zellen vorgenommen, um die Strahlung der verschiedenen Flu-
orochrome in die nicht dem jeweiligen Farbstoff zugehoérigen Kanale herauszurechnen

und eine genaue Auswertung zu ermdglichen.

2.4.2.3 Durchflusszytometrische Gating-Strategie und Auswertung

Die durchflusszytometrischen Daten wurden mit der Software Flowlogic (Version
MACS Miltenyi Biotec) ausgewertet. Hierfur wurde ein sogenanntes Gating durchge-
fuhrt. Hierbei werden anhand der Isotypkontrollen Schwellenwerte fur diejenigen Merk-
male gesetzt, die betrachtet und ausgewertet werden sollen. Die Gating-Strategie, die

bei der Auswertung verwendet wurde, ist in Abb.3 aufgeflhrt.

Die Uber Flowlogic erhaltenen Zellzahlen fir B-Zellen und Bg wurden in Excel Ubertra-
gen in einen prozentualen Anteil an B-Zellen umgerechnet. Im Anschluss wurde der
Mittelwert aus den zwei Proben des jeweils gleichen Patienten gebildet. Die statistische

Auswertung und dargestellte Grafiken wurden mit GraphPad Prism 9 erstellt.
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Abb. 3: Gatingstrategie fiir die Br.; (regulatorische B-Zellen). Darstellung mittels Flowlogic

(A) Punktdiagramm mit Darstellung des Gatings der B-Zellen. Herausgaten von Zellfragmenten (nied-
rigste Bereiche im FSC und SSC).
(B) Punktdiagramm zur Betrachtung nur der single cells. Herausgaten von sogenannten cell-doublets,
welche durch Aneinanderlagerung von zwei events entstehen.
(C) Histogramme zur Darstellung des Gatings fiir die verschiedenen Oberflichenmarker der untersuchten
Breg-Populationen (CD19+, IgM+, CD24+, CD23-, CD1d+, CD5+,(CD11c+)). Die gates wurden jeweils

anhand der Isotypkontrollen (rote iiberlagerte Histogramme links) mit Toleranz von 1 % Uberlappung der
Zellen gesetzt. CD = cluster of differentiation, Ig = Immunglobulin.

Um die Arbeitshypothese zu untersuchen, dass es Unterschiede in der Zellzahl an re-

gulatorischen B-Zellen in den beiden Gruppen gibt, wurde, da wir nicht von einer Nor-

malverteilung ausgingen, ein non-parametrischer Mann-Whitney U Test verwendet.

2.4.3 Genexpressionsanalyse

Zur weiteren Analyse der Unterschiede in B-Zellen zwischen SLE-Patienten und ge-

sunden Kontrollen sollte zusatzlich die Genexpression der kodierenden Gene fir IL-10,
IL-35, TGF-B1, dem IL-21R, IFNa1, dem TNFR1 und dem A3R untersucht werden.

Hierflr musste zunachst die RNA aus den B-Zellen isoliert werden, um dann durch das

Enzym Reverse Transkriptase die hierzu komplementare cDNA zu synthetisieren. Die

cDNA wurde schlieBlich fir die Durchflhrung einer quantitativen RT-PCR verwendet,

um Ruckschlusse auf die Expressionsrate der zugrundeliegenden RNA zu ermdgli-

chen.

2.4.3.1 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation aus den zuvor isolierten B-Zellen wurde mittels RNeasy Micro Kit

von QIAGEN unter Befolgung der Herstellerangaben im RNeasy Micro Handbook bei

Raumtemperatur durchgefiihrt. Vor Beginn der Arbeit wurde der Arbeitsplatz grindlich
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mit RNase AWAY gereinigt. Zur Vorbereitung wurden zunachst QlAshredder auf 2 ml
collection tubes transferiert. Die in einer Mischung von 350 ul Buffer RLT Lysis Buffer
und 2-Mercaptoethanol lysierten Zellen (s. 2.3.1) wurden flr die RNA-Isolation langsam
auf Eis aufgetaut und das Lysat direkt auf die Membran eines QlAshredder tberflihrt,
um eine Homogenisierung der Probe zu gewahrleisten. Im Anschluss wurden die Pro-
ben 2 min lang bei 14 000 rpm und 18 °C zentrifugiert. Die QlIAshredder wurden ver-
worfen und zum Lysat wurden 350 pl 70 %iger Ethanol hinzugegeben (Verhaltnis 1:1)
und mit der Pipette gut vermischt. Diese 700 ul Lysat wurden anschlieRend auf eine
RNeasy MinElute Spin Column gegeben, die zuvor in einem 2 ml collection tube plat-
ziert worden war. Bei geschlossenem Deckel erfolgte eine 15-sekindige Zentrifugation
der Proben bei 18 °C und 10 000 rpm. Daraufhin wurde der Durchfluss verworfen, und
die RNeasy MinElute Spin Column wieder auf das 2 ml collection tube transferiert. Auf
die Membran der RNeasy MinElute Spin Columns wurden dann jeweils 350 ul Buffer
RW1 gegeben und die Deckel geschlossen. Die Proben wurden erneut fur 15 s bei 10
000 rpm und 18 °C zentrifugiert und der Durchfluss im Anschluss verworfen. Dies dient
dazu unspezifisch an der Silikonmembran gebundene Molekiile, wie z. B. Fettsauren,
Proteine und Kohlenhydrate, von der Membran zu I6sen, wahrend die RNA in dieser
belassen wird. Pro Probe wurde dann eine Mischung aus 10 ul DNase | stock solution
und 70 pl Buffer RDD vorbereitet, indem beide Substanzen gut vermengt wurden.
Diese wurde sodann genau auf die Membran der RNeasy MinElute Spin Column pipet-
tiert und die Proben zwecks Abbaus von DNA-Resten und Sicherstellung der Bindung
der RNA an die Membran fir 15 min bei Raumtemperatur abgestellt. Nach Ablauf die-
ser Zeit wurden pro Probe erneut 350 ul Buffer RW1 auf die Spin Column gegeben und
die Proben bei 18 °C 15 s lang bei 10 000 rpm zentrifugiert. Durchfluss und tube wur-
den verworfen und die RNeasy MinElute Spin Column auf ein neues 2 ml collection
tube platziert. Es wurden jeweils 500ul Buffer RPE hinzugegeben und die Spin Co-
lumns verschlossen. AnschlielRend wurden die Proben wieder genau wie im letzten
Schritt zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Daraufhin wurden je 500 ul 80 %iger
Ethanol auf die Saulen pipettiert und die Proben bei geschlossenem Deckel fir 2 min
bei 18 °C und 10 720 x g zentrifugiert, um die membrangebundene RNA zu waschen.
Durchfluss und fube wurden erneut verworfen, und die RNeasy MinElute Spin Column
auf ein neues 2 ml collection tube transferiert. Bei offenem Deckel wurden die Proben
bei 14 000 rpm und 18 °C flr 5 min zentrifugiert, um die Membranen der RNeasy Mi-
nElute Spin Columns zu trocknen und von méglichen Ethanol-Uberresten zu befreien.
Im Anschluss wurden die Spin Columns auf neuen 1,5 ml collection tubes platziert, 17
Ml Nuklease-freies Wasser direkt auf die Membran gegeben und die Proben fir eine

Minute bei 14 000 rpm und 18°C zentrifugiert. Um die RNA-Konzentration mdglichst zu
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erhdhen, wurde dieser Vorgang ein zweites Mal wiederholt, indem die 17 ul Durchfluss
erneut auf die Membran pipettiert und die Proben erneut auf gleiche Weise zentrifugiert

wurden.

Die RNA-Konzentration wurde mittels spektrophotometrischer Quantifizierung unter
Verwendung des Nanophotometers P330 (Implein) und Befolgung der Herstelleranga-
ben ermittelt. Hinsichtlich der Nanophotometer-Einstellungen wurde entsprechend mit
dem Lid 10, einem Verdunnungsfaktor von 1000, der Hintergrundkorrektur und einem
Faktor 40 fur die RNA gearbeitet. Zunachst wurde das Gerat mit einer Leerprobe aus 2
Ml Nuklease-freiem Wasser geeicht. Anschlie3end wurden die zu messenden RNA-
Proben jeweils gut durchmischt, je 2 ul der Lé6sung entnommen und die RNA-Konzent-
ration der Proben nacheinander mit oben genannten Einstellungen ermittelt. Hierbei
wurde die Kivette nach jeder erfolgten Messung griindlich gereinigt. Die RNA-Kon-

zentration in ng/ul wurde fur die Berechnung der bendtigten Probenmenge notiert.

2.4.3.2 cDNA-Synthese

Die Synthese eines komplementaren DNA-Stranges aus der isolierten RNA (cDNA-

Synthese) erfolgte unter Verwendung des iScript gDNA clear cDNA Synthesis Kit (Bio-
Rad Laboratories) nach Herstellerangaben. Um die Proben kiihl zu halten, wurden
diese wahrend der gesamten Bearbeitung in einer Kuhlplatte (PCR-cooler) gelagert.
Um Unterschiede in den Zellzahlen und isolierter RNA auszugleichen, wurde jeweils
die gleiche Menge an Gesamt-RNA verwendet. Es wurde je Probe eine Gesamtmenge
von 192 ng RNA fiir die cDNA-Synthese verwendet. Aufgrund der geringen RNA-Kon-
zentration wurde diese auf 2 Eppis verteilt und somit pro Eppi 96 ng RNA mit Nukle-
ase-freiem Wasser auf 14 ul aufgefillt. AnschlieRend wurde ein pro Reaktion aus 0,5
pl iScript DNase und 1,5 pl iScript DNase Buffer bestehender DNase Mastermix ange-
fertigt. Dieser dient dazu die genomische DNA (gDNA), welche bei der spateren RT-
PCR miterfasst werden kénnte, unter Erhalt der RNA zu beseitigen. Je Probe wurden 2
Ml Mastermix hinzugegeben und durch Pulszentrifugieren in der Mini-Zentrifuge eine
Vermengung mit der verdinnten RNA erreicht. Im Anschluss wurde unter Verwendung
des PeqSTAR 96X Thermocyclers (Peqlab) das DNase Reaktionsprotokoll durchge-
fuhrt. Hierbei wurden die Proben zunachst fir den enzymatischen Verdau der gDNA 5
min bei 25 °C und dann zwecks Reaktionsstopps weitere 5 min bei 75 °C inkubiert. Die

Proben wurden sodann auf 4 °C abgekuhlt und kurz zentrifugiert.

Fir die cDNA-Synthese-Reaktion wurden pro Eppi 4 pl iScript Reverse Transcription

Supermix hinzugefigt, um ein Gesamtvolumen von 20 pl zu erreichen. Zur Vermi-
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schung wurden die Eppis mehrmals invertiert und daraufhin in der Mini-Zentrifuge puls-
zentrifugiert. Im Anschluss wurde das cDNA-Synthese Protokoll nach Herstelleranga-
ben durchgefihrt. Hierzu wurden die Proben im Thermocycler platziert und zunachst
fur 5 min bei 25 °C inkubiert, um eine Bindung der im iScript Reverse Transcription Su-
permix enthaltenen Primer — einer Mischung aus Oligo-dT-Nukleotiden und random
Nukleotiden — an die komplementaren Enden der RNA zu ermdglichen. Fir die Aktivie-
rung der Reversen Transkriptase und den Ablauf der Reverse Transkriptase-Poly-
merase-Kettenreaktion wurden die Proben dann weitere 30 min bei 46 °C inkubiert. Zu-
letzt wurde das Enzym durch eine einminutige Inkubation bei 95 °C inaktiviert und die
Proben schlie3lich auf 4 °C abgekuhlt. Die Proben wurden in der Mini-Zentrifuge puls-
zentrifugiert und jeweils mit Nuklease-freiem Wasser auf 40 pl aufgefullt. Zwei gleiche
Proben wurden zusammengefiigt, sodass eine 80 ul Probe mit entstand. Die entstan-
dene cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung fir die quantitative RT-PCR bei -20 °C

gelagert.

2.4.4 Farbstoffbasierte quantitative real time PCR

2,441 Prinzip

Bei der PCR handelt es sich um ein Verfahren, das der selektiven Vervielfaltigung von
DNA-Sequenzen dient. Durch spezifische Oligonukleotide, sogenannte Primer, die an
ihre komplementaren DNA-Abschnitte binden, werden die Enden der gewtlinschten Se-
quenzen markiert, um im Anschluss von einer DNA-Polymerase amplifiziert zu werden.
Hierbei werden mehrere Zyklen durchlaufen, wodurch auch kleinste Probenmengen
vervielfaltigt werden kdnnen. Ein Zyklus besteht hierbei generell aus 3 Reaktionsschrit-
ten. In der Denaturierungsphase (bei 95 °C) werden zunachst DNA-Doppelstrange in
Einzelstrange aufgetrennt. Es folgt dann die Anlagerung der Primer an die entspre-
chenden DNA-Abschnitte (Annealing). Im letzten Schritt wird die markierte Sequenz
durch die DNA-Polymerase von den Primern ausgehend synthetisiert (Extension), so-
dass fur den nachsten Zyklus die doppelte Menge dieses DNA-Abschnitts zur Verfu-
gung steht. Durch Zugabe eines fluoreszierenden Farbstoffs (in diesem Fall SyGreen),
dessen Fluoreszenz bei Bindung an doppelstrangige DNA (dsDNA) zunimmt, kann
durch die Messung dieser Fluoreszenz in Echtzeit ein Riickschluss auf die vorhandene
Menge an dsDNA, und damit auf die urspriinglich vorhandene Menge mRNA (messen-

ger RNA) gezogen werden.

2.4.4.2 Durchfiihrung
Die hier beschriebene PCR wurde unter Verwendung des qPCRBIO SyGreen Mix Hi-

ROX (PCR Biosystems) nach Herstellerangaben durchgefihrt. Aufgrund der hierin ent-
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haltenen ,hot start* Polymerase, welche erst bei 95 °C aktiviert wird, konnte der Ver-
such bei Raumtemperatur durchgeflihrt werden. Die verwendeten Primer wurden von
Frau Katharina Krebber entworfen und bei Eurofins oder TIB Molbiol geordert (s. Mate-
rialliste). Es wurde zunachst ein Mastermix aus Nuklease-freiem Wasser, Sygreen Mix
und den jeweiligen verwendeten Primern erstellt, gut vermengt und in die PCR-Platte
Uberflhrt. Im letzten Schritt wurde die cDNA der verschiedenen Proben hinzugegeben.
Es wurden in jeder PCR-Platte jeweils drei Proben von SLE-Patienten und drei Proben
von gesunden Probanden gleichzeitig per Doppelbestimmung untersucht. Fur die ne-
gative template Kontrolle wurden 3 yl RNase-freies Wasser hinzugegeben und fur die
Referenz 3 pl Referenz-DNA verwendet. Das Ansatzvolumen betrug immer 20 ul und
setzte sich zusammen aus 5,8 ul nukleasefreiem Wasser, 10 yl Sygreen Mix, 0,6 pl for-
ward primer, 0,6 Ul reverse primer und 3 ul cDNA. Die fertige PCR-Platte wurde im An-
schluss mit einer PCR-Folie unter Verwendung eines Applikators beklebt, um ein Ver-
dunsten der Proben bei héheren Temperaturen zu vermeiden und einmalig bei 1000
rpom zentrifugiert. In Anschluss wurde die Platte vorsichtig im SteponePlus Real-Time
PCR-System (Thermo Fisher Scientific) platziert. Hierbei wurde folgende Programmie-

rung verwendet:

Programm Zyklen Temperatur Dauer
Aktivierung der ,hot-start* Polymerase | 1 95 °C 2 min
Denaturierung 40 95 °C 5s
Annealing/Extension 60-65 °C 30s
(je nach Primer)

Tabelle 8: Ubersicht der Programmierung des PCR-Systems

Die Hybridisierungstemperatur wurde an die jeweils verwendeten Primer (s. Material-

liste) angepasst.

2.4.4.3 Auswertung
Zunachst erfolgte nach 40 PCR-Zyklen die qualitative Auswertung mittels Schmelzkur-

venanalyse. Hierbei werden entstehende Primerdimere von der eigentlichen DNA der
Zielgene unterschieden. Primerdimere kdnnen durch unspezifische Anlagerung der
komplementaren forward und reverse Primer als Nebenprodukt bei der RT-PCR ent-
stehen und aufgrund des unspezifisch bindenden Farbstoffes SyGreen bei der Auswer-
tung miterfasst werden. Da sie jedoch aus kurzeren Basensequenzen bestehen, als die
eigentlichen Zielprodukte, denaturieren sie bei deutlich niedrigeren Temperaturen und
kénnen so anhand der Schmelzkurvenanalyse eindeutig unterschieden werden. Eine
Auswertung der Werte fir IFNa1 war nicht méglich, da nach den 40 Zyklen kein Pro-

dukt messbar war. Die weitere Verwendung der Primer flr IFNa1 wurde aus diesem
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Grund im Verlauf abgebrochen. Fir die quantitative Auswertung wurde die AACt-Me-
thode verwendet. Der Ct-Wert (cycle threshhold) gibt an wie viele PCR-Zyklen notwen-
dig sind, damit die Fluoreszenz einen anhand der Hintergrundfluoreszenz gesetzten
Grenzwert Uberschreitet und korreliert damit bei konstanten Bedingungen mit der in der
Probe vorhandenen Ausgangs-RNA. Zur Berechnung wurde der jeweilige Mittelwert
der Ct-Werte aus den Doppelbestimmungen verwendet. Fir die relative Quantifizierung
mittels AACt-Methode wurden die jeweiligen Ct-Werte in Relation zum Ct-Wert des ver-
wendeten Referenzgens mit stabiler Genexpression (housekeeping Gen) gesetzt. In
unserem Versuch verwendeten wir hierfur f2-Mikroglobulin (B2M). Von den auf diese
Weise erhaltenen ACt-Werten wurde der Mittelwert aus den gesunden Proben erstellt
und die Differenz der einzelnen ACt-Werte hierzu berechnet, um somit den AACt-Wert
zu erhalten. Um die n-fache Expression der mRNA zu berechnen, wurde die gangige

Formel 2-22Ct yverwendet.

Ct- Wert= 15 Ct- Wert=25

- Referenzgen

— Zielgen

Fluoreszenz

Schwellenwert

Anzahl der PCR- Zyklen

Abb. 4: Beispielhafte schematische Darstellung der ACt-Methode

In diesem Beispiel betrdgt der Ct-Wert des Zielgens (orange), also die Anzahl der Zyklen die fiir die
Uberschreitung des Schwellenwertes nétig ist, 25 und der Ct-Wert des Referenzgens (blau) 15. Der fiir
die weitere Berechnung notwendige ACt-Wert betragt somit 10. Ct = cycle threshold, PCR = polymerase
chain reaction.

Die statistische Auswertung und das Erstellen von Graphiken erfolgten mit GraphPad
Prism 9. FUr die Berechnung der p-Werte wurde ein Mann-Whitney U Test verwendet.

Alle p-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.

39



2.5 Suppressionsassays

2.5.1 Prinzip
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die die Etablierung einer Methode zur Untersuchung

B-Zell-vermittelter supprimierender Effekte auf die T-Zell-Proliferation. Hierflir wurden
CD19+ B-Zellen isoliert und in Co-Kulturen mit PBMC die Proliferation von CD4+ und
CD8+ T-Zellen bei unterschiedlichen Verhaltnissen, unter Hinzugabe von Stimulantien,

sowie unter Hinzugabe von A3R-Agonisten und -Antagonisten gemessen.

2.5.2 B-Zell Isolierung

Fur die Etablierung der Suppresionsassays wurde mit Proben von 13 SLE-Patienten

und 7 Buffy coats von gesunden Probanden gearbeitet.

Die zuvor isolierten PBMCs (s. 2.3) wurden auf gleiche Weise wie fiir die Pan B-Zell
Isolierung (s. 2.4.1) vorsichtig aufgetaut und die Gesamtzellzahl mittels Durchflusszyto-
metrie ermittelt. Da im Pan B-Zell isolation Kit (Miltenyi Biotec) Antikbrper gegen CD4
vorhanden sind, wodurch die Anfarbung der CD4+ T-Zellen im spateren Verlauf des

Versuchs behindert worden ware, wurden in diesem Fall CD19+ B-Zellen isoliert.

Die Isolation der CD19+ B-Zellen erfolgte unter Benutzung der CD19 MicroBeads (Mil-
tenyi Biotec) nach Herstellerangaben mittels MACS. Hierzu wurde zunachst die 10 mli
Zellsuspension mit den PBMCs flir 10 min bei 8 °C und 300 x g erneut zentrifugiert und
der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde anschlieRend entsprechend der jeweili-
gen Zellzahl in 80 pl kaltem Running Buffer pro 107 Zellen resuspendiert. Zu je 107 Zel-
len wurden 20 yl CD19 Microbeads hinzugegeben, die Probe im Anschluss gevortext
und fur 5 min im Kuhlschrank bei 4 °C inkubiert. Es folgte eine Hinzugabe von 1-2 ml
Running Buffer pro 107 Zellen mit anschlieRender Zentrifugation fir 10 min bei 8 °C
und 300 x g. Analog zum Vorgehen der Pan B-Zell-Isolierung (s. 2.4.1) erfolgte nun die
magnetische Zellseparation. Hierbei entsprach der Durchfluss den Rest-PBMCs. Hier
erfolgte das Auffullen mit RPMI und die Zellen wurden zeitweise im Kuhlschrank gela-
gert. Die CD19+ B-Zellen wurden aus der Saule in ein 15 ml tube gedruckt. Im An-
schluss wurden 10 pl aus der Zellsuspension entnommen und es erfolgte die Zellzah-
lung der lebenden Zellen mittels Durchflusszytometrie (s. Abschnitt 2.4.2) unter Hinzu-
gabe von Propidiumiodidiésung (Miltenyi Biotec). Bei Propidiumiodid handelt es sich
um einen fluoreszierenden Nukleinsaureninterkalator, der nur die Membran von toten
Zellen passieren kann, und somit fiir die bei der Auswertung relevante Unterscheidung
zwischen toten und lebenden Zellen wichtig ist. Die restliche Zellsuspension wurde mit
RPMI auf 10 ml aufgefullt und anschlieend bei 4 °C fir 10 min bei 300 x g zentrifu-
giert. Daraufhin erfolgte die Resuspension in 2 ml RPMI.
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2.5.3 Stimulation der B-Zellen
Zur Stimulation der B-Zellen wurde CpG ODN 2006 (Invivogen) verwendet. Hierbei

handelt es sich um Oligonukleotide aus Guanin und Cytosin, welche als humane TLR9-
Liganden an B-Zellen fungieren, und diese damit aktivieren. Von den zuvor bei -20 °C
gelagerten CpG Aliquots mit einer Konzentration von 3,85 mg/ml wurde zur Stimulation
eine CpG-Konzentration von 2,5 ug/ml verwendet. Fur die Stimulierung wurde eine 24
well Kulturplatte verwendet. In alle verwendeten wells wurde zunachst 1 ml RPMI hin-
eingegeben. Daraus wurden im Anschluss 1,3 ul wieder herausgenommen und mit 1,3
pI CpG-Lésung fur die Stimulation oder mit 1,3 ul endotoxinfreiem Wasser fir die Kon-
trollgruppe ersetzt. Bei beiden Bedingungen sollte nun die Wirkung von einem A3R-A-
gonisten und einem A3R-Antagonisten getestet werden. Als A3R-Agonist wurde 71-[2-
Chloro-6-[[(3-iodophenyl)methyllamino]-9H-purin-9-yl]-1-deoxy-N-methyl-B-D-ribofura-
nuronamide (2-CI-IB-MECA von Tocris) in verschiedenen Konzentrationen (50 nM, 100
nM und 200 nM) verwendet. Als A3R-Antagonist wurde (8R)-8-Ethyl-1,4,7,8-tetrahydro-
4-methyl-2-(2, 3, 5-trichlorophenyl)-5H-imidazo[2, 1-ijpurin-5-one monohydrochloride
(PSB 10 hydrochloride von Tocris) ebenfalls in verschiedenen Konzentrationen (50 nM,
100 nM und 200 nM) verwendet. Es wurden jeweils 5 ul, 10 pl oder 20 pl der Substan-
zen aus der zuvor erstellten Vorverdinnung in die mit RPMI (mit oder ohne CpG) ge-
fullten wells pipettiert, um die gewilinschten Konzentrationen zu erreichen. Die Zellsus-
pension wurde nach Anzahl der Bedingungen mit RPMI aufgefillt, jeweils 1 ml der Zell-
suspension zu den geflllten wells gegeben und mit der Pipette gut durchmischt. Auf-
grund der geringen Zellzahl bei den Proben der SLE-Patienten, konnten nicht alle Be-
dingungen bei jedem Versuch untersucht werden. Die leeren wells wurden mit phos-
phatgepufferter Kochsalzlésung (DPBS = Dulbecco's Balanced Salt Solution) aufgefuillt
und die Platte wurde fur 4 Stunden im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss
wurden die Zellsuspensionen gut durchmischt und jeweils auf 2 ml tubes verteilt. Um
die Stimulantien herauszuwaschen folgte daraufhin das zweimalige Zentrifugieren bei
300 x g fur 10 min bei 8 °C und Auffillen mit RPMI je nach Zellzahl.

2.5.4 T-Zell Markierung und erste Messunq

Wahrend der Inkubationszeit der B-Zellen wurden die restlichen PBMCs mit Cell
Proliferation Dye eFluor 450 (Invitrogen) und die T-Zellen jeweils mit Antikdrpern gegen
CD4 und CD8 markiert, sowie die Messung zum Zeitpunkt null (t0) durchgefuhrt. Beim
Cell Proliferation Dye eFluor 450 handelt es sich um einen violett fluoreszierenden
Farbstoff, welcher an einem Grof3teil der zellularen Proteine bindet und sich bei der

Zellteilung gleichmafig auf die Tochterzellen verteilt. Bei jeder Zellteilung halbiert sich
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die Fluoreszenz, wodurch Uber deren Messung eine Beurteilung der Zellproliferation
moglich ist (s. Abb. 5)

100%

75%

50%

101 1e1 1e2 13 1e4
VioBlue-A V1-A

Abb. 5: Beispielhafte Darstellung der Proliferation von T-Zellen eines SLE-Patienten

Verhalten der Fluoreszenz der T-Zellen unter Anfarbung mit Cell Proliferation Dye eFluor 450 zum Zeit-
punkt null (blau) und nach 72 Stunden (rot). X-Achse: Fluoreszenz im VioBlue-Kanal, Y-Achse: Cell-
events in %

Da fur das Anfarben mit Cell Proliferation Dye eFluor 450 eine maximale Zellkonzentra-
tion von 2 x 107 Zellen nicht Gberschritten werden sollte, wurde zunachst eine Zellzéh-
lung der Rest-PBMCs mittels Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Im Anschluss erfolgte
ein einmaliges Zentrifugieren bei 300 x g und 4 °C fur 10 min und ein Auffullen mit bei
37 °C vorgewarmtem DPBS. Es folgte das zweimalige Waschen mittels Zentrifugieren
und Resuspendieren der Zellen in 1 ml warmem DPBS bei 300 x g und 18 °C fir je-
weils 10 min. Fur das Anfarben wurde 1 ml einer 20 uM Lésung des Cell Proliferation
Dye eFluor 450 vorbereitet und gut mit der Zellsuspension vermischt, um eine Gesamt-
konzentration von 10 uM zu erreichen. Die Zellen wurden anschlieend fir 10 min bei
37 °C im Dunkeln inkubiert. Daraufhin flllten wir die Lésung mit 15 ml gekihltem RPMI
auf und inkubierten das Gemisch fur 5 min im Dunkeln auf Eis, um die Reaktion zu
stoppen. Es erfolgte im Anschluss die 3-malige Zentrifugation bei 300 x g und 4 °C fur
10 min mit jeweils anschlieRender Resuspension der Zellen in RPMI. Daraufhin folgte
eine Zellzahlung der viable cells unter Hinzugabe von Propidiumiodid mittels FACS.
Zum Schluss resuspendierten wir die Zellen entsprechend der Zellzahl in RPMI (100
000 Zellen pro 10 pl RPMI).
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Es wurden jeweils 100 000 Zellen (in 100 pl) fir die Messung zum Zeitpunkt null in ein
well einer 96-well Suspension Culture Plate Uberfuhrt. Die Platte wurde bei 300 x g und
4 °C fur 10 min zentrifugiert, die Uberstande abgesaugt und die Zellen im Anschluss in
20 pl der Mischung von FcR Blocking Reagent mit MACS Quant Running Buffer (s.
2.4.1) resuspendiert. Es folgte die Inkubation bei 4 °C fur 10 min. Die fluoreszierenden
Antikérper fur CD4 und CD8 und ihre jeweiligen Isotypkontrollen (s. Materialliste) wur-
den in einer 1:50 Verdunnung hinzugegeben, mittels Pipettieren gut vermengt und das
Gemisch erneut bei 4 °C fur 10 min inkubiert. Im Anschluss wurde die Zellsuspension
auf 200 yl mit MACS Quant Running Buffer aufgefullt, die Platte erneut bei 300 x g und
4 °C far 10 min zentrifugiert und die Zellen mit 200 yl MACS Quant Running Buffer re-
suspendiert. Es folgte sodann die durchflusszytometrische Messung mit dem MACS

Quant Analyzer 10 bei Raumtemperatur zum Zeitpunkt t0.

2.5.5 Befiillung der Inkubationsplatten, T-Zell Aktivierung und abschlie-

Rende Messung

Die fir 4 Stunden mit den verschiedenen Stimulantien behandelten B-Zellen (s. 2.5.3)
wurden mit verschiedenen Verhaltnissen nun erneut mit den restlichen PBMCs ver-
mengt. Hierbei wurden Verhaltnisse von B-Zellen zu PBMCs von 1:1 und 10:1 unter-
sucht. Zudem erfolgte auch die Betrachtung von T-Zellen ohne Hinzugabe der B-Zel-
len. Die Zellsuspensionen wurden entsprechend der jeweiligen Bedingungen mit einem
Gesamtvolumen von 200 pl in die wells einer 96-well Suspension Culture Plate Uber-
fuhrt.

Zur Aktivierung der T-Zellen wurden CD3 Monoclonal Antibody (HIT3a) und CD28 Mo-
noclonal Antibody (CD28.2) von Invitrogen verwendet. Dies ist notwendig, um unter in
vitro Voraussetzungen eine Proliferation der T-Zellen zu gewahrleisten. Der monoklo-
nale Antikdrper gegen CD3 fuhrt hierbei Uber eine Quervernetzung mit dem T-Zell Re-
zeptor zu einer Aktivierung und verstarkten Proliferation der T-Zellen. Der monoklonale
Antikdrper gegen CD28 fuhrt durch Bindung an CD80 und CD86 zu einer starken Co-
Stimulation von T-Zellen. Beide Antikérper wurden in einer Gesamtkonzentration von 1
Hg/ml verwendet, mit einer Gesamtmenge an vorverdinnter Lésung von 5 pl zu den je-
weiligen wells gegeben und alles gut vermengt. Einige wells wurden als Negativkontrol-
len entsprechend ausgelassen und diese Zellen nicht mit CD3- und CD28-Antikérpern
aktiviert. Alle leeren wells wurden mit gleicher Menge an DPBS aufgeflllt und die Platte

in den Brutschrank gestellt und fir 72 Stunden inkubiert.

Nach 72 Stunden wurde die Platte bei 300 x g fur 10 min bei 4 °C zentrifugiert, die

Uberstande abgenommen und fiir eventuelle weitere zukiinftige Versuche eingefroren.
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Es folgte die Markierung der T-Zellen mit den fluoreszierenden Antikérpern gegen CD4
und CD8 mit anschlieRendem FACS analog zum Vorgehen beim Zeitpunkt O (s. 2.5.4).
Aufgrund der Komplexitat des Versuchsaufbaus, ist dieser im Folgenden in Abb. 6 zu-

sammenfassend schematisch dargestellt.
PBMC
SN

Durchfluss CD19+ B-Zellen

| ]

. . CpG
2y P;%Z(e):czt;%n Dye ADR-Agonist
ADR-Antagonist
(Inkubatioszeit 4h)

]

Rest-PBMC und CD19+ B-Zellen
» Zugabe von Anti-CD3+ Anti-CD28
» Inkubation fur 72h im Brutschrank und
anschlieBende Messung der T-Zellen

Abb. 6: Zusammenfassende schematische Darstellung des Versuchsaufbaus der Suppressionsassays
PBMC = peripheral blood mononuclear cells, MACS = magnetic cell sorting, ADR = Adenosinrezeptor,
CD = cluster of differentiation, h = Stunden.

2.5.6 Etablierung und Auswertung

Zur Etablierung der Methodik wurden zunéachst verschiedene Bedingungen und Inku-
bationszeiten untersucht. Zunachst wurde das Verhalten der Zellen ohne Hinzugabe
des A3R-Agonsiten und -Antagonisten anhand aufgetauter Proben untersucht. Hier
konnte eine Zellproliferation festgestellt werden und es wurde eine Inkubationszeit von
72 Stunden gewahlt. Um zu untersuchen, ob der Prozess des Einfrierens das Verhal-
ten der Zellen verandert, wurden die Proben eines SLE-Patienten und eines gesunden
Probanden auch in frischem Zustand untersucht. Aufgrund der hohen Zellzahl bei der
Probe des gesunden Probanden, konnte hier die Halfte der Zellen eingefroren werden
und die andere Zelle in frischem Zustand untersucht werden. Hier zeigte sich zwar eine
insgesamt bessere Proliferation bei frischen Zellen, das Verhalten nach Hinzugabe der

Stimulantien anderte sich jedoch nicht. Aufgrund des sehr hohen Zeitaufwandes und
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der Mdglichkeit mehrere Proben gleichzeitig zu untersuchen, wurde daher als Vorge-
hen die Betrachtung eingefrorener Zellen gewahlt. Zudem wurden der A3R-Agonist

und der A3R-Antagonist erst nach Feststellung eines funktionsfahigen Modells hinzu-
gegeben. Die Probe eines SLE-Patienten musste aufgrund der geringen Zellzahl ver-
worfen werden und konnte nicht untersucht werden. Fur die Vorversuche wurden ins-

gesamt Proben von 5 SLE-Patienten und 3 gesunden Probanden verwendet.

In der abschlieRenden Auswertung wurden nur diejenigen Versuche betrachtet, die un-
ter gleichen Bedingungen mit Untersuchung der A3R-Agonisten und -Antagonisten
durchgefuhrt wurden und bei denen eine Inkubationszeit von 72 Stunden eingehalten
wurde. Aufgrund von Zelltod in einigen Versuchen mussten die Proben von 3 SLE-Pati-
enten aus der Gesamtauswertung herausgenommen werden. Die Gesamtauswertung

beinhaltet somit die Proben von 7 SLE-Patienten und 4 gesunden Probanden.

Die durchflusszytometrischen Daten wurden mit der Software Flowlogic (Version
MACS Miltenyi Biotec) ausgewertet. Fur die Auswertung wurde zum einen die mittlere
Fluoreszenz (MFI = mean fluorescence intensity) betrachtet. Hierbei ergab sich die
Problematik, dass es je nach Probe, moéglicherweise aufgrund der Zellzahl oder des
Verhaltens der Zellen, zu sehr unterschiedlichen Ausgangswerten kam, sodass wir
uns, um vergleichbare Werte zu erhalten, dazu entschlossen fur die Auswertung die
Werte der MFI nach 72 Stunden in Relation zur MFI zum Zeitpunkt null zu verwenden.
Als zweiter Ansatz wurde flr die Auswertung der prozentuale Anteil an Zellen betrach-
tet, welche Uber den Zeitpunkt tO hinaus proliferieren. Die Gating-Strategie, die bei der

Auswertung verwendet wurde, ist in Abb. 7 aufgeflhrt.
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Abb. 7: Gatingstrategie fiir die Suppressionsassays. Darstellung mittels Flowlogic

(A) Punktdiagramm mit Darstellung des Gatings der PBMCs. Herausgaten von Zellfragmenten (s. Abb.1)
(B) Punktdiagramm zur Betrachtung nur der single cells (s. Abb.1).

(C) Punktdiagramm zur Darstellung des Gatings der /iving cells anhand von Propidiumiodid (Y-Achse).
Zellpopulationen mit vermehrter Propidiumiodidanreicherung werden als tote Zellen nicht in der Auswer-
tung betrachtet.

(D) Punktdiagramm zur Darstellung des Gates fiir die T-Zellen. Gate-Setzung anhand der Zellpopulatio-
nen und Isotypkontrollen fiir CD4 und CD8 zum jeweiligen Zeitpunkt.

(E) Zusitzliches Gate zur Betrachtung der T-Zell-Untergruppen anhand der Populationen im Punktdia-
gramm.

(F) Histogramm zur Darstellung eines peaks an nicht mit Cell Proliferation Dye eFluor 450 angefarbten
Zellen (hier mit ,,?* benannt), welcher sich in allen Proben mit hinzugegebenen B-Zellen, sowohl zum
Zeitpunkt t0, als auch nach 72 Stunden zeigte.

(G) Verhalten des ,,?“-peaks in Histogrammen in Abhéngigkeit des Verhiltnisses von B-und T-Zellen am
Beispiel der Probe eines gesunden Probanden (HcMIs23). Hier zeigt sich eine deutliche positive Korrela-
tion mit der Anzahl an hinzugegebenen B-Zellen. Blau dargestellt ist die Proliferation zum Zeitpunkt t0
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und rot dargestellt die zum Zeitpunkt t72. Hierbei konnte es sich mdglicherweise, aufgrund einer nicht
ganz reinen B-Zell-Isolierung, um nicht angeférbte T-Zellen handeln, oder um B-Zellen, die félschlicher-
weise mit in das T-Zell-Gate strahlen. Da diese Zellen bereits zum Zeitpunkt t0 nicht mit Cell Prolifera-
tion Dye eFluor 450 angefarbt waren, wurden sie in der Auswertung nicht betrachtet.

(H) Histogramm zur beispielhaften Darstellung des ,,without Bcells* gate, welches fiir die Auswertung
verwendet wurde. Anhand dieses Gates wurde die MFI zum Zeitpunkt t72 mit der MFI zum Zeitpunkt t0
verglichen.

() Beispielhafte Darstellung der Gate-Setzung fiir den Anteil an proliferierter CD8+ T-Zellen (in % zur
Gesamtzellzahl). Die Schwelle wird anhand der Fluoreszenz zum Zeitpunkt null (Histogramm links) mit
einer Toleranz von < 1 % an nicht proliferierten Zellen gesetzt. Alle Zellen mit einer Fluoreszenz unter-
halb dieses Schwellenwertes werden nach 72 Stunden als proliferierte Zellen ausgewertet.

(CD = cluster of differentiation)

Die statistische Auswertung erfolgte tber ein mit der Software R erstelltes lineares Re-
gressionsmodell tGber die Ime-Funktion des Programms. Als allgemeine Gleichung flr
das Modell verwendeten wir den jeweils zu untersuchenden Wert (relative MFI oder
prozentuale Proliferation) als abhéngige Variable in Abhangigkeit von der Diagnose
und Agonisten- bzw. Antagonistenkonzentration mit der Probennummer als random

effect. Eine beispielhafte Gleichung stellte sich so dar:
Relative MFI ~ Agonistenkonzentration*Diagnose, random =~ 1 | Probe.ID
Die dargestellten Graphiken wurden mit GraphPad Prism 9 erstellt.

2.6 Ethik

Der Studienplan wurde der zustandigen Ethikkommission vorgelegt und von dieser be-
willigt (Interne Studien-Nr. 5714R). Die Untersuchungen erfolgten in Ubereinstimmung
mit der Deklaration von Helsinki. Alle Patienten wurden vor der Studienteilnahme aus-
fuhrlich aufgeklart und gaben Ihre Einwilligung. Durch Kodierung der Blutproben mittels
einer Patienten-ID wurden Patientendaten pseudonymisiert. Ein Rickschluss auf die
Identitat der Probanden war durch das Laborpersonal nicht mdglich. Eine Ricknahme
der Einwilligung an der Studienteilnahme war von Seiten der Patienten jederzeit ohne

Rechtfertigung maglich.

3 Resultate
3.1 Resultate der B-Zell-Analyse

3.1.1 Regulatorische B-Zellen bei SLE-Patienten vermindert

Im Mittel zeigten sich in der FACS-Analyse bei den gesunden Probanden 45 596 Ge-
samt-B-Zellen und bei den SLE-Patienten 44 487 B-Zellen (p = 0,7689), 95 % Kl [-
8706, +6469]. In der absoluten Anzahl der betrachteten B-Zellen ergaben sich dem-
nach keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen Gesunden und SLE-Patien-

ten.
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Bei der Auswertung der in der Literatur beschriebenen CD19+CD5+ und
CD19+CD5+CD1d+ Breg-Populationen, sowie der CD19+CD5+CD1d+CD11c+ B-Zell-
Population zeigten sich unter Durchfiihrung eines Mann-Whitney U Tests Unterschiede
zwischen SLE-Patienten und gesunden Probanden. Der Anteil CD19+CD5+ B-Zellen
an der gesamten B-Zell Population zeigte sich bei SLE-Patienten im Vergleich zu ge-
sunden Probanden deutlich vermindert (p < 0,0001), 95 % Kl [-7,837, -3,444] mit einem
Mittelwert von 9,43 % bei Gesunden und 3,85 % bei SLE-Patienten. Auch die Untersu-
chung der CD19+CD5+CD1d+ B-Zell-Gruppe (p = 0,0080), 95 % Kl [-1,573, -0,2702]
ergab einen statistisch signifikanten Unterschied bei Mittelwerten von 2,76 % bei Ge-
sunden und 1,68 % bei SLE-Patienten, der sich auch unter Hinzunahme von CD11c in
die Auswertung weiterhin nachweisen lie® (p = 0,0155), 95 % KI [-0,8640, -0,1088] (s.
Abb.8).
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Abb. 8: Unterschiede regulatorischer B-Zellen von SLE-Patienten und gesunden Probanden unter
zusitzlicher Betrachtung von CD11¢
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Mittels Durchflusszytometrie untersuchter Anteil in der Literatur beschriebener regulatorischer B-Zellen
an Gesamt-B-Zellen (in %) im Vergleich zwischen gesunden Probanden (healthy controls = HC) und
SLE-Patienten (SLE). Darstellung als Punktdiagramm, wobei ein Punkt einem Probanden entspricht. Mit-
telwerte werden mittels der horizontalen Linie veranschaulicht. Die p-Werte wurden mittels Mann-Whit-
ney U Test berechnet. p < 0,05 wird als statistisch signifikant (*) gewertet. CD = cluster of differentia-
tion, Breg = regulatorische B-Zellen.

Bei der Untersuchung der zu Beginn der Arbeit anhand von Oberflachenmarkern defi-
nierten Population an regulatorischen B-Zellen zeigten sich unter Durchfiihrung eines
Mann-Whitney U Tests leichte Unterschiede zwischen SLE-Patienten und gesunden
Probanden. In der CD19+IgM+CD24+CD23-CD1d+CD5+ B-Zell-Gruppe zeigte sich bei
SLE-Patienten eine im Vergleich zu gesunden Probanden verminderte Zellzahl (p =
0,0162), 95 % KI [-0,5402, -0,0384] bei Mittelwerten von 1,14 % bei Gesunden und
0,71 % bei Erkrankten. Auch bei Betrachtung der CD19+IgM+CD24+CD23-
CD1d+CD5+CD11c+ B-Zell-Gruppe (p = 0,0296), 95 % KI [-0, 2612, -0,0156] konnte

ein statistisch signifikanter Unterschied nachgewiesen werden (s. Abb.8).
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Abb. 9: Unterschiede der in dieser Arbeit neu definierten Gruppe regulatorischer B-Zellen von
SLE-Patienten und gesunden Probanden unter zusétzlicher Betrachtung von CD11c

Mittels Durchflusszytometrie untersuchter Anteil der in dieser Arbeit neu definierten Population regulato-
rischer B-Zellen an Gesamt-B-Zellen (in %) im Vergleich zwischen gesunden Probanden (healthy con-
trols = HC) und SLE-Patienten (SLE). Darstellung als Punktdiagramm, wobei ein Punkt einem Proban-
den entspricht. Mittelwerte werden mittels der horizontalen Linie veranschaulicht. Die p-Werte wurden
mittels Mann-Whitney U Test berechnet. p < 0,05 wird als statistisch signifikant (*) gewertet. CD = clus-
ter of differentiation, Brg = regulatorische B- Zellen.
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Wir betrachteten zudem den prozentualen Anteil der Bieg, der zusatzlich CD11c als
Oberflachenmolekiil exprimiert. Hier zeigte sich interessanterweise in beiden unter-
suchten Populationen bei SLE-Patienten, trotz geringerer Gesamtzellzahl, ein hdherer
Anteil CD11c+ Byeg, als bei gesunden Probanden (s. Abb.9). Dieser Unterschied war
bei den CD19+CD5+CD1d+ Byeg statistisch signifikant (p = 0,0027), 95 % Kl [4,41,
23,79] bei einem Mittelwert von 57,74 % bei Gesunden und 72,15 % bei SLE-Patien-
ten, wahrend sich bei den CD19+IgM+CD24+CD23-CD1d+CD5+ B¢y, bei einem Mittel-
wert von 53,07 % bei Gesunden und 61,09 % bei SLE-Patienten, ein statistischer
Trend zeigte (p = 0,0906), 95 % KI [-0,77, 15,27].
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Abb. 10: Unterschiede im Anteil CD11c+ regulatorischer B-Zellen (in %) im Vergleich zwischen
SLE-Patienten und gesunden Probanden

Darstellung als Punktdiagramm. Ein Punkt entspricht einem Probanden. Mittelwerte werden mittels der
horizontalen Linie veranschaulicht. Die p-Werte wurden mittels Mann-Whitney U Test berechnet. p <
0,05 wird als statistisch signifikant (*) gewertet. HC = healthy control, SLE = SLE-Patienten, CD = clus-
ter of differentiation, Br; = regulatorische B-Zellen.

3.1.2 Resultate der Genexpressionsanalyse an B-Zellen

3.1.2.1 Ergebnisse der mRNA-Expression von Zytokinen und Zytokinrezeptoren

Bei der Auswertung der Ergebnisse der mRNA-Expression auf humanen B-Zellen fir
die Zytokine TGF-B1 (p = 0,1402), 95 % KI [-0,4341, -0,0557] und IL-10 (p = 0,9692),
95 % KI[-0,3341, 0,4220] sowie fur den IL-21-Rezeptor (p = 0,1171) 95 % KI [-0,5046,
0,06968] konnten entgegen unserer Erwartungen keine statistisch signifikanten Unter-
schiede in der MRNA-Expression zwischen Gesunden und SLE-Patienten festgestellt
werden. Die mMRNA-Expression beider Untereinheiten von IL-35 (EBI3 und IL-12A)
zeigte sich bei SLE-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden erniedrigt. Die Er-
gebnisse hierzu waren sowohl bei EBI3 (p = 0,040), 95 % KI [-0,5364, 0,0042] als auch
bei IL-12A (p = 0,0002), 95 % KI [-0,7424, -0,1154] statistisch signifikant. Die mMRNA-
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Expression des untersuchten TNFR1 auf B-Zellen war bei SLE-Patienten im Vergleich
zu gesunden Kontrollen statistisch signifikant erhdht (p = 0,0491), 95 % Kl [-0,002423,

1,075]. Die Ergebnisse sind in Abb. 11 zusammenfassend dargestellt.
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Abb. 11: mRNA-Expression der Zytokine und Zytokinrezeptoren in humanen B-Zellen bei Gesun-

den und SLE-Patienten
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Mittels qRT-PCR analysierte mRNA-Expression der untersuchten Zytokine und Zytokinrezeptoren an
humanen B-Zellen im Vergleich zwischen gesunden Probanden (healthy controls = HC) und SLE-Patien-
ten (SLE). Darstellung als Punktdiagramm, wobei jeder Punkt einem Probanden entspricht. Mittelwerte
werden mittels der horizontalen Linie veranschaulicht. Die p-Werte wurden mittels Mann-Whitney U
Test berechnet. p < 0,05 wird als statistisch signifikant (*) gewertet. IL = Interleukin, IL-21R = Interleu-
kin-21-Rezeptor, TNFR = TNFa-Rezeptor, TGFP = tumor growth factor beta, mRNA = messenger ribo-
nucleic acid.

3.1.2.2 Ergebnisse der mRNA-Expression des A3R

Wir konnten bei der Untersuchung des A3R bei Berechnung mittels Mann-Whitney U
Test statistisch signifikante Unterschiede der mMRNA-Expression auf humanen B-Zellen
zwischen gesunden Probanden und SLE-Patienten feststellen (p = 0,0056), 95 % Ki
[0,198, 1,385]. B-Zellen von SLE-Patienten wiesen hierbei eine erhéhte Expression an
A3R auf (s. Abb. 12).
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Abb. 12: mRNA-Expression des untersuchten A3R in humanen B-Zellen bei Gesunden und SLE-
Patienten

Mittels qRT-PCR analysierte mRNA-Expression des untersuchten A3R an humanen B-Zellen im Ver-
gleich zwischen gesunden Probanden (healthy controls = HC) und SLE-Patienten (SLE). Darstellung als
Punktdiagramm. Ein Punkt entspricht einem Probanden. Mittelwerte werden mittels der horizontalen Li-
nie veranschaulicht. Die p-Werte wurden mittels Mann-Whitney U Test berechnet. p < 0,05 wird als sta-
tistisch signifikant (¥) gewertet. A3R = Adenosin A3 Rezeptor, mRNA = messenger ribonucleic acid.

3.2 Resultate Suppressionsassays

Bei den betrachteten T-Zellen handelte es sich bei gesunden Probanden im Mittel bei
68,03 % um CD4+ T-Zellen und bei 29,02 % um CD8+ T-Zellen. Ein geringer Tell
zeigte sich sowohl CD4+, als auch CD8+ (2,95 %). Bei den SLE-Patienten handelte es
sich im Mittel bei 68,58 % um CD4+ T-Zellen, bei 26,71 % um CD8+ T-Zellen und bei
4,69 % um CD4+CD8+ T-Zellen. Die CD4+CD8+ T-Zellen wurden bei der Auswertung
der Gesamt-T-Zellen miteinbezogen, jedoch aufgrund des aulerst geringen Anteils
nicht separat ausgewertet. Generell konnten wir in der Auswertung bei SLE-Patienten

deutlich groRRere Varianzen beobachten. Unter Verwendung eines linearen Regressi-
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onsmodells (linear mixed model) ergaben sich die im Folgenden aufgeflhrten Ergeb-
nisse. Insgesamt muss hierzu angemerkt werden, dass in diesem Abschnitt, im Hin-
blick auf die Diskussion der Resultate, nur von allgemeinen Tendenzen berichtet wer-
den soll. Bis auf wenige Ausnahmen bei der Untersuchung der A3R-Agonisten und
-Antagonisten in der Gruppe der gesunden Kontrollen, konnten hier keine statistisch

signifikanten Ergebnisse beobachtet werden.

Wir sahen uns zunachst das proliferative Verhalten der T-Zellen bei gesunden Proban-
den und SLE-Patienten ohne Hinzugabe von B-Zellen an. Hierbei konnten wir eine ten-
denziell geringere Proliferation der T-Zellen von SLE-Patienten im Vergleich zu gesun-
den Probanden beobachten. Unter Betrachtung der MFI ergab sich hier ein fixed effect
von 3,137, 95 % Kl [-11,611, 17,883], (p = 0,646). Insgesamt zeigte sich bei Hinzugabe
der B-Zellen bei Gesunden eine tendenzielle Zunahme der Proliferation, wahrend bei
SLE-Patienten kaum Effekte wahrzunehmen waren. Im Vergleich zu den T-Zellen, wel-
che im 1:1 Verhaltnis (B-Zellen zu Rest-PBMCs) inkubiert wurden, kdnnte man bei
denjenigen mit Hinzugabe von B-Zellen im 10:1 Verhaltnis unter den Gesunden bei ei-
nem Intercept von 17,51 einen tendenziell eher suppressiven Effekt der B-Zellen ver-
muten (fixed effect 2,416, 95 % Kl [-3,366, 8,199], (p = 0,346)), wahrend bei SLE-Pati-
enten die Proliferation der T-Zellen, bei insgesamt verminderter Proliferation im Ver-
gleich zu Gesunden, in diesem Falle im Mittel unverandert blieb und tendenziell sogar
fraglich verstarkt wurde (fixed effect -0,309, 95 % Kl [-10,715, 10,097], (p = 0,944)).
Betrachteten wir den Effekt der B-Zellen, die mit CpG stimuliert wurden, konnten wir
auch hier keine statistisch signifikanten Ergebnisse beobachten. Rein deskriptiv unter
Betrachtung des fixed effect zeigte sich sowohl bei den gesunden Probanden (fixed
effect 0,631, 95 % Kl [-2,813, 4,076], (p = 0,677)), als auch bei den SLE-Patienten eine
tendenziell leicht suppressive Wirkung (fixed effect 0,288, 95 % Kl [-5,643, 6,218], (p =
0,912)), wobei auch hier aufgrund der Breite des Konfindezintervalls keine statistisch
signifikanten Effekte vorliegen.

Die beschriebenen Tendenzen konnten wir unter Betrachtung des prozentualen Anteils
proliferierter T-Zellen zum Teil deutlicher sehen. Hier ergaben sich bei Hinzugabe un-
stimulierter B-Zellen bei einem Intercept von 79,07 % bei Gesunden ein tendenziell
suppressiver Effekt von -5,612, 95 % Kl [-12,444, 1,218], (p = 0,091) mit statistischem
Trend, und bei SLE-Patienten eine eher proliferative Tendenz von 3,598, 95 % KI [-
8,771, 15,968], (p = 0,503). Bei Hinzugabe von B-Zellen, die zuvor mit CpG stimuliert
worden waren, konnten wir bei Gesunden weiterhin eine tendenzielle Suppression der
T-Zell-Proliferation feststellen (fixed effect -2,544, 95 % Kl [-7,224, 2,137], (p = 0,239)),

wahrend der tendenziell proliferative Effekt der B-Zellen bei SLE-Patienten vermindert
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wurde (fixed effect 1,567, 95 % Kl [-6,508, 9,642], (p = 0,660)). Die gleichen Tenden-
zen konnten wir auch unter Betrachtung der CD4+ T-Zellen und CD8+ T-Zellen separat
voneinander feststellen. Unter diesen Beobachtungen lief3en sich keine statistisch sig-

nifikanten Effekte verzeichnen.

Unter allen nur mit Anti-CD3, Anti-CD28, sowie CpG stimulierten Proben zeigte sich ein
tendenzieller Unterschied der MFI zwischen SLE-Patienten und gesunden Probanden.
Hierbei zeigt sich die MFI der Gesamt-T-Zellen bei SLE-Patienten hdher als bei den
Gesunden (fixed effect 7,245, 95 % Kl [-7,373, 21,865], (p = 0,291)), sodass also bei
den Proben der SLE-Patienten eine insgesamt geringere Proliferation der T-Zellen
denkbar ware. Diese Tendenz konnte auch bei separater Auswertung der CD4+ T-Zel-
len (fixed effect 5,742, 95 % Kl [-8,361, 19,846], (p = 0,381)) und CD8+ T-Zellen (fixed
effect 7,643, 95 % Kl [-9,404, 24,689], (p = 0,336)) festgestellt werden und zeigte sich
ebenso bei der Betrachtung des prozentualen Anteils proliferierter Zellen. Am Beispiel
proliferierter T-Zellen zeigte sich hier bei einem Intercept von 77,57 % ein fixed effect
von -11,26 (95 % Kl [-36,07, 13,55], (p = 0,331)). Von statistisch signifikanten Unter-

schieden kdnnen wir hier jedoch nicht berichten.

Zur Auswertung der Wirkung des A3R-Agonisten und -Antagonisten werteten wir zu-
nachst die Gesamtwirkung auf die stimulierten Zellen unabhangig von der eingesetzten
Konzentration aus. Im linear mixed model (s. Punkt 2.5.6) zeigte sich hier bei gesun-
den Probanden eine negative Assoziation zwischen der Hinzugabe des Agonisten und
der MFI der T-Zellen (fixed effect -1,052, 95 % Kl [-2,967, 0,863], (p = 0,273)), wahrend
sich bei SLE-Patienten eine tendenzielle Zunahme der MFI verzeichnen lief3 (fixed
effect 1,123, 95 % Kl [-1,645, 3,892], (p = 0,416)). Es kam somit unter Hinzugabe des
A3R-Agonisten insgesamt zu einer tendenziell starkeren Proliferation der T-Zellen bei
Gesunden, aber zu einer tendenziell verminderten Proliferation bei SLE-Patienten. Die
gleichen Tendenzen zeigten sich auch bei Betrachtung der CD4+ T-Zellen und CD8+
T-Zellen getrennt voneinander. Diese waren jedoch bei breiten Konfidenzintervallen
gering und nicht statistisch signifikant. Unter Betrachtung der Wirkung der Antagonis-
ten auf die T-Zell Proliferation, sah man interessanterweise ahnliche Resultate. Bei den
gesunden Probanden zeigte sich hier ein statistischer Trend mit negativer Korrelation
zwischen der Hinzugabe der Antagonisten und der MFI (fixed effect -1,745, 95 % Kl [-
3,585, 0,094], (p = 0,063)), wahrend bei den SLE-Patienten eine tendenzielle Zunahme
der MFI, also eine verminderte Proliferation, zu verzeichnen war (fixed effect 1,121,

95 % Kl [-1,482, 3,726], (p = 0,388)). Auch hier ergaben sich die gleichen Tendenzen
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unter Betrachtung der CD4+ und CD8+ T-Zellen separat voneinander. Statistisch signi-

fikante Ergebnisse konnten wir auch hier nicht feststellen.

Fir die weitere Auswertung betrachteten wir auf gleiche Weise anhand der im 10:1
Verhaltnis (B-Zellen zu Rest-PBMCs) inkubierten Proben die Wirkung des Agonisten
und Antagonisten in den jeweils unterschiedlichen Konzentrationen auf die MFI, und
somit auf die Starke der Proliferation. Es zeigten sich auch hier keine statistisch signifi-
kanten Unterschiede. Bei genauer Betrachtung der Resultate zeigte sich bei den ge-
sunden Probanden unter Wirkung der Agonisten eine tendenziell verstarkte Prolifera-
tion, wobei die starkste Tendenz bei der Konzentration 100 nM festgestellt werden
konnte (fixed effect -2,099, 95 % Kl [-4,634, 0,435], (p = 0,101)), wahrend sie bei den
Konzentrationen von 50 nM (fixed effect -0,558, 95 % Kl [-3,318, 2,202], (p = 0,681))
und 200 nM (fixed effect -1,344, 95 % Kl [-3,976, 1,286], (p = 0,303)) etwas geringer
war. Im Gegensatz hierzu konnten wir bei SLE-Patienten unter Hinzugabe des Agonis-
ten tendenziell insgesamt schwachere Effekte feststellen, wobei auch hier eine geringe
Tendenz in der Konzentration von 100 nM zu verzeichnen war (fixed effect 1,108, 95 %
Kl [-2,307, 4,524], (p = 0,511)), wahrend auch hier bei 50 nM (fixed effect 0,657, 95 %
Kl [-3,177, 4,492], (p = 0,727)) und 200 nM (fixed effect -0,006, 95 % Kl [-3,539, 3,527],
(p = 0,997)) kein Unterschied festgestellt werden konnte. Die Ergebnisse sind in Ta-

belle 9 zusammenfassend dargestellt.

Agonistenkonzentration fixed effect 95 %-KI p-Wert Intercept
HC 50 nM -0,558 [-3,318, 2,202]| 0,681 18,38
HC 100 nM -2,099 [-4,634, 0,435]| 0,101 18,38
HC 200 nM -1,344 [-3,976, 1,286]| 0,303 18,38
SLE 50 nM 0,657 [-3,177,4,492]| 0,727 25,44
SLE 100 nM 1,108 [-2,307,4,524]| 0,511 25,44
SLE 200 nM -0,006 [-3,539, 3,527]| 0,997 25,44

Tabelle 9: Ubersicht der Ergebnisse zur Wirkung der A3-Adenosinrezeptor-Agonisten auf die MFI
(mean fluorescence intensity) der T-Zellen. Die Werte wurden mittels /inear mixed model berechnet.
HC = healthy controls, SLE = SLE-Patienten (rot hinterlegt), KI = Konfidenzintervall, nM = Nanomolar.

Unter Einwirkung des Antagonisten zeigten sich Uberraschenderweise dhnliche Wir-
kungen auf die MFI, wie bei Hinzugabe des Agonisten. Auch hier konnte bei den Ge-
sunden die starkste negative Korrelation mit der MFI bei einer Konzentration von 100
nM festgestellt werden (fixed effect -2,845, 95 % Kl [-5,751, 0,061], (p = 0,055)), wah-
rend sie bei 50 nM (fixed effect -1,225, 95 % Kl [-4,190, 1,741], (p = 0,402)) und 200
nM (fixed effect -2,056, 95 % Kl [-5,290, 1,177], (p = 0,201)) geringer war. Hier lie3
sich ein statistischer Trend in der Konzentration 100 nM sehen. Bei SLE-Patienten
zeigte sich ebenfalls der starkste Effekt bei 100 nM (fixed effect 1,932, 95 % Kl [-1,873,
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5,737], (p = 0,305)), wobei hier eine positive Korrelation zwischen der Hinzugabe des
Antagonisten und der MFI zu verzeichnen war. Bei 50 nM (fixed effect -0,233, 95 % K
[-4,350, 3,884], (p = 0,908)) und 200 nM (fixed effect 0,529, 95 % Kl [-3,577, 4,636], (p
= 0,792)) zeigte sich hingegen auch hier eine geringere Wirkung, wobei bei SLE-Pati-

enten kein statistischer Trend beobachtet werden konnte. Die zugehdrigen Ergebnisse

sind in Tabelle 10 zusammenfassend dargestellt.

onistenkonzentration fixed effect 95 %-KI p-Wert Intercept
HC 50 nM -1,225 [-4,190, 1,741]| 0,402 18,39
HC 100 nM -2,845 [-5,751,0,061]| 0,055 18,39
HC 200 nM -2,056 [-5,290, 1,177]| 0,201 18,39
SLE 50 nM -0,233 [-4,350, 3,884]| 0,908 25,44
SLE 100 nM 1,932 [-1,873, 5,737]| 0,305 25,44
SLE 200 nM 0,529 [-3,577,4,636]| 0,792 25,44

Tabelle 10: Ubersicht der Ergebnisse zur Wirkung der A3-Adenosinrezeptor-Antagonisten auf die
MFI (mean fluorescence intensity) der T-Zellen. Die Werte wurden mittels /inear mixed model berech-
net. Der statistische Trend (p<0,1) ist fett markiert. HC = healthy controls, SLE = SLE-Patienten (rot
hinterlegt), KI = Konfidenzintervall, nM = Nanomolar.

Bei Betrachtung der CD4+ T-Zellen und CD8+ T-Zellen getrennt voneinander zeigten
sich sowohl beim Einsatz des Agonisten als auch beim Einsatz des Antagonisten, die
gleichen Tendenzen, wobei bei den CD8+ T-Zellen der starkste Effekt bei der 50 nM
Konzentration bei SLE-Patienten gesehen wurde. Insgesamt sah man also sowohl bei
Verwendung des Agonisten, als auch bei Verwendung des Antagonisten, eine tenden-
zielle Zunahme der Proliferation der T-Zellen bei den Gesunden, wahrend es bei SLE-
Patienten zu einer verminderten Starke der T-Zell-Proliferation kam. Es konnten jedoch
keine statistisch signifikanten Ergebnisse beobachtet werden. Die Werte werden in

Abb. 13 graphisch dargestellt.
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Abb. 13: Relative MFI der T-Zellen bezogen auf den Zeitpunkt 0 (t0) unter Hinzugabe der A3R-
Agonisten und -Antagonisten im Vergleich zu nicht mit diesen stimulierten Proben am Beispiel der
10:1 Konzentration an B-Zellen zu Rest-PBMCs.

Die T-Zellen wurden mit Anti-CD3 und Anti-CD28 stimuliert. Die B-Zellen wurden mit CpG stimuliert.
(n=3-7). (A) Mittels Durchflusszytometrie untersuchte MFI der CD4+ T-Zellen nach 72 Stunden bezo-
gen auf die MFI zum Zeitpunkt t0 im Vergleich zwischen gesunden Probanden (Aealthy controls = HC)
und SLE-Patienten (SLE). Darstellung als Punktdiagramm. Mittelwerte werden mittels der horizontalen
Linie veranschaulicht. Standardabweichungen sind mittels vertikaler Linien dargestellt. Die horizontalen
gestrichelten Linien sollen die Ausgangswerte der Proben ohne Agonisten und Antagonisten besser ver-
anschaulichen (SLE = rot, HC = schwarz). Im linken Diagramm ist die Wirkung der Agonisten und im
rechten Diagramm die Wirkung der Antagonisten jeweils in den Konzentrationen 50 nM, 100 nM und
200 nM aufgefiihrt. (B) Darstellung der relativen MFI der CD8+ T-Zellen analog zu (A). MFI = mean flu-
orescence intensity, Ago = A3-Adenosinrezeptor-Agonist, Anta = A3-Adenosinrezeptor-Antagonist, CD
= Cluster of differentiation.

Zuletzt betrachteten wir die Wirkung der verwendeten Substanzen auf die prozentuale
T-Zell-Proliferation. So wurde im Gegensatz zur Auswertung der MFI nicht auf die
Starke der Proliferation geachtet, sondern nur auf den Anteil der T-Zellen, die tber-
haupt zur Proliferation angeregt wurden. Bei Betrachtung der Gesamtwirkung auf die
stimulierten Zellen unabhangig von der eingesetzten Konzentration sahen wir in dem
Fall bei gesunden Probanden bei einem Intercept von 77,48 % eine geringe positive
Assoziation zwischen der Hinzugabe des Agonisten und der prozentualen Proliferation
der T-Zellen (fixed effect 1,395, 95 % Kl [-1,172, 3,963], (p = 0,278)). Auch bei SLE-
Patienten zeigte sich eine tendenzielle Zunahme der prozentualen Proliferation (fixed
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effect 0,277, 95 % Kl [-3,436, 3,990], (p = 0,881)). Die gleichen Tendenzen zeigten
sich auch bei Betrachtung der CD4+ T-Zellen und CD8+ T-Zellen getrennt voneinan-
der, wobei der Effekt auf CD8+ T-Zellen etwas starker war. Die zu verzeichnenden
Tendenzen waren jedoch insgesamt sehr gering und nicht statistisch signifikant. Auch
hier zeigte sich bei Anwendung der Antagonisten eine ahnliche Wirkung auf die T-Zell-
Proliferation. Bei den gesunden Probanden sah man bei einem Intercept von 77,56 %
eine positive Assoziation mit statistischem Trend (fixed effect 1,979, 95 % KI [-0,246,
4,205], (p = 0,079)), wahrend bei den SLE-Patienten kein Effekt zu verzeichnen war (fi-
xed effect 0,030, 95 % Kl [-3,122, 3,182], (p = 0,984)). Auch hier ergaben sich die glei-
chen Tendenzen unter Betrachtung der CD4+ und CD8+ T-Zellen separat voneinan-

der. Statistisch signifikante Ergebnisse konnten wir auch hier nicht feststellen.

Anhand der im 10:1 Verhaltnis inkubierten Proben betrachteten wir ebenfalls die Wir-
kung des Agonisten und Antagonisten in den jeweils unterschiedlichen Konzentratio-
nen auf die prozentuale Proliferation der T-Zellen. Hierbei zeigte sich bei den gesun-
den Probanden bei einem Intercept von 76,25 % unter Wirkung der Agonisten eine ten-
denziell verstarkte Proliferation, wobei wir den starksten, statistisch signifikanten Effekt
bei der Konzentration 100 nM sahen (fixed effect 3,966, 95 % KI [0,299, 7,632], (p =
0,035)), wahrend er bei den Konzentrationen von 50 nM (fixed effect 1,211, 95 % Kl |-
2,782, 5,204], (p = 0,538)) und 200 nM (fixed effect 2,491, 95 % Kl [-1,315, 6,297], (p =
0,190)) geringer und nicht statistisch signifikant war. Im Gegensatz hierzu konnten wir
bei SLE-Patienten unter Hinzugabe des Agonisten insgesamt schwachere Tendenzen
feststellen, welche denen bei gesunden Probanden entgegengesetzt waren, wobei
auch hier die starkste Tendenz in der Konzentration von 100 nM zu verzeichnen war
(fixed effect -1,863, 95 % Kl [-6,804, 3,078], (p = 0,445)), wahrend bei 50 nM (fixed
effect -0,142, 95 % Kl [-5,689, 5,406], (p = 0,958)) und 200 nM (fixed effect 0,473,

95 % Kl [-4,638, 5,584], (p = 0,851)) kein Effekt festgestellt werden konnte. Bei den
Proben der SLE-Patienten konnten wir keine statistisch signifikanten Resultate be-
obachten (s. Tabelle 11).
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Agonistenkonzentration fixed effect 95 %-KI p-Wert Intercept

HC 50 nM 1,211 [-2,782,5,204]| 0,538 76,25%
HC 100 nM 3,966 [0,299, 7,632] | 0,035* 76,25%
HC 200 nM 2,491 [-1,315,6,297]| 0,190 76,25%
SLE 50 nM -0,142 [-5,689, 5,406] | 0,985 66,15%
SLE 100 nM -1,863 [-6,804, 3,078]| 0,445 66,15%
SLE 200 nM 0,473 [-4,638, 5,584] | 0,851 66,15%

Tabelle 11: Ubersicht der Ergebnisse zur Wirkung der A3-Adenosinrezeptor-Agonisten auf die
prozentuale Proliferation der T-Zellen. Die Werte wurden mittels linear mixed model berechnet. p <
0,05 wird als statistisch signifikant (*) gewertet. HC = healthy controls, SLE = SLE-Patienten (rot hinter-
legt), KI = Konfidenzintervall, nM = Nanomolar.

Unter Einwirkung des Antagonisten lieRen sich auch unter Betrachtung des prozentua-
len Anteils proliferierter Zellen ahnliche Wirkungen beobachten, wie bei Hinzugabe des
Agonisten. Auch hier konnte bei den Gesunden die starkste positive Korrelation bei ei-
ner Konzentration von 100 nM festgestellt werden (fixed effect 4,939, 95 % Kl [1,193,
7,985], (p = 0,003)), wahrend sie bei 50 nM (fixed effect 0,936, 95 % Kl [-2,173, 4,046],
(p = 0,539)) und 200 nM (fixed effect 3,965, 95 % Kl [0,574, 7,355], (p = 0,024)) gerin-
ger war. Hier sahen wir sowohl in der 100 nM Konzentration, als auch in der 200 nM
Konzentration statistisch signifikante Effekte. Bei SLE-Patienten zeigte sich, jedoch bei
negativer Korrelation, ebenfalls die starkste Tendenz bei 100 nM (fixed effect -2,751,
95 % Kl [-6,741, 1,239], (p = 0,167)). Bei 50 nM (fixed effect 0,144, 95 % Kl [-4,174,
4,461], (p = 0,946)) und 200 nM (fixed effect -1,157, 95 % Kl [-5,463, 3,149], (p =
0,584)) zeigten sich keine, bzw. kaum Unterschiede. Auch hier waren die Unterschiede

bei Proben der SLE-Patienten nicht statistisch signifikant. Die Ergebnisse hierzu sind in

Tabelle 12 zusammenfassend dargestellt.

Antagonistenkonzentration fixed effect 95 %-KI Intercept
HC 50 nM 0,936 [-2,173,4,046]| 0,539 76,14%
HC 100 nM 4,939 [1,193,7,985] | 0,003* 76,14%
HC 200 nM 3,965 [0,574, 7,355] | 0,024* 76,14%
SLE 50 nM 0,144 [-4,174, 4,461]| 0,946 66,15%
SLE 100 nM -2,751 [-6,741,1,239]| 0,167 66,15%
SLE 200 nM -1,157 [-5,463, 3,149]| 0,584 66,15%

Tabelle 12: Ubersicht der Ergebnisse zur Wirkung der A3-Adenosinrezeptor-Antagonisten auf die
prozentuale Proliferation der T-Zellen. Die Werte wurden mittels /inear mixed model berechnet. p <
0,05 wird als statistisch signifikant (*) gewertet. HC = healthy controls, SLE = SLE-Patienten (rot hinter-
legt), KI = Konfidenzintervall.

Bei Betrachtung der CD4+ T-Zellen und CD8+ T-Zellen getrennt voneinander zeigten
sich sowohl beim Einsatz des Agonisten als auch beim Einsatz des Antagonisten die
gleichen Tendenzen. Insgesamt sah man also sowohl bei Verwendung des Agonisten
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als auch bei Verwendung des Antagonisten eine tendenzielle Zunahme der Prolifera-
tion der T-Zellen bei den Gesunden, wahrend es bei SLE-Patienten zu einer vermin-

derten Starke der T-Zell-Proliferation kam. Statistisch signifikante Ergebnisse konnten
wir jedoch nur bei den gesunden Probanden unter der Konzentration 100 nM bei den
Agonisten (CD4+ T-Zellen) sowie unter den Konzentrationen 100 nM und 200 nM bei

den Antagonisten beobachten.
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Abb. 14: Anteil proliferierter T-Zellen in Prozent zur Gesamtzellzahl unter Hinzugabe der A3R-
Agonisten und -Antagonisten im Vergleich zu nicht mit diesen stimulierten Proben am Beispiel der
10:1 Konzentration an B-Zellen zu Rest-PBMCs.

Die T-Zellen wurden mit Anti-CD3 und Anti-CD28 stimuliert. Die B-Zellen wurden mit CpG stimuliert.
(n = 3-7). Die Werte wurden mittels /inear mixed model berechnet. p < 0,05 wird als statistisch signifikant
(*) gewertet. (A) Mittels Durchflusszytometrie untersuchter Anteil proliferierter CD4+ T-Zellen (in %)
im Vergleich zwischen gesunden Probanden (healthy controls = HC) und SLE-Patienten (SLE). Darstel-
lung als Punktdiagramm. Mittelwerte werden mittels der horizontalen Linie veranschaulicht. Standardab-
weichungen sind mittels vertikaler Linie dargestellt. Die horizontalen gestrichelten Linien sollen die Aus-
gangswerte der Proben ohne Agonisten und Antagonisten besser veranschaulichen (SLE = rot, HC =
schwarz). Im linken Diagramm ist die Wirkung der Agonisten und im rechten Diagramm die Wirkung der
Antagonisten jeweils in den Konzentrationen 50 nM, 100n M und 200 nM aufgefiihrt. (B) Darstellung des
Anteils proliferierter CD8+ T-Zellen analog zu (A). Ago = A3-Adenosinrezeptor-Agonist, Anta = A3-
Adenosinrezeptor-Antagonist, CD = Cluster of differentiation.
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4 Diskussion

4.1 Der Anteil regulatorischer B-Zellen ist bei systemischem Lupus

Erythematodes vermindert

B-Zellen haben vielfaltige Aufgaben und spielen im Zusammenhang mit Autoimmuner-
krankungen zum einen aufgrund ihrer klassischen Funktionen wie der Antikdrperpro-
duktion, Antigenprasentation und Zytokinproduktion eine grof3e Rolle, sind jedoch auch
anlasslich ihrer inhibitorischen Funktionen als regulatorische B-Zellen von Interesse
(11, 13—15, 167). In zahlreichen Studien wurden innerhalb der letzten Jahre sowohl im
Tiermodell als auch beim Menschen anhand verschiedener Oberflachenmarker und
Funktionen unterschiedliche B-Zell-Subpopulationen als By definiert, wobei eine ein-
heitliche Charakterisierung weiterhin ausstehend ist (16—20, 168). Zu den in der Litera-
tur beschriebenen auf Breg exprimierten Oberflachenmarkern gehéren CD19, CD5,
CD1d, CD24, CD25, CD27, CD38 und IgM, wobei nach Stimulation vereinzelt auch
weitere Oberflachenmarker festgestellt werden konnten (17, 20, 21, 24, 26, 29, 30, 34,
45). Die in verschiedenen Arbeitsgruppen untersuchten Breg-Populationen mit ihren
Wirkmechanismen wurden unter Punkt 1.2.4 bereits ausfihrlich dargelegt. Wir konnten
in dieser Arbeit zeigen, dass sowohl CD19+CD5+ Breg und CD19+CD5+CD1d+ Byeg,
die zuvor als IL-10- und TGF-B-produzierend identifiziert wurden (20, 26, 31), als auch
eine anhand von zuvor beschriebenen Oberflachenmarkern hier neu vorgeschlagene
CD19+IgM+CD24+CD23-CD1d+CD5+ Byeg-Population bei SLE-Patienten im Vergleich
zu gesunden Probanden statistisch signifikant vermindert sind. Unsere Ergebnisse
zeigten sich somit beispielsweise mit denen der Arbeitsgruppe Li Wang et al. Gberein-
stimmend, die ebenfalls erniedrigte Zellzahlen von CD19+CD5+ und
CD19+CD5+CD1d+ Breg bei SLE-Patienten beobachten konnte, obwohl hier im Gegen-
satz zu unserer Patientengruppe keine in klinischer Remission befindlichen Patienten,
sondern Patienten mit neu aufgetretenem SLE untersucht wurden (45). Bei Patienten,
die eine Therapie erhielten, konnte hier nach 12 Wochen eine Normalisierung der Zell-
zahl beobachtet werden (45). Eine erniedrigte Anzahl CD19+CD5+ By bei SLE-Pati-
enten im Vergleich zu Gesunden konnte auch durch die Arbeitsgruppe Zhuang Ye et
al. festgestellt werden, welche jedoch ebenfalls Patienten mit neu aufgetretenem SLE
untersuchte (46). In dieser Studie konnte zudem eine inverse Korrelation zwischen

Krankheitsaktivitat und Breg-Anzahl festgestellt werden, was teilweise deutlich von an-

deren Studienergebnissen abweicht. Es gibt jedoch auch Studien, die gegenteilige Er
gebnisse zeigen. In einer Arbeit von Yang et al. aus dem Jahr 2014 konnte beispiels-
weise ein erhdhter Anteil an CD19+CD5+CD1d+ Breg im Blut von SLE-Patienten so-
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wohl bei Patienten mit aktivem SLE als auch bei solchen mit geringer Krankheitsaktivi-
tat (hier als SLEDAI <6 definiert) gemessen, und eine positive Korrelation zwischen
Krankheitsaktivitat und Breg-Anzahl festgestellt werden (42). Hier konnten moglicher-
weise Unterschiede in der Gating-Strategie ursachlich fir die diskrepanten Ergebnisse
im Vergleich zu dieser und anderen Arbeiten sein, da in dieser Studie nur solche Zellen
mit sehr hoher CD5 und CD1d Expression in die Auswertung einbezogen wurden. Es
gibt nach heutigem Kenntnisstand keine Studien, welche die CD19+IgM+CD24+CD23-
CD1d+CD5+ Breg-Population in dieser Form bei SLE-Patienten untersucht haben. Die
Arbeitsgruppe um Menon et al. isolierte CD19+ B-Zellen aus dem Blut von gesunden
Probanden und SLE Patienten, definierte By als CD24+CD38+ B-Zelle, welche hier
zusatzlich eine Expression von IgM und IgD zeigten (169). Auch hier konnte eine in-
verse Korrelation zwischen Krankheitsaktivitat und Breg-Anzahl festgestellt werden, wo-
bei hier zusatzlich ein genereller Defekt von B-Zellen bei SLE-Patienten postuliert
wurde, da diese weniger erfolgreich zur Differenzierung zu Breg stimuliert werden konn-
ten (169). Ebenfalls als CD19+CD24+CD38+ wurden By durch die Arbeitsgruppe um
Blair et al. definiert, welche bei SLE-Patienten jedoch sowohl im Vergleich zu gesun-
den Probanden als auch im Vergleich zu anderen hier untersuchten Autoimmunerkran-
kungen, einen erhohten Anteil regulatorischer B-Zellen im Blut feststellen konnte (21).
Hier wurde zudem eine herabgesetzte immunregulatorische Funktion von By bei SLE
vermutet, da nach Entfernung der Brg aus Zellkulturen bei Gesunden eine deutliche
Zunahme der Proliferation von T-Zellen verzeichnet werden konnte, wahrend sie bei
SLE-Patienten ausblieb (21). Anzumerken ist hierbei, dass nur Patienten mit aktivem
SLE in diese Studie eingeschlossen wurden. Auch in einer weiteren Arbeit wurden er-
hoéhte Anteile CD19+CD24+CD38+ By bei SLE-Patienten festgestellt, welche hier je-
doch keine Korrelation zur Krankheitsaktivitat zeigten (43). Wir konnten im Rahmen
dieser Arbeit eine erniedrigte Anzahl der untersuchten By bei SLE-Patienten demonst-
rieren, wobei eine abschlieRende Interpretation bei uneinheitlicher Studienlage, die bei-
spielsweise durch unterschiedlich definierte Brg-Populationen, Unterschiede in der
Krankheitsaktivitat oder die verschiedenen Analysemethoden gepragt ist, erschwert
wird. In vielen Studien an Gesunden konnte durch verschiedene Stimulantien, die z. B.
Uber CD40 oder TLR9 wirkten, eine Entstehung oder Hochregulierung von By 0der
der inhibitorischen Funktionen von B-Zellen erreicht werden, wahrend dies bei SLE-Pa-
tienten erschwert war (21, 24, 35-38, 40). Ursachlich fur einen verminderten Anteil von
Breg bei SLE-Patienten ware somit zum einen ein Defekt der Bieg selbst und zum ande-
ren ein Fehlen oder Defekt von Faktoren, die zu Breg-Differenzierung dienen, bei SLE-

Patienten denkbar.
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4.1.1 CD11c lasst sich auf requlatorischen B-Zellen nachgewiesen und ist
bei SLE-Patienten vermehrt

Wir konnten in dieser Arbeit zeigen, dass CD11c auf der Uberwiegenden Zahl der von

uns untersuchten Populationen regulatorischer B-Zellen exprimiert wird. Zudem konn-
ten wir beobachten, dass zwar beide untersuchten CD11c+ B-Zell-Populationen
(CD19+CD5+CD1d+CD11c+ und CD19+IgM+CD24+CD23-CD1d+CD5+CD11c+ B-
Zellen) insgesamt bei SLE-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden vermindert
waren, der Anteil an By, die zusatzlich CD11c auf ihrer Oberflache exprimierten je-
doch bei SLE-Patienten statistisch signifikant erhoht war. Diese Ergebnisse zeigen sich
mit anderen Studien tendenziell Gbereinstimmend in denen in Autoimmunerkrankungen
generell, aber auch bei SLE, ein erhéhter Anteil CD11c+ B-Zellen zu beobachten war
(48, 50, 51). Wir beobachteten die CD11c-Expression zwar nur auf den beschriebenen
Zellpopulationen, die Ergebnisse lassen jedoch auf einen generell erhéhten Anteil von
CD11c+ B-Zellen schlieRen. Uber die Funktion von CD11c¢ lassen sich im Rahmen die-
ser Arbeit keine Aussagen treffen. Da CD11c zum einen auf IL-10-produzierenden B-
Zellen nachgewiesen werden konnte, und zum anderen eine verstarkte mRNA-Expres-
sion von IL-10 in CD11c+ B-Zellen beobachtet wurde (17, 51), konnte sich CD11c
moglicherweise als zusatzlicher Oberflachenmarker fur Breg herauskristallisieren. Wie
unter Punkt 1.2.5 beschrieben, deutet die Studienlage insgesamt jedoch auf eine proin-
flammatorische Wirkung von CD11c+ B-Zellen hin. In der erwahnten Studie von Go-
linski et al. wurde zwar eine erhéhte mRNA-Expression von IL-10 in CD11c+ B-Zellen
beobachtet, jedoch zeigte sich hier auch eine erhdhte Expression der mRNA proin-
flammatorischer Zytokine (51). Sowohl in Studien an Mausen, als auch beim Men-
schen, wurden CD11c+ B-Zellen zudem mit einer vermehrten Antikbrperproduktion as-
soziiert (49, 51, 52, 170). Auch in der Studie von Wang et al. an Gber 200 SLE-Patien-
ten und 147 gesunden Probanden wurde eine CD11c+ B-Zell-Population beschrieben,
die zu immunglobulinproduzierenden autoreaktiven Plasmablasten differenzierte, und
so zur Pathogenese von SLE beitragen kann, sowie eine positive Korrelation mit
Krankheitsmanifestation bzw. klinischer Symptomatik und erhéhten Antikorpertitern be-
obachtet (50). Dass CD11c also in hohem Male auch auf solchen Zellen exprimiert
wird, die in der Literatur als Beg beschrieben wurden, und dies bei SLE-Patienten in er-
héhtem Malie der Fall zu sein scheint, sprache eventuell fur CD11c als mdglichen The-

rapieansatz, der weiter beforscht werden sollte.
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4.2 Keine Unterschiede in der mRNA-Expression von IL-10, TGF-8

und dem IL-21R in B-Zellen von SLE-Patienten und Gesunden

Wir konnten in der untersuchten Population keine statistisch signifikanten Unterschiede
in der mMRNA-Expression von IL-10, TGF-B und dem IL-21R in B-Zellen zwischen ge-

sunden Probanden und SLE-Patienten feststellen.

Beim systemischen Lupus Erythematodes konnte in verschiedenen Studien eine er-
hohte Serumkonzentration von IL-10 beobachtet werden (74, 75, 171, 172). IL-10 gilt,
wie bereits unter Punkt 1.2.6.1 beschrieben, aufgrund seiner vielfaltigen antiinflamma-
torischen Funktionen auf das Immunsystem, wie beispielsweise der Hemmung von T-
Zellen und Makrophagen sowie deren Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine, als
wichtiges immunregulatorisches Zytokin (6, 27, 59, 60, 64, 65, 173). So gehort IL-10 zu
den Hauptmechanismen der immunregulatorischen Funktionen von Treg und Byeg (6,
26-28, 67, 174). Bei SLE konnte im Mausmodell ein hemmender Effekt von IL-10 auf
die Autoantikdrperproduktion nachgewiesen werden (62, 72, 73). Beispielsweise
konnte am murinen SLE-Modell bei Uberexpression von IL-10 eine verminderte Nieren-
beteiligung, eine geringere T-Zell-Aktivierung mit erniedrigten Konzentrationen an pro-
inflammatorischen Zytokinen, sowie eine verzoégerte Entstehung antinuklearer Antikor-
per festgestellt werden (73). Zudem konnte im Zusammenhang mit Brg eine inverse
Korrelation zwischen dem IL-10 Spiegel und der Krankheitsaktivitat bei SLE-Patienten
festgestellt werden (46). IL-10 kann jedoch auch die Plasmazelldifferenzierung und An-
tikérperproduktion durch B-Zellen anregen (56, 57, 62, 69, 175), sodass im Zusam-
menhang mit SLE auch eine pathogene Rolle denkbar ist. Bei genetisch veranderten,
fur SLE anfalligen Mausen, konnte der Beginn der Entwicklung von Autoimmunitat
durch Gabe von IL-10 beschleunigt werden, wahrend die Gabe von Anti-IL-10-Antikoér-
pern zu einer Normalisierung von Anti-dsDNA-IgG-Spiegeln und einem verspateten
Krankheitsbeginn fuhrte (176). Bei SLE-Patienten konnte im Gegensatz zu gesunden
Probanden die Produktion von IgA, 1gG und IgM durch PBMCs durch die Gabe von IL-
10 verstarkt und mit entsprechenden Antikbrpern gehemmt werden (68). Von einer wei-
teren Arbeitsgruppe konnte bei SLE-Patienten eine Korrelation der erhéhten IL-10-Kon-
zentration mit der Krankheitsaktivitat festgestellt werden, wahrend in einer anderen
Studie zwar ein Zusammenhang mit erhdhten Anti-SS-A/Ro-Antikérpern, jedoch kein
Zusammenhang mit einer erhdhten Krankheitsaktivitat festgestellt werden konnte (74,
75). Erwahnenswert ist in diesem Kontext auch eine Studie von Llorente et al., in der
bei SLE-Patienten nach Gabe von Anti-IL-10-Antikérpern eine verminderte Krankheits-
aktivitat beobachtet wurde, sodass die Behandlung mit Kortikosteroiden reduziert wer-
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den konnte (177). Allerdings wurden in diese Studie nur 6 SLE-Patienten eingeschlos-
sen (177). Insgesamt beflirwortet ein Grofiteil der genannten Studien einen krankheits-
fordernden Effekt von IL-10 bei SLE, was die Frage nach seiner Rolle im Zusammen-
hang mit Treg und Breg in den Raum stellt. MAglicherweise ist fur seine Funktion auch
die Quelle des IL-10 von Bedeutung. So konnte beispielsweise durch die Arbeitsgruppe
Facciotti et al. eine CCD6+IL-7R+, IL-10-produzierende T-Zell-Population identifiziert
werden, die bei SLE-Patienten B-Zellen zur IgG-Produktion stimulieren konnte, jedoch
wiederum durch eine Hemmung von IL-10 inhibiert wurde (172). In der gleichen Arbeit
wurde aber Uber die Hemmung von IL-10 eine zunehmende Uber Try-Zellen vermittelte
Induktion der IgG-Produktion festgestellt (172). Eine einzelne Zellpopulation unter den
Leukozyten als Quelle fur erhdhte IL-10 Konzentrationen bei SLE konnte nicht festge-
stellt werden. Es wurden bisher sowohl Monozyten und dendritische Zellen, als auch T-
und B-Zellen als mdgliche Quellen identifiziert (171, 172, 178, 179). Wir konnten in die-
ser Arbeit zeigen, dass B-Zellen von SLE-Patienten im Vergleich zu gesunden Proban-
den keine vermehrte IL-10 mRNA exprimieren. Unsere B-Zell-Population zeigte jedoch
einen verminderten Anteil an Breg, sodass eine erhohte mRNA-Expression von IL-10 in-
nerhalb der By, Wie sie zuvor bei SLE beschrieben wurde, dennoch denkbar ware
(42). Da wir in klinischer Remission befindliche Patienten untersuchten, kommt es
moglicherweise auch nur bei verstarkter Krankheitsaktivitat oder durch bestimmte Sti-
muli zur vermehrten mRNA-Expression und IL-10-Ausschuttung (14, 17, 24, 35, 43).

Die vielfaltigen immunregulatorischen Funktionen von TGF-3 und seiner Isoform TGF-
B1 wurden unter Punkt 1.2.6.2 ausfihrlich beschrieben. Es gibt verschiedene Studien,
die sich bereits mit TGF- im Zusammenhang mit SLE beschaftigt haben. Insgesamt
deutet die Studienlage hier auf eine verminderte TGF-B-Konzentration, aber auch auf
mdgliche partielle Resistenzen gegeniiber der immunregulatorischen Effekte von TGF-
B bei SLE-Patienten hin, wobei auch hier die Studienlage nicht eindeutig ist (77, 78, 85,
86, 180, 181). Es konnte gezeigt werden, dass fir SLE anfallige Mause weniger TGF-
B1 in ihrem lymphatischen Gewebe exprimieren als gesunde Kontrollen (86). Auch
beim Menschen wurden erniedrigte TGF-B-Konzentrationen festgestellt. So konnten in
einer Studie an insgesamt 150 SLE-Patientinnen erniedrigte TGF-B1-Serumspiegel im
Vergleich zu Gesunden festgestellt werden, wobei dies nur bei hoher Krankheitsaktivi-
tat der Fall war, und bei inaktiver Erkrankung keine Unterschiede beobachtet werden
konnten (77). Die Arbeitsgruppe Ohtsuka et al. untersuchte die peripheren Blutlympho-
zyten von 38 SLE-Patienten und konnte hier ebenfalls verminderte TGF-3-Spiegel im

Vergleich zu Gesunden feststellen, jedoch wurden hier Patienten mit aktiver Erkran-
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kung betrachtet, und ein signifikanter Effekt konnte nur nach Stimulation der Zellen be-
obachtet werden (181). In dieser Studie wurden NK-Zellen als wichtige Quelle fir TGF-
B identifiziert. B-Zellen wiesen bei Gesunden eine insgesamt geringe Ausschuttung
des Zytokins auf, wobei bei SLE-Patienten nicht geniigend B-Zellen isoliert werden
konnten, um eine TGF-B-Ausschittung zu messen (181). Die Ergebnisse dieser Stu-
dien zeigen sich weitgehend Ubereinstimmend mit unseren an B-Zellen von in Remis-
sion befindlichen SLE-Patienten beobachteten Resultaten. Wir konnten in dieser Arbeit
zwar eine tendenziell minimal erniedrigte mMRNA-Expression bei B-Zellen von SLE-Pati-
enten im Vergleich zu gesunden Probanden beobachten, unsere Ergebnisse waren je-
doch nicht statistisch signifikant. Es gibt bezlglich der TGF-f-Konzentration im SLE
auch widerspruchliche Ergebnisse. So wurde beispielsweise in einer Studie an 284
SLE-Patienten eine Assoziation zwischen erhéhtem SLEDAI und der TGF-3-Serum-
konzentration festgestellt (78). Nach Aufteilung in Gruppen je nach Krankheitsaktivitat,
lieR® sich hier jedoch kein statistisch signifikantes Ergebnis mehr beobachten (78). TGF-
B ist im Zusammenhang mit SLE aufgrund seiner Funktionen relevant, und fuhrt am Lu-
pusmodell bei Mausen zu einem verlangerten Uberleben und verminderten Spiegel an
antinuklearen Antikorpern (86, 182, 183). In einer Studie an SLE-Patienten konnte ge-
zeigt werden, dass eine Stimulation von PBMCs mit IL-2 und TGF-8 zu einer vermin-
derten Ausschuttung von IgG fihrt (184). Neben einer verminderten TGF-3-Konzentra-
tion bei erhdhter Krankheitsaktivitat, konnte auch eine partielle Resistenz gegenuber
TGF-B bei SLE eine Rolle spielen (85). Dies konnte beispielsweise in einer Studie an
PBMCs gezeigt werden, in der TGF-B1 zwar die IL-2-induzierte Proliferation bei gesun-
den Probanden hemmen konnte, dieser Effekt jedoch bei SLE Patienten vermindert
war, wobei es hier sehr starke Schwankungen in der Gruppe der SLE-Patienten gab
(85). Aufgrund der beschriebenen Funktionen von TGF-[3, sowie zuvor beschriebener
TGF-B-produzierender Brg-Populationen wird seine Relevanz beim SLE und fir mogli-
che therapeutische Interventionen deutlich (11, 31, 76, 93). Wir konnten zwar keine
signifikanten Unterschiede in der TGF- mRNA-Expression von B-Zellen feststellen,
deutliche Unterschiede waren jedoch bei Stimulation der Zellen oder aktiver Erkran-

kung innerhalb derselben Patientengruppe durchaus denkbar.

Durch verschiedene Studien konnte gezeigt werden, dass IL-21 Uber den IL-21R mit
Beteiligung verschiedener Faktoren, wie beispielsweise des BCR oder TLR9, dazu in
der Lage ist Breg zu induzieren, die wiederum dazu in der Lage sind Granzym B oder
IL-10 zu produzieren (32, 34, 35, 185). Dennoch scheint seine Hauptfunktion die Induk-
tion der Plasmazelldifferenzierung zu sein (101, 106, 186), was seine pathogene Rolle
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im Rahmen von SLE erklart. Insgesamt konnte in verschiedenen Studien gezeigt wer-
den, dass die IL-21 Konzentration positiv mit der Krankheitsaktivitat bei SLE korrelierte
(45, 187, 188). Unsere Ergebnisse bezlglich der Verteilung des IL-21R zeigten sich
Ubereinstimmend mit anderen an CD19+ B-Zellen bei SLE-Patienten durchgefiihrten
Studien. In einer Studie aus dem Jahr 2011 konnte kein Unterschied in der IL-21R Ex-
pression auf CD19+ B-Zellen zwischen SLE-Patienten und Gesunden festgestellt wer-
den, wobei hier Uberwiegend Patienten mit inaktiver Erkrankung in die Studie einge-
schlossen wurden (189). Zusatzlich konnte hier eine erhdhte Anzahl an IL-21-exprimie-
renden CD4+ und CD8+ T-Zellen bei SLE-Patienten gemessen werden (189). Die Ar-
beitsgruppe Rabani et al., die einen verminderten Anteil Granzym B-produzierender B-
Zellen bei SLE-Patienten feststellte, konnte ebenso keine Unterschiede in der mRNA-
Expression beobachten (190). In einer weiteren Studie aus dem Jahr 2013 konnten
ebenfalls keine Unterschiede in der IL-21R mRNA auf CD19+ B-Zellen zwischen ge-
sunden Probanden und SLE-Patienten aufgedeckt werden, wobei auch hier deutlich er-
héhte IL-21 Konzentrationen in CD4+ T-Zellen gesehen wurden (191). Diese Arbeits-
gruppe konnte ebenso zeigen, dass eine Blockade des IL-21/IL-21R-Weges zu einer
reduzierten Anzahl Plasmazellen fihrte (191). Zudem konnte eine Studie am Lupusmo-
dell in Mausen zeigen dass IL-21R-defiziente Mause eine geringere Krankheitsaktivitat
mit verringerter Autoantikorperproduktion aufweisen (192). Szabd et al. konnte in einer
anderen Studie an SLE-Patienten feststellen, dass die Blockade des IL-21R zu einer
verminderten Immunglobulinproduktion fiihrt, wobei sich hier kein statistisch signifikan-
ter Unterschied zwischen Gesunden und SLE-Patienten zeigte (193). Trotz der mdgli-
chen Mitwirkung von IL-21 in der Differenzierung von Breg (42, 190), spricht die aktuelle
Studienlage insgesamt fiir ein Uberwiegen seiner pathologischen Rolle im Zusammen-
hang mit B-Zellen beim SLE, was die Blockade des IL-21/IL-21R-Weges als therapeuti-
schen Ansatz denkbar macht. Da sich beim SLE erhdhte |IL-21-Konzentrationen bei T-
Zellen, nicht aber beim IL-21R auf B-Zellen, nachweisen liel3en, lassen unsere Ergeb-
nisse in Zusammenschau mit den genannten Studien darauf schlieen, dass fir die
Pathogenese von SLE zwar mdglicherweise eine erhdhte IL-21-Ausschittung durch T-
Zellen mitverantwortlich sein kdnnte, jedoch nicht eine erhdhte IL-21R-Expression auf
B-Zellen. Eine erhdhte Expression des IL-21R auf B ist nicht auszuschlielen, da wir
in dieser Arbeit, trotz verminderter Anzahl an By bei SLE-Patienten, keine Unter-
schiede in der mMRNA-Expression feststellen konnten. Insgesamt kann die mMRNA-Ex-
pression von Immunzellen zudem auch erniedrigt sein, wenn diese vorher nicht ent-
sprechend stimuliert wurden (98). Uber die Untersuchung der IL-12a und Ebi3 mRNA-
Konzentrationen konnte jedoch gezeigt werden, dass IL-35 bei Entzindungsreaktio-

nen, z. B. nach Reaktion auf TNFa oder IFNy hochreguliert werden kann (99). In jedem
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Fall ware hier eine Untersuchung der weiteren Signale zur Entwicklung von Byeg Uber
den IL-21R sowie die Untersuchung von IL-21 auf den jeweiligen Brg-Untergruppen

von Interesse.

4.3 Die mRNA-Expression von IL-35 zeigt sich in B-Zellen von SLE-

Patienten vermindert

Die immunsuppressive Rolle von IL-35 und seine Relevanz im Zusammenhang mit Breg
wurden bereits unter den Punkten 1.2.4 und 1.2.6.3 beschrieben. Bei verschiedenen
Autoimmunerkrankungen konnte die protektive bzw. immunsuppressive Rolle bereits
beobachtet werden (96, 97, 194). Wir konnten in dieser Arbeit zeigen, dass die mRNA-
Expression von IL-35 in B-Zellen von SLE-Patienten im Vergleich zu gesunden Pro-
banden statistisch signifikant vermindert ist, was eine Relevanz der IL-35-Produktion
durch B-Zellen fur die Pathogenese des SLE denkbar macht. Unsere Ergebnisse stim-
men teilweise mit Hinweisen aus anderen Studien Uberein. Bei SLE-Patienten mit akti-
ver Erkrankung wurden verminderte IL-35-Serumkonzentrationen im Vergleich zu ge-
sunden Probanden sowie im Vergleich zu Patienten mit inaktivem SLE festgestellt
(195). Ein Vergleich zwischen Patienten mit inaktivem SLE und gesunden Probanden
wurde hier nicht durchgefiihrt. Es zeigte sich zudem eine negative Korrelation zwi-
schen IL-35-Serumspiegeln und der Krankheitsaktivitat (195). In einer weiteren an 120
SLE-Patienten durchgeflihrten Studie zeigten sich bei aktiver Erkrankung und bei Lu-
pusnephritis ebenfalls erniedrigte IL-35 Serumspiegel im Vergleich zu inaktiver Erkran-
kung, wobei hier kein Vergleich zu gesunden Probanden stattfand (196). Zudem sah
man auch in dieser Arbeit eine negative Assoziation mit der Krankheitsaktivitat sowie
mit Anti-dsDNA-Serumspiegeln (196). Auch in der bereits oben genannten Studie, die
sich mit Brg bei SLE-Patienten befasste, konnten ein verminderter IL-35-Plasmaspie-
gel und eine inverse Korrelation zwischen Krankheitsaktivitat und IL-35, aber auch eine
geringere Anzahl IL-35+ B4 festgestellt werden (46). Im Gegensatz hierzu wurde von
der Arbeitsgruppe Qiu et al. bei SLE-Patienten mit neu diagnostiziertem SLE und hoher
Krankheitsaktivitat eine erhdhte IL-35-Konzentration beobachtet, wobei hier keine Kor-
relation mit der Krankheitsaktivitat festgestellt werden konnte (197). Auch die Arbeits-
gruppe Cai et al. beobachtete in einer Studie an 45 SLE-Patienten mit schweren Ver-
laufen im Vergleich zu gesunden Probanden erhdhte IL-35-Konzentrationen sowie eine
vermehrte Expression der mRNA von IL-35 und dem IL-35-Rezeptor auf PBMCs, trotz
verminderter Trg-Anzahl und verminderter Expression des IL-35-Rezeptors auf der
Oberflache CD4+ T-Zellen (198). Die gleiche Arbeitsgruppe konnte jedoch am Lupus-
modell in Mausen eine protektive Wirkung von IL-35 mit Besserung der Symptomatik,
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geringeren ANA- und Anti-dsDNA-Titern und Abnahme der Konzentration proinflamma-
torischer Zytokine beobachten (199). In Zusammenschau mit unseren Ergebnissen
deutet die Studienlage auf eine flr die Inhibierung der Krankheitsaktivitat unzu-
reichende IL-35-Produktion bei SLE hin. Ursachlich waren hier sowohl verminderte
Produktion durch Treg und Byeg als auch Defekte im IL-35/IL-35-Rezeptor-Signalweg
mdglich. Die Diskrepanzen in den vorgestellten Studien kénnen unter anderem durch
Unterschiede in der untersuchten Patientenpopulation erklart werden. So wurden zum
Beispiel, wie auch in dieser Arbeit, mit Ausnahme der Arbeitsgruppe Qiu et al., die ihre
Versuche an Patienten mit neu aufgetretenem therapienaivem SLE durchfiihrte, nur
Patienten mit B-Zell-depletierender Therapie von den Versuchen ausgeschlossen,
nicht aber Patienten die Glukokortikoide erhalten hatten (195—-198). Diesbeztiglich wur-
den ebenfalls gegensatzliche Wirkungen, also sowohl eine Abnahme als auch eine Zu-
nahme der |IL-35-Spiegel, als Reaktion auf eine Glukokortikoidtherapie bei SLE-Patien-
ten beschrieben (195, 197). Zudem scheint die mMRNA-Expression von IL-35 bei Ent-
zindungsreaktionen hochreguliert zu werden, sodass mdglicherweise auch in unserer
Patientenkohorte eine vermehrte IL-35-mRNA-Expression bei Zunahme der Krank-
heitsaktivitdt denkbar ware (99). Insgesamt sind in Anbetracht eines denkbaren thera-

peutischen Ansatzes weitere Studien zu diesem Thema wiinschenswert.

4.4 Erhohte mRNA-Expression des TNFR1 auf B-Zellen von SLE-

Patienten

Die Funktion von TNFa und die Komplexitat der Signalwege, die Uber die Bindung an
seine beiden Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 ausgeldst werden wurden unter Punkt
1.2.6.5 beschrieben. Wir konnten in dieser Arbeit zeigen, dass die mMRNA-Expression
des TNFR1 bei B-Zellen von SLE-Patienten im Vergleich mit gesunden Probanden sta-
tistisch signifikant erhdht ist. Passend zu diesen Ergebnissen, konnte eine weitere Ar-
beitsgruppe bei Untersuchung von PBMCs mittels Durchflusszytometrie feststellen,
dass TNFR1 bei SLE-Patienten nur auf B-Zellen erhdht ist (118). Jedoch konnten in
dieser Studie bei Untersuchung der mRNA-Expression fur TNFR1 keine Unterschiede
zwischen SLE-Patienten und Gesunden gesehen werden. Zudem zeigte sich hier auch
keine Korrelation zwischen mRNA-Spiegeln und der Proteinexpression, sodass auf die
mdgliche Relevanz posttranslationaler Mechanismen hingewiesen wurde (118). Von
einer anderen Arbeitsgruppe konnte ebenfalls gezeigt werden, dass TNFR1 bei Patien-
ten mit juvenilem SLE im Vergleich zu Gesunden vermehrt exprimiert wird, wobei hier
nur bei Patienten mit aktiver Lupusnephritis statistisch signifikante Unterschiede beo-
bachtet werden konnten (200). Dass bei SLE-Patienten erhéhte TNFa-Spiegel festge-
stellt wurden, und TNFa die B-Zell-Proliferation und Antikdrperproduktion stimulieren
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kann, wurde bereits erwahnt (46, 120-122, 124). In einer Studie konnte nach Hinzu-
gabe von TNFa zu CD19+ B-Zellen zudem keine vermehrte Apoptoserate festgestellt
werden (201). Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation mit TNFa
in B-Zellen dazu fuhrt, dass die TNFR1- und TNFR2-Expression erhéht wird, wahrend
sie beispielsweise durch den TNFa-Blocker Etanercept herunterreguliert werden kann
(120). In einer Studie an Mausen konnte gezeigt werden, dass Autoantikérper von
SLE-Patienten mit TNFR1 interagieren und proapoptotisch wirken kénnen (202), was
moglicherweise Uber die vermehrte Entstehung von Autoantigenen auch die Krank-
heitsentstehung fordern kann. Es haben sich bisher nur wenige Studien mit der
TNFR1-Expression auf B-Zellen bei SLE-Patienten befasst, insgesamt scheint hier je-
doch eine erhéhte TNFR1-Expression mit der Studienlage Ubereinzustimmen und auf-
grund seiner Assoziation mit der Proliferation und IgG-Produktion durch B-Zellen sowie
seiner proapoptotischen Funktionen auf eine pathogene Rolle des Rezeptors im Zu-
sammenhang mit SLE hinzudeuten (118, 121, 122, 124, 125, 202, 203). In alteren Be-
volkerungsgruppen wurde eine erhdhte Expression von TNFR1 bei verminderter
TNFR2-Expression auf T-Lymphozyten beobachtet, was hier jedoch mit einer Anfallig-
keit fir Apoptose verbunden war (204). Im Mausmodell zeigte sich bei experimenteller
Autoimmunenzephalitis TNFR1 auch auf T.eg erhoht (110). Wie bereits erwahnt, konnte
in dieser Studie auch gezeigt werden, dass TNFR1 die Differenzierung proinflammato-
rischer T-Zellen fordert, wahrend TNFR2 der Tg-Differenzierung dient (110). Im Zu-
sammenhang mit Breg waren ahnliche Mechanismen zu vermuten. Wir konnten zwar
aufgrund der geringen Anzahl an B4 eine erhdhte TNFR1-Expression nur auf Gesamt-
B-Zellen untersuchen und nachweisen, eine leicht erhdhte Expression auf Brg ware je-
doch denkbar, wobei hier dann méglicherweise proapoptotische Signale iberwiegen
kénnten. Medikamente, die den TNFa-Signalweg blockieren, sind im Rahmen von Au-
toimmunerkrankungen von Bedeutung (117). Allerdings sind die Ergebnisse bei SLE
hierzu kontrovers (108, 205, 206). Wahrend insgesamt positive Effekte einer Anti-
TNFa-Therapie beobachtet werden konnten, wurde auch die Entstehung SLE-ahnli-
cher Syndrome nach Therapie mit TNFa-Blockern beschrieben (108, 206). Ein mogli-
cher Grund fiir die beschriebene Problematik konnte darin bestehen, dass durch eine
solche Therapie der Signalweg beider Rezeptoren blockiert wird (205). Hier waren se-
lektive Anti-TNFR1-Antagonisten, wie sie beispielsweise an Mausen mit kollagenindu-

zierter Arthritis beschrieben wurden (207), moglicherweise auch bei SLE von Interesse.
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4.5 Die Expression des A3-Rezeptors zeigt sich auf B-Zellen von
SLE-Patienten erhoht

Dass der A3-Rezeptor generell auf B-Zellen exprimiert wird, konnte in einigen Studien

gezeigt werden (40, 144). Zudem zeigte sich in verschiedenen Autoimmunerkrankun-
gen wie COPD, rheumatoider Arthritis, Psoriasis, Colitis ulcerosa und Morbus Crohn
eine erhohte Expression des A3R (128, 136, 155, 208-210). So wurde beispielsweise
in einer Studie an COPD-Patienten in Zellen des Lungenparenchyms eine vermehrte
A3R-mRNA-Expression im Vergleich zu gesunden Probanden beobachtet (209). Die
Arbeitsgruppe Varani et al. konnte auf Lymphozyten von Patienten mit rheumatoider
Arthritis ebenfalls eine Erhéhung von A3R feststellen, und darlber hinaus zeigen, dass
eine Aktivierung Uber einen A3R-Agonisten zu einer herabgesetzten Ausschuttung pro-
inflammatorischer Zytokine fihrt (155). Ahnliche Ergebnisse konnte die Arbeitsgruppe
Ravani et al. erzielen, die ebenso an Lymphozyten von Patienten mit rheumatoider
Arthritis eine vermehrte ABR-mRNA-Expression messen konnte (210). Zudem konnte
auch in dieser Studie durch die Hinzugabe eines A3R-Agonisten eine verminderte Aus-
schuttung proinflammatorischer Zytokine, wie TNFa und IL-6 erreicht werden (210).
Hingegen wurden in einer einzelnen an Lymphozyten von 80 SLE-Patienten durchge-
fuhrten Studie zwar eine erhohte A2ZAR-mRNA-Expression, jedoch kein Unterschied in
der ASR-mRNA-Expression festgestellt (144). An B-Zellen von SLE-Patienten durchge-
fuhrte Untersuchungen des A3R wurden bisher nach jetzigem Kenntnisstand nicht
durchgefuhrt. Erste Hinweise auf Unterschiede zwischen SLE-Patienten und gesunden
Probanden lagen aus unserer eigenen Arbeitsgruppe vor. Wir konnten eine statistisch
signifikant erhéhte mRNA-Expression des A3R auf B-Zellen von SLE-Patienten fest-
stellen. Diese Ergebnisse zeigen sich mit den oben genannten in unterschiedlichen Au-
toimmunerkrankungen durchgefuhrten Studien Gbereinstimmend, weichen jedoch von
den Ergebnissen der Arbeitsgruppe Bortoluzzi et al. ab, wobei hier die Lymphozyten
betrachtet wurden ohne zwischen B- und T-Zellen zu differenzieren (144). Die mogli-
che klinische Relevanz des A3R bei SLE wird bei Betrachtung der in verschiedenen
Studien beschriebenen antiinflammatorischen Effekte von A3R-Agonisten deutlich
(136, 150, 153-155, 164—166, 209, 210). Sowohl in Studien am Mausmodell als auch
in Studien am Menschen konnte eine verminderte Ausschiittung proinflammatorischer
Zytokine wie u. a. IFNy, TNFa, IL-1 und IL-6, sowie eine Verbesserung der Symptoma-
tik in unterschiedlichen Autoimmunerkrankungen Uber Stimulation von A3R erreicht
werden (153-155, 164, 166, 210). Zudem wurden in Patienten mit rheumatoider Arthri-
tis bereits Phase |I-Studien fir einen A3R-Agonisten durchgeflhrt, die eine Verbesse-

rung der klinischen Symptomatik bei insgesamt gut tolerierter Therapie beobachten
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konnten (150, 165). Wir konnten in dieser Arbeit, wie auch bei Patienten mit rheumatoi-
der Arthritis beschrieben, eine erhdhte A3R-Expression beobachten, sodass eine the-

rapeutische Relevanz auch im systemischen Lupus Erythematodes denkbar ware.

4.6 Effekte von B-Zellen auf T-Zellen bei SLE-Patienten moglicher-

weise vermindert

Vor der Anwendung der A3R-Agonisten und -Antagonisten betrachteten wir zunachst
das proliferative Verhalten von T- und B-Zellen mit und ohne Hinzugabe von CpG als
Induktor fur Breg. Hierbei lieRen sich zwar keine statistisch signifikanten Unterschiede
feststellen, wir konnten aber beobachten, dass T-Zellen von SLE-Patienten in der von
uns betrachteten Patientenpopulation in Kulturen ohne Hinzugabe von B-Zellen ten-
denziell eine leicht verminderte Proliferationsrate zeigen. Ein geringeres proliferatives
Verhalten von T-Zellen bei SLE-Patienten kénnte hier eine Uberlegung sein. Zuvor
wurden jedoch, abgesehen von einer Studie, die in einer kleinen T-Zell-Untergruppe
eine erhdohte Apoptoserate und verminderte proliferative Aktivitat feststellen konnte,
ahnliche Proliferationsraten zwischen T-Zellen von SLE-Patienten und Gesunden beo-
bachtet (211, 212).

In den vorherigen Abschnitten wurde besprochen, dass in der in dieser Arbeit unter-
suchten Population regulatorische B-Zellen bei SLE-Patienten in ihrer Anzahl im Ver-
gleich zu gesunden Probanden vermindert waren, und B-Zellen von SLE-Patienten
eine verminderte Fahigkeit zur Produktion von IL-35 haben, sodass wir bei Durchfih-
rung der Versuche bei gesunden Probanden im Vergleich zu SLE-Patienten einen ten-
denziell starkeren hemmenden Effekt von B-Zellen auf die T-Zell-Proliferation erwarte-
ten. Insgesamt lie3en sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zeigen, was
mdglicherweise durch geringe Patientenzahlen, niedrige B-Zell-Zahlen und hohe Vari-
anzen zu begrunden ist. Tendenziell konnten wir bei Hinzugabe der autologen B-Zellen
bei gesunden Probanden eine zunehmende T-Zell-Proliferation beobachten, wahrend
sich bei SLE-Patienten ahnliche Proliferationsraten wie bei Betrachtung der T-Zellen
alleine zeigten und sogar ein tendenziell antiproliferativer Effekt der B Zellen zu sehen
war. Diesbezuglich beobachteten andere Studien an Co-Kulturen ahnliche Resultate
und konnten entweder ebenfalls eine vermehrte T-Zell-Proliferation oder keine Unter-
schiede bei Hinzugabe unstimulierter B-Zellen sehen (40, 213). Allerdings konnte die
Arbeitsgruppe Gao et al. Breg Uber andere Stimulanzien induzieren und hier inhibitori-
sche Effekte auf T-Zellen beobachten, welche im Vergleich zu Gesunden vermindert

waren (211).
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Da die Vergleichbarkeit jedoch aufgrund der Unterschiede in der T-Zell-Proliferation er-
schwert war, verglichen wir Proben mit unterschiedlichen B-Zell-Konzentrationen mitei-
nander und konnten hier bei héherer B-Zell-Konzentration bei Gesunden eine tendenzi-
ell abnehmende T-Zell Proliferation feststellen, wahrend sie sich bei SLE-Patienten so-
gar tendenziell erhdht zeigte. Bei der Betrachtung der Effekte von mit CpG stimulierten
B-Zellen konnte weiterhin ein geringer suppressiver Effekt bei gesunden Probanden
beobachtet werden, welcher nun auch bei Proben von SLE-Patienten zu sehen war.
Hierbei ist zu bedenken, dass die hier erwdhnten Tendenzen aufgrund der geringen
Patientenzahl und der starken Varianzen keine statistische Signifikanz erreichten und,
wenn Uberhaupt vorhanden, aul3erst gering waren, sodass mdglicherweise auch die
sehr geringe T-Zell-Zahl zu einer verminderten Messgenauigkeit der T-Zell-Proliferation
gefuhrt haben kdénnte. Zudem wiesen die Zellen von SLE-Patienten in allen Proben
eine insgesamt tendenziell geringere Gesamtproliferation auf, was einen Vergleich der

Effekte zusatzlich erschwerte.

Bezuglich der Stimulation von B-Zellen zur Entfaltung regulatorischer Effekte gibt es in
der Literatur sehr unterschiedliche Meinungen. Es gibt beispielsweise Studien, die sug-
gerieren, dass eine Aktivierung nur Gber TLR-9 (mittels CpG), nur Gber CD40 oder zu-
satzlich tUber den B-Zell-Rezeptor flr die Stimulation regulatorischer Funktionen von B-
Zellen notwendig sind, wahrend in einer anderen Studie die zusatzliche Stimulation
uber den B-Zell-Rezeptor nicht wirksam war (17, 18, 24, 214). Zudem konnte in vielen
Studien gezeigt werden, dass Uber eine Stimulation von B-Zellen mit CpG eine ver-
mehrte Ausschittung von IL-10 ausgelést wird (13, 17, 169, 215). Durch die Arbeits-
gruppe Blair et al. konnte zudem nach Aktivierung von SLE-B-Zellen Gber CD40 Gber
eine anschlieRende Stimulation u. a. mit CpG eine Normalisierung der IL-10-Ausschit-
tung auf das Niveau von gesunden Probanden erreicht werden (21). Hingegen konnte
in einer Studie von Sieber et al. gezeigt werden, dass B-Zellen von SLE-Patienten ge-
ringer auf eine TLR-9 Stimulation reagieren, als die von gesunden Probanden (216).
Durch eine andere Arbeitsgruppe konnte Uber eine andere Art der B-Zell-Stimulation
(Uber CD40 und IL-4) ein suppressiver Effekt von B-Zellen auf die T-Zell-Proliferation

erreicht werden (40).

Wir konnten in dieser Arbeit bei SLE-Patienten insgesamt geringere Effekte von B-Zel-
len auf T-Zellen beobachten, wobei sich nach Stimulation der B-Zellen mit CpG sowohl
bei Gesunden als auch bei SLE-Patienten ein insgesamt tendenziell geringer suppres-
siver Effekt bei erhdhter B-Zell-Zahl zeigen liel, der jedoch nicht statistisch signifikant

war, und von seiner Effektstarke ebenfalls kaum bedeutsam sein diirfte. Wir kdnnen
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demnach in dieser Arbeit keine abschlielliende Aussage beziiglich der Aktivierung von

Breg mittels CpG tatigen.

4.7 Entgegengesetzte Wirkungen von A3R-Agonisten und -Antaqgo-

nisten auf B-Zellen im Vergleich zwischen Gesunden und SLE-

Patienten
Da wir in dieser Arbeit eine vermehrte Expression von A3R auf B-Zellen von SLE-Pati-
enten nachweisen konnten und, wie bereits unter den Punkten 1.3.1 und 4.5 beschrie-
ben, bereits durch mehrere Studien bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen eine
immunregulatorische Wirkung von A3R-Agonisten beobachtet wurde, erwarteten wir
zum einen eine Zunahme des antiproliferativen Effektes von B-Zellen auf T-Zellen und

zum anderen einen starkeren Effekt bei B-Zellen von SLE-Patienten.

Wir konnten in gesunden Probanden sowohl bei Hinzugabe des A3R-Agonisten als
auch bei Hinzugabe des A3R-Antagonisten eine tendenzielle Zunahme der T-Zell-
Proliferation beobachten, wahrend sich bei SLE-Patienten mit beiden Substanzen ein
eher suppressiver Effekt verzeichnen lieR3. Statistisch signifikante Ergebnisse stellten
wir hier allerdings nur bei Gesunden unter Betrachtung des prozentualen Anteils
proliferierter Zellen in der Konzentration von 100 nM des Agonisten und in den Kon-
zentrationen 100 nM und 200 nM des Antagonisten fest. Bei genauerer Betrachtung
der Effektstarke sah man zudem, dass, im Vergleich zum A3R-Agonisten, eine starkere
Zunahme der T-Zell-Proliferation durch den A3R-Antagonisten bei gesunden Proban-
den erreicht werden konnte. Zudem lie3 sich beobachten, dass die antiproliferative
Wirkung der B-Zellen von SLE-Patienten zwar tendenziell verstarkt wurde, die Effekt-
starke jedoch insgesamt geringer war, als bei gesunden Probanden und hier keine sta-

tistisch signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden konnten.

Es stellt sich also die Frage, aus welchem Grund die A3R-Agonisten und -Antagonisten
ahnliche tendenzielle Effekte aufweisen, wahrend sie bei SLE-Patienten und Gesunden
jeweils entgegengesetzt zu wirken scheinen. Bedenken muss man auch, dass bei SLE-
Patienten keines der Ergebnisse statistisch signifikant war. Eine mogliche partielle A-
gonisten- oder Antagonistenfunktion der verwendeten Substanzen kénnte zugrunde lie-
gen. Allerdings wurde sowohl beim 2-CI-IB-MECA als auch beim PSB 10 Hydrochlorid
eine hohe Selektivitat fur A3-Rezeptoren, sowie eine starke Wirksamkeit festgestellt
und auch vom Hersteller beschrieben, sodass dies als Ursache sehr unwahrscheinlich
ist (40, 128, 151, 217). Zuvor sah man an Versuchen in Ratten, dass eine Behandlung
mit A3R-Agonisten zu einer Herunterregulierung der A3R flhren kann, sodass eine Be-
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einflussung der Rezeptordichte auf der Zelloberflache oder anderer zellularer Regulati-
onsmechanismen durch Hinzugabe der Substanzen ebenfalls denkbar ware, und so
eine Interpretation der Ergebnisse zusatzlich erschweren kénnte (153). Zu spekulieren
ware hier auch eine defekte Regulation der Rezeptordichte auf B-Zellen von SLE-Pati-
enten, sodass es moglicherweise aufgrund der erhéhten Rezeptordichte im Vergleich
zu Gesunden tatsachlich zu tendenziell suppressiven Effekten kommt, was jedoch den
verstarkt suppressiven Effekt von A3R-Antagonisten im Vergleich zu den Agonisten
nicht erklaren wirde, da zuvor in mehreren Studien antiinflammatorische Effekte von
A3R-Agonisten beschrieben wurden (150, 156, 165, 166, 210). Alternativ kdnnte man
auch Defekte im A3R selbst bei SLE-Patienten vermuten, was erklaren wurde, dass die
starkeren und statistisch signifikanten Effekte bei B-Zellen von gesunden Probanden
festgestellt wurden, sodass die bei SLE-Patienten beobachteten Effekte moglicher-
weise durch andere Stdérfaktoren beeinflusst wurden. Allerdings konnte die Arbeits-
gruppe Figueir6 et al. unter Verwendung der gleichen Substanzen als A3R-Agonisten
und -Antagonisten keine Unterschiede in der Proliferation von B-Zellen feststellen (39).
Maoglicherweise ist also, trotz der erhdhten Expression von A3R auf B-Zellen von SLE-
Patienten, der Effekt auf B-Zellen generell zu gering, um Aussagen Uber die Beeinflus-
sung des proliferativen Verhaltens der T-Zellen treffen zu kénnen.

Als Kritikpunkt muss erwahnt werden, dass wir in dieser Arbeit die Zytokinausschuttung
nach Aktivierung der Zellen nicht untersuchten. Zwar konnten wir in B-Zellen von SLE-
Patienten eine vermehrte mRNA-Expression fir IL-35 nachweisen, allerdings wird, wie
bereits erwahnt, die Zytokinausschuttung durch verschiedene Aktivierungsmethoden
unterschiedlich beeinflusst, und es kann sich ein von gesunden Zellen abweichendes
Verhalten in den Zellen von SLE-Patienten zeigen (13, 14, 18, 21, 39, 102, 169, 216,
218). Unterschiede im Zytokin-Milieu nach Aktivierung der B- und T-Zellen kénnten die
Effekte folglich beeinflussen.

Eine erhdhte Apoptoserate von B-Zellen bei SLE-Patienten muss ebenfalls als Stérfak-
tor in Erwagung gezogen werden, da diese im Rahmen dieser Arbeit nicht explizit un-
tersucht wurde. Wir konnten zwar in allen Proben die fir B-Zellen charakteristische
Zellpopulation mittels Flowlogic als vital identifizieren, und es konnte in einer anderen
Studie auch keine erhéhte Apoptoserate bei B-Zellen von SLE-Patienten nachgewie-
sen werden (211). Leichte Unterschiede zwischen Gesunden und Erkrankten im
apoptotischen Verhalten der Zellen kénnen jedoch nicht ausgeschlossen werden.
Erwahnenswert ist aulRerdem die im Gating ausgeschlossene Population nicht mit Cell
Proliferation Dye eFluor 450 angefarbter vitaler Zellen (s. Abb. 7), die zwar zum GroR-
teil CD4+ oder CD8+ Zellen beinhaltete, bei der jedoch eine Beurteilung des Proliferati-

onsverhaltens nicht moglich war, sodass sie von der Auswertung ausgeschlossen
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wurde. Da eine mdglicherweise nicht vollstandig reine B-Zell-Isolierung auch die Ver-
haltnisse an B-Zellen zu T-Zellen beeinflussen kann, konnten sich Unterschiede in der
Genauigkeit der Zellverhaltnisse ebenfalls auf die beobachteten Effekte ausgewirkt ha-

ben.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass wir in dieser Arbeit entgegen unserer Erwar-
tungen, als einzige statistisch signifikante Ergebnisse sowohl tber A3R-Agonisten als
auch Uber A3R-Antagonisten keine suppressiven Effekte von B-Zellen auf T-Zellen bei
gesunden Probanden ausldsen konnten, wobei hier ein héherer proliferationsférdern-
der Effekt bei Anwendung der Antagonisten zu sehen war. Aufgrund geringer Patien-
tenzahlen und Zellzahlen sowie sehr hoher Variabilitdt zwischen den verschiedenen
SLE-Patienten und auch innerhalb von Doppelbestimmungen, ist eine abschlieRende
Aussage durch diese Arbeit hierzu nicht mdglich. Ein durch A3R-Agonisten ausgeldster

antiproliferativer Effekt auf T-Zellen konnte nicht beobachtet werden.

4.8 Schlussfolgerung und Ausblick
Wir identifizierten in dieser Arbeit eine neue CD19+IgM+CD24+CD23-CD1d+CD5+ B-

Zell-Population und konnten zeigen, dass diese und andere von uns untersuchte Byeg-

Populationen bei SLE-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden in ihrer Anzahl
vermindert sind, was madglicherweise eine Rolle in der Pathophysiologie der Erkran-

kung spielen kénnte.

Wir konnten aulierdem beobachten, dass auf den untersuchten B-Zell-Populationen
der Oberflachenmarker CD11c exprimiert wird, der im Allgemeinen eher mit einer ver-
mehrten Antikérperproduktion assoziiert ist (49-52), und dass dieser bei SLE-Patienten
auf Breg vermehrt vorzufinden ist. Die daruber hinaus beobachtete verminderte IL-35
MmRNA-Expression in B-Zellen von SLE-Patienten bestarkt zusatzlich die These, dass
die immunregulatorische Funktion dieser Zellen im SLE beeintrachtigt ist. Wahrend
sich bei TGF-1, IL-10 und IL-21R keine Unterschiede feststellen lieRen, exprimierten
B-Zellen von SLE-Patienten, Gbereinstimmend mit der aktuellen Studienlage, vermehrt
TNFR1. Dieser kdnnte aufgrund seiner Assoziation mit Proliferation und Antikérperpro-
duktion bei B-Zellen (118, 121, 122, 124, 125, 202, 203) eine tendenziell proinflamma-
torische Rolle von B-Zellen férdern, und kdnnte daher moglicherweise, bei selektiver

Blockade, eine Therapieoption darstellen (207).

Aufgrund der in dieser Arbeit nachgewiesenen erhéhten mRNA-Expression von A3R in
B-Zellen von SLE-Patienten, sowie der in mehreren Autoimmunerkrankungen beschrie-

benen immunregulatorischen Funktion von A3R-Agonisten (136, 150, 153—-155, 164—
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166, 209, 210), erwarteten wir ahnliche Effekte in unserer Arbeit. Zumindest aber gin-
gen wir von einem verstarkten Effekt der A3R-Agonisten und -Antagonisten auf B-Zel-
len von SLE-Patienten aus. Entgegen unserer Erwartungen konnten wir statistisch sig-
nifikante Effekte nur bei gesunden Probanden beobachten. Obwohl wir suppressive Ef-
fekte flr die Agonisten und stimulierende Effekte flr die Antagonisten erwarteten,
konnte nach Einsatz beider Substanzen ein tendenziell proliferationsférdernder Effekt
verzeichnet werden, der jedoch bei A3R-Antagonisten etwas deutlicher war. Hingegen
konnte bei SLE-Patienten ein geringerer und nicht statistisch signifikanter Effekt ver-
zeichnet werden. Man konnte hier einen moglicherweise vorhandenen Defekt des A3R-
Signalweges mutmallen. Aufgrund der geringen Patientenzahl und starker Variabilitat
innerhalb der SLE-Population sowie der unzureichenden Studienlage ist eine abschlie-
Rende Schlussfolgerung diesbezlglich aber nicht mdglich. Diese Ansatze lassen je-

doch auf weitere Studien zu A3R-Agonisten im Zusammenhang mit SLE hoffen.
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