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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1. Das Immunsystem des Menschen

Die Entdeckung des menschlichen Immunsystems un8etginn der Immunologie als
eigenstandiges Fach gehen zurlick auf zwei Pers@ubmard Jenner erkannte 1796,
dass durch die Verabreichung des Kuhpockenvirusdiviea) an gesunde Menschen die
menschlichen Pocken verhindert werden kdnnen. Sodeas Prinzip der Vakzinierung
geboren. Ein knappes Jahrhundert spater war esriRélweh, der anhand des
Milzbrandes und der Milzbrandsporen erstmals Uhgrhden kausalen Zusammenhang
zwischen einem speziellen Erreger und einer dazirggin Krankheit erkannte. Die
Untersuchung der Reaktionen des menschlichen Gugasi auf diese
Mikroorganismen bildete den Grundstein der Immug&o

Neben der eigentlichen Abwehrfunktion gegenubengg¢nen Mikroorganismen ist es
zunachst die Hauptaufgabe des Immunsystems eindwgzetl@en Organismus,
zwischen ,selbst* und ,fremd“ zu differenzieren.eDiheoretische Mdglichkeit, dass
korpereigene Strukturen zum Ziel werden konntekaramte um 1900 schon Paul
Ehrlich und beschrieb dies anschaulich als ,Hoawtotoxicus” [1]. Im 20. Jahrhundert
brachte dann die Entdeckung der V(D)J-Rekombinagoimdlegende Erkenntnisse
Uber die Entstehung der Vielfalt lymphozytarer Aeti-Rezeptoren und brach
gleichzeitig das Dogma der ,Unantastbarkeit* gersmiéer DNA [2].

1.1.1. Bestandteile des menschlichen Immunsystems

Das Immunsystem kann von zwei Perspektiven austaiiteverden. Einerseits grenzt
man aus funktioneller Sicht einen phylogenetischr saten, schnell reagierenden,
angeborenen Zweig (first line defense) gegen deit @@éter in der Evolution

entstandenen adaptiven Zweig der Immunitat ab.eDregei Systeme stehen in engem
Kontakt miteinander und ergénzen sich in vielenk®m Dennoch ist der adaptiven
Immunitét eine Spezifitat zu eigen, die es ihrdiaer zweiten Infektion mit demselben

Erreger ermdglicht, weitaus starker und effektiar reagieren — sie ist in der
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Ontogenese eines Individuums also lernfahig. Dies bei der sehr langen
Generationenzeit des Menschen in der Evolutionergacheidendem Vorteil.

Die zweite, mehr strukturelle Betrachtung gren#ut@re von humoralen Bestandteilen
des Immunsystems ab (zu lat. humor = (Korper-)kliesten). Den zellularen Anteil
macht im Wesentlichen die Leukozytenpopulation ausiche sich in Lymphozyten,
Granulozyten und das Makrophagen-Monozytensystefgliadern lasst, wobei diese
ihren gemeinsamen Ursprung in einer pluripotentéamsizelle im Knochenmark
haben. Hinzu kommen Mastzellen, Dendritische Zellied Natural Killer (NK)-Zellen.
Lymphozyten stellen mit B- und T- Zellen den Anteier adaptiven, zellularen
Immunitét dar. Die humorale Komponente bilden dasnidlementsystem (angeboren)
und die von B Zellen produzierten Antikdrper (im $&atlichen adaptiv). Losliche
Antikorper (AK) besetzen ihr spezifisches Antigex5) und stellen so einen Adapter
oder ,Zwischenkorper® (P. Ehrlich) dar, der es demgeborenen Immunsystem

ermoglicht, an der spezifischen Immunantwort teiumen.

1.1.2. Der B-Lymphozyt

B-Lymphozyten stellen die Produzenten von Antikdnpgar. Neben den chronologisch
aufeinander folgenden Entwicklungsstufen der kotigaellen B Zelle (Abbildung 1)
unterscheidet man weiterhin eine CDSubpopulation, die spezielle Charakteristika
aufweist. Diese werden auch als Bla-Zellen bezeichand so gegen die
konventionellen B2-Zellen abgegrenzt.

B1-Zellen sind eine kleine Untergruppe, welche imbBlschnurblut 60-80 % aller B-
Lymphozyten darstellt [3], wahrend sie im peripmeBdut von Erwachsenen nur noch
einen Anteil von 10-25 % ausmacht [4-6]. Besondgofie Mengen finden sich in der
Peritonealhohle. Ihre Herkunft und Funktion ist maecht geklart. Transferexperimente
an Mausen geben Hinweise auf eine eigenstandidbstemeuernde Linie [7, 8].
Andererseits zeigen Studien mit humanen B-Lymplezyine Induzierbarkeit des
CD5-Molekils nach aktivierenden Stimuli, was gegd#ie Zwei-Linien-Hypothese
spricht [9, 10]. Funktionell wird ihnen eine beserel Rolle in der angeborenen
Immunitat zugeschrieben. Sie produzieren polyrgaktnatirliche* Antikorper der

IgM-Klasse mit einem beschrankten V-Region Repertaind haben von daher das
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Abbildung 1. Vereinfachte Darstellung wichtiger Stufen der B-Zellentwicklung. Die Abbildung zeigt die Reifung des B-Lymphozyten vom Beginn
im Knochenmark bis zur terminalen Differenziereung in der Peripherie. Zusatzlich dargestellt ist die primare V(D)J-Rekombination fur die
schwere und leichte Kette des Immunglobulinlocus [modifiziert nach 43, 159].
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Potential, auch korpereigene Strukturen zu erkenpdn. Diese Hypothese wird
gestitzt durch eine erhdohte Anzahl von Bla-Zellen Jerschiedenen systemischen
Autoimmunerkrankungen [12], darunter auch die Jueediopathische Arthritis [13,
14]. AuBerdem sind CO3B Zellen haufig bei malignen hamatologischen Bnktangen
involviert. So exprimieren 95 % aller chronisch [yimatischen Leukamien der
B-Zell Reihe (B-CLL) das CD5 Molekul [4]. Der Markér diese Bla-Zellen — das
Oberflachenmolekil CD5 — ist strukturell ein monoeseKlasse | Glykoprotein von 67
kDa Masse, welches funktionell das Aktivierungsaigiber den BCR inhibiert [15,
16].

1.1.3. Antikorper: Struktur und Funktion

Als Teil der adaptiven Immunitat ist es primare gatbe der B Zelle, fremde Antigene
spezifisch zu erkennen. Daflr spezialisierte Mdlelksind die Immunglobuline (lg),
welche einerseits in der membrangebundenen Foramrusn mit CD7&/p als B-Zell-
Rezeptor (BCR) fungieren [17] und andererseitshraternativem Splicing und daraus
resultierendem Verlust hydrophober Aminosauren aifie@ninus, in ihrer I6slichen
Form in Korperflussigkeiten als Antikdrper vorlieageAntikdrper sind Proteine, die
hochspezifisch an ein bestimmtes Epitop eines Midekinden. Aus der Beobachtung,
dass Antikorper erst nach stattgehabtem Kontaktebén diesem Molekil gebildet
werden, leitete man den Begriff Antigen amtjbody gererating) [18]. Genau diese
Antigen-Antikoérper-Reaktion macht jeden AK einzitygy da nur dieser spezifisch an
»Sein“ Antigen zu binden vermag. Zusatzlich kandgeB Zelle zu einem gegebenen
Zeitpunkt nur eine einzige Art von Antikorperspéaif produzieren.

Strukturell bestehen Antikdrper aus zwei schwetegayy) und zwei leichten (light)
Polypeptidketten, welche jeweils eine variableg, (yhd ) und eine konstante Region
(Cy und G) besitzen (Abbildung 2). Diese sind miteinanderctiuDisulfidbriicken
verbunden. Die beiden variablen Regionen; (¥hd ) bilden gemeinsam die fur
diesen Antikorper einzigartige Erkennungsstelle félas Antigen. Antikorper
unterscheiden sich also zum einen in ihrer Fahigkai spezielles antigenes Epitop zu
erkennen (ldiotyp), zum anderen in ihrer Ig-Klagsetyp). Es gibt funf verschiedene
Hauptklassen: IgA (2 Subklassen), IgG (4 Subklasskgb, IgE und IgM, welche
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durch die schweren Ketten festgelegt werden undtfektorfunktionen determinieren.
Bei den leichten Ketten existieren lediglich dieetvKlassenk und A, welche auf
verschiedenen Chromosomen lokalisiert sind.

Wie bereits angesprochen, erfillen membrangebunbemeinglobuline die Rolle des
BCR, mit dem die B Zelle ihr spezifisches Antigekesmnt und auf diese Weise Signale
erhalt. Losliche Immunglobuline dagegen stammen Riasmazellen, einer terminalen
Differenzierungsstufe der B-Zell-Reihe, die im Kheamark angesiedelt ist und grolRe
Ig-Mengen sezerniert. Diese Antikorper erfullen dktbrfunktionen: Zum einen
neutralisieren sie ihre Antigene wie z.B. baktégidgixotoxine und Viren. Ein zweiter
Effekt besteht in der Opsonisierung, der spezigschlarkierung von Fremdantigen. In
der Folge konnen die Fc-Teile des Antikorpers dupttagozytierende Zellen des
angeborenen Immunsystems erkannt und daraufhitbgevgerden. Dies wird als AK-
abhangige zellulare Zytotoxizitat bezeichnet (ADCZudem vermitteln Antikdrper
mittels ihres konstanten Fc-Teils auch die nichiiie, vom Komplementsystem

getragene direkte Lyse von Mikroorganismen durcateRaldung.

5 /\Schwere Kette (H)
A\Y P

C-Terminus

FC-T6I| Fab'Te'l
It |
Konstante Variable
Region (C)@ Region (V)@

Abbildung 2. Struktur eines Immunglobulins [modifiziert nach 18]
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1.1.4. Entwicklung der B Zelle im Knochenmark

B-Lymphozyten entwickeln sich wie die anderen Bdlien aus einer gemeinsamen
hamatopoetischen Stammzelle im Knochenmark (Abbddd). Der Buchstabe B
stammt von der ,Bursa fabricii, einem lymphoretié#xen Organ bei Vdgeln, das beim
Menschen nicht existiert. Durch den Einfluss deszmglen Mikromilieus im
Knochenmark entsteht aus der pluripotenten Vortaefee nach mehreren
Differenzierungsschritten — definiert durch die Eegsion ihrer Ig-Ketten — schlief3lich
der unreife B-Lymphozyt. Zunachst entsteht hierkais einer lymphatischen
Vorlauferzelle die pro-B Zelle, indem sie begirttie Gene fur die schweren Ketten auf
Chromosom 14 zu rearrangieren. Nach erfolgreichekoRibination wird diese als
IgM-Klasse gemeinsam mit einer Ersatzleichtkettésentiert (pra-BCR) und so zur
pra-B Zelle. Diese rearrangiert nun den Leichtkettecus auf Chromosom z)( oder
22 () und wird nach erfolgreicher Expression eines Kettgn IgM-Molekils zur

unreifen B Zelle, die aus dem Knochenmark emigriert

1.1.5. Die Keimzentrumsreaktion

Nach Verlassen des Knochenmarks trifft der naiveyByhozyt in den peripheren
lymphatischen Organen auf sein Antigen. Fir eirsgeachende Aktivierung muss die
B Zelle neben der Bindung des AG via BCR noch eweites Signal erhalten. Dieses
wird bei Thymus-unabhéngigen (Tl) AG von einer mass Quervernetzung der BCR
durch multivalente Epitope oder aber durch TolelRRezeptoren (TLR) vermittelt [19].
Bei Thymus-abhangigen (TD) AG muss ein T-Helfer-lphuzyt angetroffen werden,
der mittels seines T-Zellrezeptors das von der B2Aga MHC-II prasentierte Peptid
ebenfalls erkennt. Daraufhin erhalt die B Zelle riB®40-Ligand und Interleukin-4
(IL-4) ein zweites Signal, woraufhin sie in den IZgklus eintritt und proliferiert. Dies
geschieht an der Grenze zwischen B- und T-Zellzonerhalb der Lymphfollikel.
Anschliel3end tritt sie als proliferierender Centasb (CB) in das Keimzentrum ein, wo
durch Somatische Hypermutation und Affinitdtsregueine Selektion nach AG-
Affinitdit des BCR stattfindet. Weiterhin kann esnzuKlassenwechsel kommen,

woraufhin sich diese hochaffinen B Zellen entweden Plasmazellen oder
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Gedachtniszellen ausdifferenzieren. Gedachtnisralied somatisch stark mutiert und
exprimieren das Oberflachenantigen CD27 aus der pg&u der TNF-
Rezeptorsuperfamilie [20, 21]. Sie machen beim Ehsanen ungefahr 40 % aller B-
Zellen des peripheren Bluts aus und lassen sich dam exprimierten Isotyp ihres
Immunglobulins weiter differenzieren (Abbildung[2R].

Abbildung 3. In der Keimzentrumsreaktion erfahren naive CD27" IgM*/IgD" B-Lymphozyten
nach Antigenkontakt den Prozess der Somatischen Hypermutation und zum Teil auch einen
Klassenwechsel. Diese CD27" Gedachtnis B Zellen machen zusammen etwa 40 % aller
peripheren B Zellen des Erwachsenen aus (GC = Germinal Center) [modifiziert nach 22].

1.1.6. Entstehung des Immunglobulin-Repertoires

Das Immunsystem des menschlichen Organismus diellintimste Kontaktstelle zu
anderen Spezies dar. Eine riesige Anzahl von Milgaismen sowie deren standige
Veranderung im Laufe der Evolution verlangt in dertigenerkennung primar eine
gro3e Vielfalt sowie maximale Flexibilitat. Um dieau erreichen, wird auf die
Verdanderung genomischer DNA zurickgegriffen — eiminzipiell riskanter
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Mechanismus, da eine unkontrollierte DNA-Modifilati zur Ausléschung oder
malignen Transformation der Zelle fihren kann [2B8ll1 der Diversifikation durch
somatische Rekombination (kombinatorische Divekatfon) kommt die junktionale
Diversifikation, welche auf der variablen Hinzufingu oder Entfernung einzelner
Nukleotide im Bereich der DNA-Schnittstellen beryf:- und N-Nukleotide). Nach
einer derartigen — statistisch zufélligen — Verdundg der Basenabfolgen sind im Mittel
2/3 der Sequenzen durch Verschiebung des Leserasiproduktive Rearrangements.
Gelingt es einer Zelle, durch produktives Rearramgy@ der schweren und leichten
Kette einen BCR zu exprimieren, wird dessen Spgérifigegen Fremd- und
Selbstantigene getestet und die Zelle der klongkdaktion unterworfen. Im Anschluss
sorgt der Prozess der Somatischen HypermutationMSfiir eine noch weitere

Diversifikation des Ig-Repertoires ebenfalls aufAHbene (Affinitatsreifung).

1.1.7. Ablauf der V(D)J-Rekombination

Der Immunglobulin-Genlocus besteht aus verschiade@ensegmenten: Fur die
schwere Kette sind dies jeweils mehrere V(arialiéversity) und J(oining)-Segmente
sowie die konstanten Exone (C) fur die lg-Klassaf 8en Leichtkettenlock und A
befinden sich lediglich mehrere V- und J-Segmenigies die konstanten (C) Anteile.
Angrenzend an die einzelnen V(D)J-Segmente findeh glie nicht-kodierende
Recombination Signal Sequence (RSS), bestehendia&is Heptamer-Spacer (12/23)-
Nonamer Sequenz (Abbildung 4, oben). Diese erlaiddd Auffinden durch die
Rekombinationsenzyme und verhindert falsche Regeraents (12/23-Regel).

Die Rekombination beginnt mit der Bindung des Enggmplexes (RAG 1, RAG 2,
HMG-Proteine) an der RSS, woraufhin ein Einzelglaoch am kodierenden Strang
eingefuhrt wird (Abbildung 4, unten - a). Nun wenddie zu vereinenden Elemente
zusammengebracht (b), woraufhin die nun freie 3-@idppe mit dem gegenlaufigen
Strang eine Haarnadelformation bildet (c). Die Offg dieser Haarnadelformation
geschieht zuféallig und wird durch die Aktivitat ddinzyme TdT (Terminale
Deoxynucleotidyl Transferase) und Exonuklease wedwersifiziert (P- und N-
Nukleotide). SchlieRlich werden mit Hilfe von LigasV und XRCC4 beide Briiche

nach dem Prinzip des Non-Homologous End Joining EB)Hwieder verbunden (d)
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[24]. Durch dieses Rearrangement entsteht ein isegenRepertoire an BCR-
Spezifitaten, welches durch Affinitatsreifung (SHMJassenwechsel) noch weiter

diversifiziert werden kann.

RSS
\ ™ \ ¢ Y A™ 4™ ™ "
B —
AR
' Heptamer i Spacer i Nonamer
(a) (b) (c) (d)
»\\ /]/ \\\\ / - 4
. g OH
r; TR 7N R
RAG 1 \\J T/ ’ | DNA-PK v
Ragd \ N \ / )E()géclshgase 1\ /
HMG Proteine \x__/ / T —
Artemis

Abbildung 4. Schematische Darstellung der V(D)J-Rekombination am Beispiel eines
Leichtkettenlocus. Oben: Struktur der Recombination Signal Sequence (RSS). Unten: Ablauf
der Rekombination. Erldauterung und Abkirzungen siehe Text. (HMG=high mobility group;
XRCC4=X-ray repair cross complementing protein 4; DNA-PK=DNA dependent protein kinase)
[modifiziert nach 24].

1.1.8. Recombination Activating Genes (RAG)

Als Kernkomponente der V(D)J-Rekombinase stellt dgachrone Vorhandensein
beider RAG-Enzyme - einem Komplex aus RAG1 und RAG2 die

Grundvorraussetzung fur den Rekombinationsprozess $b kénnen Mause, denen
eines der beiden RAG Gene fehlt, keine reifen Lyoagten hervorbringen [25, 26].
Beim Menschen fuhren verschiedene Mutationen zurankleitsbild der Severe
Combined Immunodeficiency (SCID) und zum Omenn-3gnd [27, 28]. Beim

Menschen ist die Aktivitat beider Gene streng agrhphozyten limitiert, wobei sie sich
interessanterweise auch im murinen zentralen Nepstem [29] sowie beim
Zebrafisch in olfaktorischen Neuronen nachweisesstl§30]. Ihre Expression erfolgt
regular in zwei Wellen der frihen B Zellentwicklurmunachst im pro-B-Zell Stadium
und daraufhin in der Phase der pra-B Zelle. Diedé®i Gene liegen in enger
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Nachbarschaft auf Chromosom 11, werden allerdimgentgegengesetzter Richtung
transkribiert. Aufgrund ihrer genetischen Ahnlichikas Transposons — d.h. genetischen
Elementen, die innerhalb des Genoms ihre Positinded koénnen — und des
tatsachlichenn vitro Nachweises von Transposon-Aktivitat, haben sieh\@brganger
der RAG Gene vermutlich selbst aus Transposonsieieiiv[31].

Die Regulation der RAG-Expression ist bisher noclzueichend untersucht. Es ist
allerdings bekannt, dassin vitro identische Stimuli in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien entgegengesetzte Wirkungenrhakas durch stark differierende
Signaltransduktions-Kaskaden erklarbar ist [32]. vad in unreifen B Zellen durch
BCR-Aktivierung die RAG Expression induziert [33&ndererseits fihrt derselbe
Mechanismus in reifen B-Lymphozyten zur Hemmung H&pression beider Gene
[34]. Weiterhin kann RAG in diesen Zellen durcheekombination von CD40-Ligand
und IL-4 reinduziert werden, was im Prinzip diefeBignale der T-Zelle imitiert [35].

1.1.9. Somatische Hypermutation (SHM)

In den Keimzentren der sekundaren lymphatischera@rgverden unter T-Zell Hilfe
Punktmutationen in bereits rearrangiertg- WInd \{-Segmente eingefiihrt, die dann
ggf. zu Veranderungen der Polypeptidsequenz deanit) seiner Bindungsaffinitéat
fuhren. Eine nachfolgende positive Selektion hofhaf BCR fuhrt schliel3lich zu
einem verbesserten Ig-Repertoire fir ein gegebAlegAffinitatsreifung). Der genaue
Mechanismus dieser Somatischen Hypermutation (Sidtvijicht endgultig geklart. Die
Deaminierung eines Cytosins durch das Enzym Acétimainduced Cytidine Deaminase
(AID = AICDA) fuhrt initial zur Entstehung eines Bkil, woraus dann entweder durch
direkte Replikation C/G zu T/A-Transitionen ent&rloder durch fehlerhafte Reparatur
dieser Lasion undefinierte Mutationen eingefigtdeer[36].

AID wird ausschlief3lich in Keimzentrums-B Zellenpeiniert und stellt nicht nur fur
die SHM, sondern auch fur den Isotypenwechsel (G8Rj)e die Genkonversion (nicht
beim Menschen) eine essentielle Komponente dar 8], Ein Mangel an AID

verursacht beim Menschen eine Variante des HypdrSgndroms [39].
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1.1.10. Selektionsmechanismen in der B Zell Entwicklung

Bis zu diesem Zeitpunkt ist die Zusammensetzung Ideaunglobulins scheinbar
zufallig verlaufen. Um einerseits eine suffizienReaktion gegen Pathogene zu
entwickeln und andererseits die Erkennung von k@&igenen Strukturen zu
verhindern, muss eine Selektion stattfinden. Daerne®-Lymphozyt zu einem
gegebenen Zeitpunkt nur Antikbrper mit einer eipmigpezifitdt produzieren kann, hat
die Evolution dessen Uberleben an diesen AK geKoppi klonale Selektionstheorie
[40] geht von einem bei Geburt bereits fertigen bmgiobulinrepertoire aus, das
prinzipiell in der Lage ist, samtliche Antigene etkennen. Wird dieses Antigen durch
einen Lymphozyten angetroffen, proliferiert diesend bildet einen Klon vieler
Tochterzellen (klonale Expansion), welche in derlgéosowohl die effektive
Bekampfung als auch die Gedachtnisfunktion sickbest Andererseits wird die
Entwicklung autoreaktiver Lymphozyten durch negati8ignale verhindert: Diese
Zellen fallen dann der Apoptose anheim, gehen im Zgstand der Anergie Uber oder
rekombinieren ihre Leichtketten-Immunglobulingereai{Sekundares Rearrangement).
In neueren Untersuchungen finden sich allerdingsi\widise, welche die Ein-
Lymphozyt-Ein-Rezeptor-Theorie in Frage stellen, [44].
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1.2. Autoimmunitat: Defekte Toleranz fir kérpereigene Stukturen

Bei verschieden Autoimmunkrankheiten wendet sick tmmunsystem gegen das
Selbst. Da fir diese Diskriminierung zwischen Selbsd Nicht-Selbst die erworbene
Immunitat in Form der Lymphozyten verantwortlicht, iskonzentrieren sich

Untersuchungen bei diesen Krankheiten auf Patheto@iei der Toleranzentstehung
von B- und T-Zellen. Die Produktion autoreaktivemtikdrper ist gemeinsames
Kennzeichen mehrerer systemischer Autoimmunerknagém wie der Rheumatoiden
Arthritis (RA), dem Systemischen Lupus Erythema®d8LE) und der Juvenilen

Idiopathischen Arthritis (JIA). Dies ist Ausdruckfekter Toleranzmechanismen in der
B Zellentwicklung, deren Ursache nicht abschliel3geklart ist.

Die grundlegendste Umstrukturierung des Ig-Locus damit der AntikOrper-Spezifitat

bringt der Prozess der V(D)J-Rekombination mit si€heser Mechanismus lauft
allerdings nicht nur zur primaren, initialen Umouthy der Ig-Gene im pro- und pra-B
Zell-Stadium ab, sondern tritt auch in spaterenwikakiungsstadien ,sekundar* auf.

Diese sekundaren V(D)J-Rearrangements (Receptamédind Receptor Revision)

stellen von daher kritische, weil vulnerable Kotiponkte dar, in denen durch

Dysregulation autoreaktive Rezeptoren entstehends®n

1.2.1. Sekundare Rearrangements: Receptor Editing

Der erste wesentliche Kontrollpunkt bezuglich Aetktivitat findet im Knochenmark
statt. Nachdem die unreife B Zelle hier ein komekeigM-Molekil auf der Oberflache
exprimiert hat, wird dieses auf Reaktivitdt mit péreigenen Strukturen getestet. Flr
die Signaltransduktion dieser Information ist déCHB selbst entscheidend. Man geht
derzeit davon aus, dass die Starke des BCR-Sigdats Uberleben der Zelle
determiniert [18], auch wenn bekannt ist, dass eweitMolekile im Sinne eines
.receptor crosstalk* fir die Modulation der Aktivi;ng entscheidend sind. Bei einem
extrem starken Signal wird demnach eine korpereignuktur erkannt und die B Zelle
entweder inaktiviert (anerg), apoptotisch oder sierchlauft einen sekundaren
Rekombinationsprozess, um ihre Antigenspezifitdtvevandern. Letzteres wird als

Receptor Editing bezeichnet [43]. Diese ,dritte* Ngeder RAG Expression wurde
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zunachst fur unreife B Zellen im Knochenmark bestien. lhre Funktion scheint
hierbei insbesondere in der Entfernung autoimm&ezeptoren aus dem Repertoire zu

bestehen, welche bei unreifen B Zellen initial B9 ausmachen [44].

1.2.2. Sekundare Rearrangements: Receptor Revision

Mittlerweile ist bekannt, dass auch reife B ZelEm3erhalb des Knochenmarks RAG
Aktivitat zeigen und so ebenfalls ihren Ig-Locussemetlich modifizieren, was auch als
.vierte Welle* der RAG Expression bezeichnet widb]. Dies konnte zuné&chst auf
Protein- und DNA-Ebene durch Stimulation mit IL-AduLPS oder CD40-Liganth
vitro [35] [46] sowie nach Immunisierung vivo [47, 48] gezeigt werden. In humanen
Tonsillenzellen lie3en sich ebenfalls MRNA-Trangtgibeider RAG-Gene nachweisen
[49]. Schliel3lich konnten stattgehabte sekundar@@agements auch in peripheren —
bereits somatisch mutierten B Zellen — anhand vaoalysen der Ig-Loci demonstriert
werden [50, 51]. Nach der Beschreibung von LeiditékeRearrangements, gelang
mehreren Gruppen auch der Nachweis sekundarer dRgaments auf der schweren
Kette des Ig [52]. Eine starke Assoziation der RemeRevision mit dem CD5 Molekiil

in Tonsillen B Zellen wurde erst kirzlich bescheald53].

In Frage gestellt wurden diese Ergebnisse durcschierdene Untersuchungen mit GFP
(Green Fluorescent Protein) knock-in Mausen in clegeslene Loci im Bereich des
RAG Gens. Hier lieBen sich weder reife RAG exprigmgle B Zellen nachweisen,
noch konnte RAG durch verschieden Stimuli (LPS, lmisierung) induziert werden.
Nach diesen Studien handelt es sich demnach nighteine re-induzierte RAG
Expression reifer B Zellen, sondern vielmehr um drhaltende RAG Expression
unreifer B Zellen. Diese Argumente stlitzen sichb@s®ndere auf den unreifen
Phanotyp dieser Zellen [54-59]. Dennoch gelangieslich, ebenfalls mit einem GFP-
Konstrukt, in immunisierten Mausen RAG Aktivitdt WG-aktivierten B Zellen zu
demonstrieren [60].

Trotz eines &hnlichen Mechanismus, unterscheideh slie Receptor Revision

entscheidend vom Receptor Editing. Dies wird inebdere durch die
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unterschiedlichen RAG induzierenden Signale beeifem und reifen B Zellen belegt:
Bei unreifen B Zellen kommt @r vitro nach starker BCR Stimulation zur Reinduktion
von RAG [33, 61], wasin vivo bei Antreffen eines Autoantigens der Fall ware.
Andererseits ist in reifen B Zellen die RAG-Expiessdurch eine Kombination von
LPS und IL-4 oder CD40-Ligand und IL-4 bzw. IL-7induzierbar. Diese Stimuli
imitieren eher Signale von T-Helfer Zellen. Eine B@\ktivierung fihrt in dieser
Konstellation sogar zur Terminierung der RAG Expres [34, 62-64].

Aufgrund dieser Daten wird der Receptor Revisioteumphysiologischen Umstanden
eher eine diversifizierende als toleranz-induzideerFunktion zugesprochen. Diese
Trennung gilt allerdings nicht unter pathologisclBadingungen: Durch Defekte in der

Regulation beider Vorgange kdnnen jeweils autoreal&ntikorper entstehen [65].

1.2.3. Sekundare Rearrangements: Rolle bei Autoimmunkrankleiten

Eine Reihe von Untersuchungen hat sich mit dereRiddlr sekundaren Rearrangements
bei Autoimmunerkrankungen beschaftigt. Diese stutz@ch zumeist auf die
Untersuchung humaner B Zellen aus dem peripherendsler aus Keimzentren, wobei
einerseits die Expression der RAG Gene, andersrd@tSequenz des Immunglobulin-
Locus analysiert wurde. Weiterhin kamen verschieddaus-Modelle zum Einsatz.

Zwei Hypothesen werden diskutiert (Abbildung 5):

= Einerseits eine verminderte Aktivitdt sekundérer afREengements wodurch

autoreaktive BCR im Repertoire verbleiben.

= Andererseits das unkontrolliert haufige Auftret@kisdérer Rearrangementie

dazu fuhren, dass initial nicht-autoreaktive Reaept unselektiv verandert werden,
so dass in einigen Fallen schlie3lich Autoimmunitiirch eine pathologische

sekundare Rekombination erst entsteht.
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Knochenmark Peripherie

A
_+

Diversifizierung
des BCR Repertoires

Abbildung 5. Die Abbildung illustriert alternative Funktionen der Rezeptor Revision. Neben einer
diversifizierenden Funktion (A), kdnnte die Rezeptor Revision gemafl ihres Mechanismus unter
pathologischen Umstanden sowohl zur Entstehung (B) als auch zur Entfernung (C)
autoreaktiver B Zellen in der Peripherie beitragen. (AR=autoreaktiv, N=non-AR, RR=Rezeptor
Revision; modifiziert nach [66])

Nach der Beschreibung des Receptor Editing als iplogischer Mechanismus der
B Zellentwicklung [43], fanden sich zunachst inéiee Hinweise auf Defekte beim
Systemischen Lupus Erythematodes (SLE). Dazu wuideSLE BCR-Repertoires
Uberproportional viele ¥-Segmente gefunden, die sehr proximal zdagen, was auf
eine geringere Haufigkeit sekundarer Rearrangentantseist [67]. Weiterhin wurde
eine vermehrte Verwendung kationischer $egmente im SLE-Repertoire beschrieben,
die gut mit der Entwicklung von Krankheitsmerkmaldworrelierte. Die seltene
Verwendung dieses Abschnittes bei Gesunden, deatsnfalls auf defekte
Revisionsmechanismen [44, 68, 69]. In Studien nmém Mausmodell fir das Lupus
Suszeptibilitits-Gen Slékeigten sich Defekte in den Toleranzmechanismeerdia,

Deletion und Receptor Revision. Zusatzlich konnte periphere Lokalisation der
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Receptor Revision demonstriert werden [70]. Fur Hieeumatoide Arthritis (RA)
konnte durch Klonierung unéh vitro Expression von Antikdrpern nicht nur eine
erhdohte Anzahl polyreaktiver AK gegentber Gesundgzeigt werden, sondern

zusatzlich auch deren mangelhafte periphere Elitong71].

Dennoch fanden sich in anderen Untersuchungen &udistalere \¢ Segmente in den
Ig-Genen von SLE-Patienten [72, 73], was wiederwheine ausreichende Aktivitat
sekundéarer Rearrangements hinweist. Zusatzlich nwvgperiphere B Zellen von
erwachsenen SLE-Patienten 3-fach haufiger positnRIAG 1 und RAG 2 mRNA als
bei Gesunden, was ebenfalls eine verstarkte pegph)J-Rekombination unterstitzt
[74]. Bei padiatrischen SLE-Patienten lie3 sicheewermehrte RAG Expression
insbesondere in der IgOD5" B-Zellpopulation nachweisen [75]. Studien an einem
Lupus-Maus-Modell konnten direkt das Potential veekundaren Rearrangements
demonstrieren, autoreaktive Antikdrper hervorzupeim [51]. Bei der Rheumatoiden
Arthritis fanden sich innerhalb entzindeter Synlwia— direkt am Focus der
Entzindung — sowohl eine deutliche Expression beRfeG Gene als auch Hinweise
auf sekundare Leichtkettenrearrangements in dehodg-[76, 77]. Auch fur die
Multiple Sklerose [78] sowie autoimmune Schilddrilseden [79] liegen Daten zu
pathologischen sekundéren Rearrangements vor.

Fur die Juvenile Idiopathische Arthritis gibt eslang keine Untersuchungen.

Da sich fur beide Hypothesen Hinweise finden, isgeund der derzeitigen Datenlage

eine abschliel3ende Beurteilung nicht maglich.

-16 -



Einleitung

1.3.  Juvenile Idiopathische Arthritis (JIA)
1.3.1. Gelenkentziindungen im Kindes- und Jugendalter

Die schmerzhafte Schwellung, Uberwarmung und/odeitui®y als klinische
Symptomatik einer Gelenkentzindung stellt im Kirades eine h&ufige Beschwerde
dar. Muskuloskelettale Schmerzen bei Kindern werderder Literatur mit einer
Inzidenz von 4-30 % angegeben [80]. Eine Vielfalt@rsachen erfordert deshalb eine
genaue Diagnosestellung. Da die Juvenile IdiopaltleisArthritis (JIA) auch zu grof3en
Teilen eine Ausschlussdiagnose darstellt, ist déesrentialdiagnostische Spektrum hier

kurz dargestellt (Tabelle 1).

Infektios Borreliose, Septische Arthritis, Osteomyelitis, Tuberkulose

Reaktiv Coxitis fugax, Rheumatisches Fieber, Lyme-Disease, Reiter-Syndrom
Nicht-infektits JIA, SLE, Psoriasis, Dermatomyositis, Sklerodermie, CRMO
Neoplastisch Leukamien, Lymphome, Knochentumoren, Neuroblastom

Genetisch familidres Mittelmeerfieber, Hamophilien

Vaskular Purpura Schonlein-Henoch, Kawasaki-Syndrom, M. Behcet
Orthopadisch Trauma, M. Perthes, aseptische Knochennekrosen, M. Scheuermann

Tabelle 1. Differentialdiagnosen der Arthritis bei Kindern

1.3.2. Klassifikation

Die Juvenile ldiopathische Arthritis stellt einetémgene Gruppe chronischer und
entziindlicher Gelenkerkrankungen des Kindesaltarsvaelche in ihrer Atiologie noch
weitestgehend ungeklart ist. Gemeinsames obligatesnnzeichen flir die
Diagnosestellung einer jeden Subentitat der JIAdist Arthritis (Schwellung oder
Bewegungseinschrankung und Schmerz mindestens @elesks) mit (i) Beginn vor
dem 16. Lebensjahr, (ii) einer Dauer von > 6 Wockenie der (iii) Ausschluss anderer
definierter Erkrankungen (vollstandige Liste in J81In der Einteilung ihrer
Subgruppen werden besonders die Anzahl der beéalléBelenke zu Beginn der
Erkrankung sowie in deren Verlauf, das Vorhandensgewisser Serum-Marker
(Rheumafaktor), spezielle HLA-Assoziationen und A#dsr zu Beginn der Erkrankung
bertcksichtigt (Tabelle 2).
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Seit Erstbeschreibung erwies sich die Klassifikatads schwierig und infolgedessen
besonders im internationalen Kontext uneinheitlisloraus sich immense Probleme
bezuglich standardisierter Therapien und progndstis Aussagen ergaben. Die in
Europa vorherrschende, von der European Leaguensig&heumatism (EULAR)
herausgegebene Einteilung der Juvenilen Chroniséndmitis (JCA) stand dabei in
Konkurrenz zur amerikanischen Klassifikation devehilen Rheumatoiden Arthritis
(JRA) des American College of Rheumatology (ACRIit 8er Konferenz von Santiago
1994 [82] bzw. ihrer ersten und zweiten RevisiorDurban 1997 [83] und Edmonton
2001 [84], hat man sich im Rahmen der ,Internation@ague of Associations for
Rheumatology” (ILAR) auf eine gemeinsame Klasstid@a unter dem neuen
Uberbegriff Juvenile Idiopathische Arthritis (JIA)eeinigt, wobei man sich bewusst
vom Begriff des ,Rheumatoiden“ distanzierte, um di#genstandigkeit dieses
Krankheitsbildes gegenuber der rheumatoiden ArshrtRA) des Erwachsenen

hervorzuheben [85].

ACR EULAR ILAR
JRA JCA JIA
(Juv. Rheumatoide Arthritis) (Juv. Chronische Arthritis) (Juv. Idiopathische Arthritis)
systemische Form systemische Form systemische Form
Polyarthritis Polyarthritis Polyarthritis, RF-negativ
juvenile rheumatoide Arthritis Polyarthritis, RF-positiv
Oligoarthritis Oligoarthritis, Frihform (EOPA) Oligoatrthritis, persistierend
Oligoarthritis, Spatform (LOPA) Oligoarthritis, extendierend
juvenile Psoriasis-Arthritis Psoriasis-Arthritis

juvenile ankylosierende Arthritis ~ Enthesitis-assoz. Arthritis
andere Arthritiden

Tabelle 2. Gegenuberstellung verschiedener Klassifikationen der juvenilen Arthritiden.
(RF = Rheumafaktor, EOPA/LOPA=Early/Late Onset Pauciarticular Arthritis)

Die Grundproblematik einer sinnvollen Klassifikatist die beschrankte Kenntnis der
Krankheits-Atiologie, wobei das Dilemma bestehsglAtiologie und Klassifikation fiir
sich gegenseitig eine wertvolle Grundvorraussetzdarstellen, um einerseits Daten
klinischer Studien von mdglichst homogenen Kohorteiteinander vergleichen zu
kbnnen und andererseits differenzierte Therapierigrand einer atiologisch
begriindeten Klassifikation anzuwenden. Bis zu dmes®unkt bleiben alle
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Klassifikationen primar deskriptiv und werden awebiterhin Revisionen durchlaufen.
Dennoch kann man sich von einem internationalen skpns, den die ILAR
Klassifikation liefern soll, einen Vorteil fir dagerstandnis der Krankheit erwarten.
Noch ist das Ziel, weltweit eine einheitliche Kldigation zu verwenden jedoch nicht
erreicht und es werden weiterhin sowohl die JRA alsh die JCA Klassifikation
verwendet. Den Hauptkritikpunkt an der ILAR Klaggibn stellt die grof3e Gruppe der
nicht klassifizierbaren Arthritiden dar, welche zwalaufig aus einer engeren
Eingrenzung der Hauptgruppen resultierte. Des Wantevird die phanomenologisch
gut charakterisierte frihkindliche OligoarthritE@PA) nicht mehr herausgestellt. Eine
Ubersicht tber die drei Klassifikationen bietet &k 2.

1.3.3. Epidemiologie

Epidemiologische Daten aus verschiedenen Studigienan stark. Dies kann einerseits
auf unterschiedliche genetische Pradispositionerw. b2xogene Faktoren in
verschiedenen Populationen zuriickzufiihren seingramgkits aber auch die stark
variierende Anwendung der verschiedenen KlassitkatSysteme reflektieren. Fur die
Inzidenz finden sich weltweit Zahlen von 1-22 / WD / y, wahrend die Préavalenz
zwischen 8 bis 150 pro 100.000 schwankt [86-88kiBéich Geschlechtspraferenzen
treten sowohl poly- als auch oligoartikulare Fornben Madchen haufiger auf, wahrend
sich die systemische Form eher bei Jungen findéhig&he Vergleiche haben weiter
gezeigt, dass die oligoartikulare JIA unter Kau&asizwar den haufigsten Subtyp
reprasentiert, dieser bei nicht-kaukasischen Ragsgoch kaum zu finden ist [89].
Einigen Studien ist es gelungen, ein zyklischestigtén der Krankheit darzustellen,
was als Hinweis auf eine externe Krankheitsursaueepretiert werden kann [90, 91].
Fur Deutschland fand sich in einer prospektivend®tiaus dem Jahre 1995 eine
Inzidenz von 6,6 / 100.000 / y mit einer Pravaleom 14,8 / 100.000 / y bei Kindern
unter 16 Jahren [92]. Wahrend die Pravalenz miSleine Madchenwendigkeit zeigte,
waren die Geschlechter bezuglich der Inzidenz hylearteilt. Den mit Abstand grof3ten
Subtyp der JIA stellte auch hier die Oligoarthrites.

Eine 1998 publizierte Studie aus Ost-Berlin unteinsel retrospektiv alle Kinder mit
rheumatischen Beschwerden aus den Jahren 1980-a88rund der besonderen
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politischen Rahmenbedingungen in der ehemaligen tddben Demokratischen

Republik (DDR), mussten alle Kinder mit rheumatesctBeschwerden in einem genau
definierten Einzugsgebiet an eine Klinik in BerBuch zugewiesen werden. Hier fand
sich eine Inzidenz von lediglich 3,5 / 100.000 /ajterdings mit einer Pravalenz von
20/100.000 /vy [93].

1.3.4. Kilinisches Erscheinungsbild

Die klinische Prasentation der verschiedenen JIAren zeigt deutliche Unterschiede.
Dennoch stellt die Arthritis — mit Ausnahme dertsysischen Form, bei welcher die
Gelenkmanifestation haufig erst im Verlauf auftrtin der Regel das Leitsymptom und
auch die Hauptklage dar, weshalb der Patient demh &ufsucht. Klassische klinische
Symptome der haufigeren JIA-Subtypen sind in Tab&klargestellt. Die zwei in dieser
Studie untersuchten Formen Oligoarthritis (0-JIA)duArthritis mit systemischem

Beginn (systemic-onset JIA = s-JIA) werden im folden beschrieben.

1.3.5. Oligoarthritis (0-JIA)

Die Oligoarthritis ist definiert durch die Entzimduvon 1 bis 4 Gelenken zu Beginn
der Symptomatik sowie der oben genannten gemeinsdieKriterien. Eine weitere
Unterteilung erfolgt nach dem Gelenkstatus 6 Momateh Krankheitsbeginn. Sind zu
diesem Zeitpunkt mehr als vier Gelenke betroffgurjcht man von ,extendierter”,
anderenfalls von ,persistierender* Oligoarthritégeitere spezifische Zustande missen
zur Diagnosestellung ausgeschlossen werden: Diegrifftoe eine  positive
Familienanamnese der Psoriasis oder einer HLA-B2Soaierten Erkrankung bei
einem erstgradig Verwandten, einen positiven Ighehafaktor (RF) oder das
Vorliegen von HLA-B27 bei Jungen uUber sechs JahrAoerdem muss eine
systemische Verlaufsform nach den ILAR-Kriteriesgeschlossen sein [82-84].

Die 0-JIA stellt mit knapp 50 % die haufigste Fodar verschiedenen JIA Typen in
kaukasischen Populationen dar und tritt UberwiegagidMadchen im Kleinkindalter
mit einem Maximum um das 3. Lebensjahr auf [89F Rirankheit bleibt in der Regel

lokalisiert und verursacht keine systemischen B&sctien. Besonders haufig sind
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Alter zu Beginn

Gelenkbefall
- zu Beginn

- nach 6 Monaten

Symptome

Komplikationen

Systemisch Polyartikular Oligoartikular Enthesitis- Psoriasis-
RF-negativ RF-positiv persistierend  extendierend assoziiert Arthritis
4 2 2 10
> 4 Gelenke 1 -4 Gelenke
symmetrisch symmetrisch asymmetrisch asymmetrisch asymmetrisch
grosse grosse und kleine grosse grofle grofie und kleine
< 4 Gelenke > 4 Gelenke
intermitt. Fieber > 2 w subfebrile Temperaturen Uveitis Enthesiopathie Daktylitis
Exanthem Mudigkeit haufig Gonarthritis HLA-B27 assoz. Tupfelnagel
Lymphadenopathie Gewichtsverlust Onycholyse
Hepatosplenomegalie Tendosynovitis
Serositis
Makrophagenaktivierung Amyloidose Erblindung Uveitis
Herzinsuffizienz Quadriplegie
Amyloidose
Wachstumsverzégerung

Tabelle 3. Klinische Manifestationen haufiger JIA Entitaten

Bunyajuig
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Knie- oder Sprunggelenke betroffen, wobei eine Mtimidis keine Ausnahme darstellt.
Die Prognose der extendierten Form scheint nachr eleutschen Studie mit einer
Komplettremissionsrate von 12 % deutlich schlechtesein als die der persistierenden
mit 75 % kompletter Remission [94]. Risikofaktorddar die Entwicklung einer

extendierenden Form sind Befall von Hand, Handdelerd Ful3gelenk, symmetrische
Arthritis, Befall von 2-4 Gelenken sowie eine ertétBlutsenkungsgeschwindigkeit
(BSG) und der Nachweis eines erhéhten ANA-Titers5].[9 Die haufigste

Langzeitkomplikation bei o-JIA Patienten stellt ditveitis dar, welche besonders
haufig bei ANA-positiven Madchen diagnostiziert eviund in ca. 10 % bleibende

Augenschaden hinterlasst.

1.3.6. JIA mit systemischem Beginn (s-JIA)

Die s-JIA definiert sich Uber einen charakteristisotermittierenden Fieberverlauf,
welcher eine Mindestdauer von zwei Wochen aufweiseiss und innerhalb dieser
Spanne mindestens flur drei Tage einmal taglichrigufZusatzlich muss mindestens
eines der folgenden Symptome vorliegen: flichti¢gshsfarbenes Exanthem besonders
am Stamm; generalisierte Lymphadenopathie; Hepktosmegalie; Serositis (haufig
als Pleuritis oder Perikarditis). Ausschlusskréarsind eine positive Familienanamnese
der Psoriasis oder einer HLA-B27 assoziierten Hrkuag bei einem erstgradig
Verwandten, ein positiver IgM-Rheumafaktor (RF) odas Vorliegen von HLA-B27
bei Jungen Uber sechs Jahren [82-84].

Die nach ihrem Erstbeschreiber, dem Londoner Pédi@ir George Frederickstill
(1896), auch als Still-(Chauffard-)Syndrom bezeeatkenKrankheit, tritt bevorzugt bei
Jungen im Vorschulalter auf und macht in besond&mmorten bis zu 10 % aller JIA
Diagnosen aus. Der sich haufig erst im Verlauf riesstierende Gelenkbefall ist zumeist
von oligo- oder polyartikularem Muster. SystemiscBgmptome dominieren das
Erscheinungsbild und beinhalten besonders dagmiiterende Fieber, das klassische
Exanthem und die viszerale Beteiligung. Diese Faktdihren in der Regel zu einem
betrachtlich verschlechterten Allgemeinzustand civet sich auch durch pathologische
Laborwerte objektivieren lasst. Haufig finden sichnamie, Leukozytose,

Thrombozytose, erhOohte Leberenzyme und akute HPhdeine sowie eine

-22 -



Einleitung

beschleunigte Blutsenkung. Positive ANA-Titer sirgher die Ausnahme. Die
wichtigsten Komplikationen stellen die Amyloidosgas Makrophagenaktivierungs-
Syndrom (oder hamophagocytische Lymphohistiocytostt H), eine Herzinsuffizienz
sowie die Gefahr der Entwicklung einer chronischéestruktiven Polyarthritis dar.
Hinzu kommen die Nebenwirkungen von haufig in hoH2osis notwendigen

Glukokortikoiden und weiteren Immunsuppressiva.

1.3.7. Atiologie der Juvenilen Idiopathischen Arthritis

Die Atiologie der JIA ist trotz langer Kenntnis dégankheitsbildes (Erstbeschreibung
bereits im Jahr 1483 durch Botticelli [96]) undeinsiver Forschung bei weitem noch
nicht geklart. Verschiedene Studien haben in degafegenheit Hinweise sowohl flr
genetische als auch fur Umweltfaktoren erbringemnie®, so dass heute weitestgehend
von einer kombinierten Theorie ausgegangen werdem,kin welcher eine genetische
Pradisposition zusammen mit einem externen Triggen Beginn der Erkrankung
fuhrt. In vielen Untersuchungen haben sich zusitzisignifikante Unterschiede
zwischen den verschiedenen JIA Formen gezeigt,ewesdifferenzierte Klassifikation
dieses Krankheitsbildes unterstitzt. Wichtige Erkeisse zu endogenen und exogenen

Ursachen werden im folgenden naher dargestellt.

1.3.8. Genetische Faktoren im HLA-Locus

Die Relevanz genetischer Faktoren in der Atiologer JIA wurde anhand von
Geschwister- und Zwillingsstudien belegt. Das reéatRisiko ebenfalls an JIA zu

erkranken wird fur Geschwisterkinder eines JIA-@aen mit 15-20 [97, 98], fur

eineiige Zwillinge sogar mit ~ 250 angegeben [99].

Phanotypische Studien der Synovialflissigkeit vand€rn mit JIA zeigten eine klare
Pradominanz der T-Zellfraktion innerhalb der morideéren Zellpopulation [100]. In

Kenntnis dessen sowie einer strikt HLA-bezogenetigénerkennung der T-Zellen, der
zentralen Rolle der HLA-Proteine bei Antigen-Prazesing und -Prasentation sowie
Vorkenntnissen Uber starke HLA-Polymorphismen beidesien Autoimmun-

Erkrankungen, konzentrierte sich die Suche naciinRmiphismen zu Beginn besonders
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auf diesen Genlocus. Bei Patienten mit oligoariked JIA betreffen die klarsten
Assoziationen der HLA Klasse I-Allele HLA-A*0201n ider HLA Klasse Il besonders
die Allele HLA-DRB1*08 und *11, DPB1*0201 sowie DQA04 und *05 [101]. Friihe
Untersuchungen zeigten unter oligoartikularen R&te nach der JRA Klassifikation
zusatzlich eine starke HLA-B27 Assoziation, welcalberdings durch die neuen
Kriterien der ILAR-Einteilung in die Gruppe der MBetitis-assoziierten Arthritis
einzuordnen ist [102].

Interessanterweise gab eine nordamerikanische éStlidweise darauf, dass das Allel
HLA-DR4, welches sich bei der rheumatoiden Artkriles Erwachsenen sowie bei
polyartikularen JIA-Formen gehdauft findet, bei é-Ratienten sogar einen protektiven
Effekt haben koénnte [103].

Die s-JIA scheint hingegen keine klaren HLA-Asstaigen aufzuweisen [104, 105].
Eine britische Studie konnte einen Zusammenhangilz&-DRB1*11 zeigen [106],

dieser war allerdings nicht fur die systemischarepezifisch.

1.3.9. Polymorphismen von Genen aufR3erhalb des HLA-Locus

In der letzten Zeit werden zunehmend auch nicht-Hkéne und ihre Polymorphismen
gezielt auf Assoziationen mit der JIA und ihren §pkn untersucht. Besonders im
Mittelpunkt stehen hier Gene flr verschiedene Zytekund ihre Rezeptoren, von
welchen in der Regel bereits hinweisende Infornm&iio aus phanotypischen
Untersuchungen von peripherem Blut und Synoviaditileit vorliegen. Teilweise
aufgrund des sehr starken Polymorphismus diesedo@enwelche haufig Single
Nucleotide Polymorphisms (SNP) darstellen, sind e jetzt vorliegenden
Informationen h&ufig noch widersprichlich und lasseoch keine eindeutigen
Ruckschlisse zu. Kandidatengene sind hier besohaterserony (IFN- y), der Tumor
Necrosis Factor (TNF)/B sowie sein TNF-Rezeptor (TNFR), die Interleukife-l,
IL-6 und IL-10 und der Macrophage Migration Inhdsy Factor (MIF) [98, 107].
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1.3.10. Infektiose Trigger der JIA

Neben der genetischen Assoziation geben verschee8rdien auch Hinweise auf eine
infektiose Ursache oder zumindest einen infektioEagger in der Atiologie der JIA.
Virusinfektionen in der frihen Kindheit oder sogar utero wurden hiermit in
Zusammenhang gebracht.

Pritchard et al. beschrieben im Zusammenhang mérdnfluenza A H2N2-Epidemie
des Jahres 1963 ein gehauftes Auftreten von J@rehronischer Arthritis bei
Kindern, die in diesem Jahr geboren wurden. Gleititg fanden sie erhohte
Antikorpertiter flr diesen spezifischen Stamm ban thetroffenen Patienten und wiesen
eine Wirkung der antiviralen Substanz Amantadin digf Symptomatik nach [108,
109].

Andere Gruppen beschrieben, wie auch fur die RAEeschsenen [110], sechs Falle
serologisch dokumentierter Parvovirus B19 Infekionwelche anschliel3end in eine
chronische Arthritis tGbergingen und formell die t€rien der JRA erfillten [111].
Einige serologische Untersuchungen zeigen auf3eraeiinallerdings sehr kleinen
Fallzahlen, erhbhte Seropravalenzen spezifisch&rAgtikorper gegen Parvovirus B19
bei Patienten mit polyartikularer JRA gegeniuber Uadsn [112]. Untersuchungen
synovialer Gewebe mittels PCR konnten jedoch keintles Vorkommen von
Parvovirus B19-DNA im Gelenk nachweisen [113]. aserweise gibt es auch
Berichte Uber die komplette Remission rheumatisclsgmptome nach akuter
Parvovirus B19 Infektion bei einer JRA Patientirl4] sowie Daten Uber eine im
Vergleich zu gesunden Kindern gleichen Alters selte Seropositivitat, dies speziell
fur die oligoartikulare Form [115].

In den 80er Jahren bereits vermutete man eberfattgund serologischer Daten eine
Rolle des Rubella-Virus aus der Gruppe der Togavéls atiologisches Agens der JIA
[116]. In spateren Untersuchungen liel3 sich in ddeem Drittel der untersuchten JIA
Patienten das Virus auch aus lymphoretikularenefehachweisen [117], was sich
allerdings in einer nachfolgenden Untersuchungtmeproduzieren lief3 [118].

Eine weitere Theorie versucht einen Zusammenhaigrhen dem Eppstein-Barr-Virus
(EBV), dem Erreger der infektiocsen Mononukleosed der JIA herzustellen. Hierzu

liegen allerdings ebenfalls sehr widersprichliclage vor [119, 120].
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Teilweise sehr hohe Durchseuchungsraten in der Bipopulation, nicht
standardisierte serologische NachweisverfahrenpngerFallzahlen und die Tatsache,
dass die meisten dieser Viren selbst zu eine akiwtdmitis fihren kdnnen, schranken
die Aussagekraft dieser inhomogenen Daten deudichund erschweren eine klare
Interpretation.

Auch bakterielle Infektionen stehen im Verdachnhdéekanadische Untersuchung zeigte
eine — mit einem zyklischen Auftreten der JIA vesgjischaftete — Infektionshéaufung
mit Mycoplasma pneumoniae, einem zellwandlosen &akn, welches tblicherweise
fur Infektionen des Respirationstraktes verantwdrtigemacht wird [90]. Auch diese
Daten konnten jedoch bisher nicht klar bestéatigies.

Einen molekularen Hinweis auf bakterielle Triggefdrn auRerdem Untersuchungen
mit Hitzeschock-Proteinen (HSP’s). Dies sind evohdr hochkonservierte Proteine,
die sowohl von Pro- als auch Eukaryoten speziefitnresssituationen, wie zum Beispiel
bei erhohten Temperaturen im Rahmen einer Infektxprimiert werden. lhre
physiologische Aufgabe besteht in der Hilfe deré&kien Faltung einer Polypeptidkette
innerhalb der Zelle in ihre Sekundar- bzw. Tertrégur.

Im Sinne der Theorie des molekularen Mimikry, stehieesonders solch hoch
konservierte Proteine lange im Verdacht ein Zidigroautoreaktiver Lymphozyten bei
autoimmunen Krankheiten zu sein. Diese Annahme &vtiid die Pathogenese der JIA
erhartet, indem niederlandische Forsdhaeritro eine signifikant verstarkte proliferative
Antwort mononukleérer Zellen auf gereinigtes hunsaH&P60 sowohl aus peripherem
Blut als auch aus Synovialflissigkeit von JIA Patié® zeigten, nicht jedoch von
Gesunden und erwachsenen rA-Patienten. Diese Zebewgierten ebenfalls auf
mykobakterielles HSP65, wodurch die Theorie desekdaren Mimikry unterstitzt
wird [121]. Zusatzlich fanden sich erhdhte Antikérter gegen humane und
bakterielle HSP’s bei JIA Patienten [122, 123].deigvaren jedoch nicht spezifisch fur
die JIA, sondern traten ebenfalls bei PatientenSys#temischem Lupus Erythematodes
(SLE) und Mukoviszidose auf. Aus der Beobachtungab® dass HLA-B27-negative
0-JIA Patienten, deren T-Zellen eine Proliferatamsvort auf das humane HSP60
zeigen, eher in Remission gehen als Patienten bhmeinantwort auf dieses Protein
[124, 125], leitete man die Idee ab, einen Impfstgdgen HSP’'s im Sinne einer

Immuntherapie zu entwickeln — eine Hypothese, dé¢ der adulten RA und im
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Tiermodell bereits erfolgversprechend getestet wufi26-128]. Kirzlich konnte

gezeigt werden, dass verschiedene — von humaner6HSBitopen abgeleitete —
Peptide zu einer deutlich verdnderten Immunantwiort vitro bei peripheren

mononukledren Zellen fuhren. Hierbei zeigte sich lpei JIA Patienten eine erhdhte
Sekretion des anti-inflammatorischen IL-10, welchem regulatorischen T-Zellen
sezerniert wird. Diese Beobachtungen waren unabgpangm MHC Genotyp der

Patienten und erfilllen daher eine wichtige Vorratmsg fur die klinische Anwendung
[129].

1.3.11. Autoantikdrper

Immunglobuline, welche gegen Antigene des eigenegadsmus gerichtet sind,
werden als Autoantikorper bezeichnet und als Auddreiner unzureichenden
Toleranzentwicklung interpretiert. Diese findenhsiiesonders haufig in verschiedenen,
teils spezifischen Verteilungsmustern bei Autoimkramkheiten. Dennoch kommen
gewisse Autoantikorper — allerdings seltener undeningerer Konzentration [130] —
auch bei Gesunden vor.

Bei der 0-JIA treten sog. Antinukleare Antikorp&NA) mit 75-80 % sehr haufig auf
und geben damit einen Hinweis auf eine gestdrtbsBeleranz in der B-Lymphozyten
Population. Weiterhin stellen sie einen prognokescRisikofaktor fir die Entwicklung
einer Uveitis dar. Bei der polyartikularen Form dék sind ANA’s in 40-50 %, bei der
systemischen Form in lediglich 10 % der Falle namibbar [131]. Ein ANA-Titer wird
in der Regel al» 1:160 als positiv interpretiert. Aufgrund der Hogeaoitat der ANA-
positiven JIA Patienten in Bezug auf Alter, Geschtswendigkeit, symmetrischen
Gelenksbefall und Iridozyklitis wird von einigen fawen die Einfihrung eines
positiven ANA-Titers als eigenstandiges Kriterium der ILAR Kilassifikation
vorgeschlagen [132]. Weitere Autoantikdrper gegenHiston-Komponenten H1 und
H3 sowie gegen andere korpereigene Strukturen kamebenfalls bei der JIA vor,
allerdings weitaus seltener als ANA’s. Antikbrpeggn cyclic citrullinated peptides
(CCP), die sich bei der Rheumatoiden Arthritis dgsvachsenen mit einer hohen
Spezifitat finden, treten Uber alle JIA Subtypenweg mit 2-4 % lediglich vereinzelt
auf. Eine hohere Pravalenz findet sich bei Patrenté polyartikularem Beginn sowie
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ebenfalls positivem Rheumafaktor [133, 134]. Dighpgenetische Relevanz dieser
autoreaktiven Antikorper bei systemischen Autoimppathien ist bis zum jetzigen
Zeitpunkt nicht endguiltig geklart.

Im diametralen Gegensatz zu dem Konzept der entrigsiordernden Rolle von
Autoantikorpern, gibt es auch Hinweise auf einggktive Rolle bei Erkrankungen aus
der Gruppe der systemischen Autoimmunopathien [I8&liere Untersuchungen geben
Hinweise darauf, dass fur diskrepante Effektorfioridn verschiedene
Glykosylierungs-Zustande am Fc-Teil des Immunglotsuverantwortlich sein kdnnten
[136].
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1.4. Fragestellung dieser Arbeit

Das Vorhandensein Antinuklearer Antikdrper (ANA) ibder o0-JIA stellt ein
Charakteristikum dieser Subgruppe dar, was eine-paihogenetische Relevanz
vermuten lasst. Hinweise fur Defekte in sekundaRekombinationsprozessen fur
andere systemische Autoimmunopathien mit Autoarpédh (SLE, RA) liegen vor,
wahrend dies fur die JIA bislang noch nicht untehéwurde. Um diese Hypothese zu
testen, wurde die Expression der RAG-Gene als Raeanverwendet. Da sowohl
RAGL1 als auch RAG2 fur die V(D)J-Rekombination ese# sind [25, 26] und sie
gleichzeitig die einzigen Lymphozyten-spezifischemktoren dabei darstellen [137],
eignen sie sich besonders flur die Untersuchungdigsmagestellung. Die Analyse von
Einzelzellen birgt dabei den Vorteil, dass auch igen starke Unterschiede in der
Genexpression der Analyse zuganglich sind. Dies insbesondere bei extrem
heterogenen ,Geweben” wie Lymphozytenpopulationementscheidendem Wert.
Eine verstarkte oder verminderte RAG Expressionpeeipheren B Zellen warf in der
Vergangenheit immer wieder die Frage auf, ob ds dabei nicht um unreife B Zellen
handele, die erst kirzlich aus dem Knochenmark eaedgvemmt wurden. Um diese
Moglichkeit auszuschlieRen, wurden lediglich CDB7Zellen als Marker fiir somatisch
mutierte Gedachtnis B Zellen verwendet [22] undamigh IgG als Indikator eines
stattgefundenen Klassenwechsels bestimmt. Um gigbillen, dass es sich bei den
untersuchten B-Lymphozyten aus dem peripheren Btitht vereinzelt um
Keimzentrums-B Zellen handelt, wurde die Expressiea Enzyms Activation-Induced
Cytidine Deaminase (AID) als Keimzentrums-Markealggiert.

Eine Unterteilung der Gedachtnis B Zellen anhand @®5 Antigens erlaubt eine
separate Analyse der CDSubpopulation.

Neben dem Vergleich von o0-JIA und gesunden B ZeHeiite weiterhin getestet
werden, ob auffilige Unterschiede eher Ausdruckneri allgemeinen
Entzindungsreaktion sind oder ein krankheits-sjgehiés Phanomen der o-JIA
darstellen. Hierzu wurden die Zellen eines KindesRneumonie sowie eines Kindes
mit der systemischen Form der JIA untersucht, weldbeide klinisch und

laborchemisch eine starke Entziindungsaktivitatteeig
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Zusammengefasst sollten folgende Fragestellungemawucht werden:
. Weisen Gedachtnis B Zellen von Kindern mit ANA-JIA ein auffalliges
Muster in ihrer RAG Expression auf?
Il.  Spielt die zusatzliche Expression von CD5 eined&rinllder RAG Expression?
. Sind ggf. charakteristische RAG Expressionsmusteezifisch fur die
ANA™ 0-JIA?
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Patienten und gesunde Kontrollen

In die vorliegende Studie wurden 3 Patienten milA-sowie 3 gesunde Kinder in

vergleichbarem Alter als Kontrollen eingeschlosgsfittelwert 4,6 vs. 4,7 Jahre).

Weiterhin wurden zur Abgrenzung der 0-JIA gegenea@cdentziindliche Zustande ein
Patient mit der Erstdiagnose einer systemischen(sHA) und ein Patient mit einer

ambulant erworbenen Pneumonie untersucht. Zur Dsgnder JIA wurden die

aktuellen Kriterien der ILAR herangezogen [84]. M&agnose der Pneumonie wurde
aufgrund der klinischen Befunde sowie systemisdbetziindungsparameter gestellt,
die gut auf eine antibiotische Therapie ansprachgritere Details u.a. zu Alter,

Geschlecht, Klinik, aktueller Medikation und Lab@&mten der einzelnen Patienten sind
in den Tabellen 4 und 5 zusammengefasst.

Die drei Kontrollpatienten wiesen zum Untersuchuegpunkt keine Zeichen einer

Infektion auf und zeigten allesamt keinen Hinweisf adas Vorliegen eines

immunologischen oder autoimmunen Leidens. Das Aletrug 3 (m), 8 (w) und 2 (m)

Jahre.

Eine schriftliche Einverstandniserklarung der Hitéag vor. Die Studie wurde gemaf
der modifizierten Erklarung von Helsinki durchgefiibnd war von der Ethikkomission

der Universitat Wirzburg genehmigt.
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0-JIA #1 0-JIA #2 0-JIA #3 s-JIA Pneumonie
Geschlecht w m w m m
Alter (Jahre) 5 3 4 2 4
Mona_te seit 37 Monate 4 Monate 35 Monate 0 Monate 0 Monate
Erstdiagnose
Remission  Monarthritis  Knie
o letzter Termin seit 2 Jahren rechtes Knie 0OSG, USG - -
E
< Monarthritis floride
@ Aktuell Remission rechtes Knie 0OSG Polyarthritis -
IS
‘(7; -
g morgensteif
8 nachster Termin Remission Remission 0SsG 39T -
Naproxen Naproxen
letzter Termin keine Methotrexat - -
Diclofenac
_§ intraartikular - Naproxen
£ Aktuell keine Steroide Methotrexat  (div) Ampicillin
© ..
g Mydriatika
Naproxen
nachster Termin keine keine Methotrexat (div) -
Iridozyklitis 0.p.B. 0.p.B. + 0.p.B. n.a.

Tabelle 4. Klinische Patientendetails zum Zeitpunkt der Blutentnahme (n.u. = nicht untersucht;
n.a. = nicht anwendbar; 0.p.B. = ohne pathologischen Befund)

0-JIA #1 0-JIA #2 0-JIA #3 s-JIA Pneumonie
Leukozyten / pl 6.250 6.100 10.880 13.950 23.300
Neutro/Lympho [%]  38/51 43 /39 64 /28 71/18 791710
Thrombozyten / pl 306.000 349.000 421.000 558.000 353.000
Hb [g/dl] 12,5 11,8 12,8 10,3 11,3
BSG [mm/h] 7 14 20 118 45
CRP [mg/dl] 0 n.u. 0 25,6 1,2
ANA 1:640 1:640 1:2.560 negativ n.u.
Rheumafaktor negativ n.u. n.u. :SE\A ggg’ n.u.

Tabelle 5. Laborchemische Patientendetails (n.u. = nicht untersucht)
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2.2. Materialsammlung und PBMC-Anreicherung

Die vendse Vollblutentnahme erfolgte in der Paltildider Kinderklinik der Universitat
Wirzburg. Zur Anreicherung von mononukleéren Zetles peripheren Bluts (PBMC)
wurde die heparinisierte Blutprobe zunéchst mit N&® % im Verhaltnis 1:1
vermischt und anschlieRend auf einen Ficoll-Hypafuehtegradienten (FicoLiteH,
Linaris, Wertheim-Bettingen) geschichtet und b&OD. x g fur 25 min (ohne Bremse)
zentrifugiert. Nach Abnehmen der triben weilllichémerphase, welche die
mononukledren Zellen enthéalt, wurde diese in 50NatCl 0,9 % aufgenommen und ein
weiteres Mal fir 10 min zentrifugiert. Nach Entfemdes Uberstandes wurde das Pellet
in 1 ml NaCl 0,9 % resuspendiert, auf Eis gelaged ein Aliquot der Zellen in einer

Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt.

2.3. B-Lymphozytenpraparation aus der Tonsille

Zur Gewinnung von aktivierten B Zellen aus der Timsls Positiv-Kontrolle fur die
MRNA-Expression des Enzyn#ctivation-Induced Cytidine Deaminase (AID) wurde
die Tonsille eines gesunden Kindes nach elektivensillektomie verwendet. Die
Indikation hierzu war bei Zustand nach rezidivietem Tonsillitiden gestellt worden.
Die Operation selbst wurde im krankheitsfreien mvad durchgefiihrt. Durch
Kollagenase Verdauung (Worthington Biochemical, éwa&od, NJ/USA) des Gewebes
fur 30 min wurde eine Suspension mononuklearereBedrzeugt, welche anschlielend
durch Ficoll-Hypaque Dichtegradientenzentrifugati@mgereichert und wie oben

beschrieben weiterverarbeitet und ausgezahlt wurde.

2.4. Farbung der Zellen mit spezifischen konjugierten Amikdrpern gegen
humane CD-Antigene

Zur Einzelzellsortierung wurden die Zellen direkich der Auszahlung in FACS-Puffer
(RPMI Medium+ 10% FCS) aufgenommen und auf Aliguais je 50ul pro Farbe-
Ansatz aufgeteilt. Die Zellen wurden mit jaiBdes spezifischen Antikorpers pro 1810

Zellen fur 25 min auf Eis und unter Lichtschutzublert. Im Anschluss folgten zwei
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Waschschritte um nicht spezifisch gebundene Anp&inolektle zu entfernen. Danach
wurden die Zellen in 8004l FACS Puffer zur Verwendung in der Durchflusszyétre
aufgenommen.

Folgende spezifische Antikdrper gegen humane CDgane wurden verwendet: anti-
CD19 (Tri-Color konjugiert, Caltag, Burlingame, AQ#8A), anti-CD27 (Fluorescein-
Isothiocyanat konjugiert, BD Pharmingen, San DiegBA/USA), anti-CD5
(Phycoerythrinkonjugiert, Caltag). Fur die Farbung der Tonsillegppationen wurde
anti-lgD (Fluorescein-Isothiocyanat konjugiert, tag) und anti-CD38 (Phycoerythrin
konjugiert, BD Pharmingen) angewendet, fur die \éosuche ein anti-CD79b AK
(R-Phycoerythrinkonjugiert, Caltag), ein anti-CD64 AK (Fluorescésothiocyanat
konjugiert, Caltag) sowie ein Biotin gekoppeltetidgG AK, an den in einem zweiten
Schritt ein PerCP gekoppelter anti-Biotin AK bindbéeide BD Pharmingen). Isotypen
mit dem selben Fluoreszenz-Farbstoff dienten alstidtle. Die Zellbeh&ltnisse wurden

wahrend samtlicher Arbeitsschritte auf Eis gelagert

2.5. Einzelzellsortierung der verschiedenen CD5-Populatnen von Gedachtnis-

B Zellen mit dem Durchflusszytometer

Die Durchflusszytometrie (fluorescence activatetl serting, FACS) ermdglicht die
qguantitative Analyse einzelner Zellen gemald ihpgezdischen Oberflachenantigene,
welche die jeweilige Zelllinie und Entwicklungsstufiefinieren. Das Prinzip beruht auf
einer spezifischen Bindung des Antikorpers an dasspeechende Molekil (CD-
Antigen) auf der Zelloberflache. Diese Antikoérpeinds meist direkt mit einem
Fluoreszenz-Farbstoff gekoppelt, welcher sich duegten Laser anregen lasst und
anschlieBend Licht einer gewissen Wellenlange @artit¢400-700 nm). Die Intensitat
dieser Fluoreszenz ist somit proportional zur Ahzir Oberflachenmolekile auf der
untersuchten Zelle. Weiterhin wird fir jede Zelle &rol3e und Granularitat mittels
Vorwarts- und Seitwartsstreulichnt (FSC/SSC) errtjttewodurch sich die
Differenzierbarkeit noch verbessert. Moderne FAGS&& vermessen ca. 4000 Zellen
pro Sekunde auf bis zu sechs verschiedene Emisgiekisen. Die graphische
Darstellung der Ergebnisse erfolgt meist in eineaoidinatensystem, wobei auf jeder

Achse eine Wellenlange aufgetragen ist. Eine Epmaity dieser Technik besteht in der
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Maoglichkeit, die Zellen nicht nur zu vermessen, denm sie anschlie3end auch nach
Gruppen sortiert auszuwerfen und weiter zu untérsoic

Zur Sortierung der verschiedenen CD5 Subpopulatioperipherer Gedachtnis-
B Zellen wurden diese mit einer Dreifachfarbung egjegcD19, CD27 und CD5 wie
oben beschrieben angefarbt. Unter Verwendung éiiz$ACS Vantage SE Flow
Cytometers (Becton Dickinson/USA), welches mit eiB® FACSDiV& Software und
einem Einzelzell-Auswurf ausgestattet ist, wurdeie dwei Populationen unter
Verwendung eines Lymphozytenfensters nach ihremhd&n im Vorwarts- und
Seitwartsstreulicht (FSC/SSC) sowie aufgrund ilmgezifischen Oberflachenantigene
identifiziert. ~ AnschlieRend wurden diese als CBAR27'CD5"  bzw.
CD19'CD27'CD5 Einzelzellen in jeweils einzelne Vertiefungen ei®6-Loch-PCR
Platte sortiert. Die einzelnen Vertiefungen der F&te waren zuvor mit jeweils 10

Lyse-Losung bestlickt worden (Tabelle 6).

Count

ELELE R L N R R T .....;04

T
03 104 105 10 10
CD19TC CD27 FITC

V i 1

Abbildung 6. Exemplarische Darstellung der FACS Analyse der Oberflachenantigene CD19,
CD27 und CD5 zur Identifikation der im Text genannten Subgruppen vor der Einzelzell-
Sortierung.

2.6. Einzelzell Reverse Transkriptase-PCR

Um die mRNA Transkripte der Amplifikation durch digonventionelle PCR

(Polymerase Kettenreaktion) zugénglich zu machedalgée nun eine Umschreibung in
cDNA (complementary/copy DNA) mit Hilfe des EnzyReverse Transkriptase (RT).
Hierzu wurden die PCR-Platten mit den sortierteleieund der Lyse-Losung zunachst

zentrifugiert und dann fir 1 min bei 65°C und 2 rb&i 20°C inkubiert. Im néchsten

-35-



Material und Methoden

Schritt wurden je 3ul des RT-Ansatzes (s. Tabelle 6) hinzugegebengediest 25l
Mineral6l Gberschichtet und die PCR-Platte ans@elrel nach Zentrifugation fir 50
min bei 42°C und 10 min bei 65°C inkubiert, um digverse Transkription zu
ermoglichen. Im letzten Schritt erfolgte die enzyisehe Zersetzung der mRNA mittels
je 2 ul des Ribonuklease-Ansatzes (Tabelle 6) in einemiditigen Inkubation von
37°C gefolgt von 10 min bei 65°C und anschlieBeridegerung bei -72°C bis zur
weiteren Verarbeitung.

Auf diese Weise stand nun eine cDNA Bibliothek einer, phanotypisch genau
definierter B-Lymphozyten zur Verfligung, welche zjetauf die Expression

verschiedener Gene untersucht werden konnte.

Lyse-L6sung

Molecular Grade Water 4,9 ul
5x First Strand Puffer 2,0 pl
Igepal CA-630 1,0 ul
RNAsin RNAse Inhibitor 40U/pl 0,3 ul
Deoxynukleotid Mix (dNTPs) 10mM 0,8 ul
Oligo-(dT)**™*® 0,1 ul
DTT 0,1M 1,0 ul

Reverse Transkriptase (RT) Ansatz

Molecular Grade Water 2,0 ul
5x First Strand Puffer 0,6 pl
DTT 0,1M 0,3 ul
RNAsin RNAse Inhibitor 40U/ pl 0,1l
Superscript 1| RNAseH RT 0,1 ul

Ribonuklease Ansatz

Molecular Grade Water 1,38 i
5X First Strand Buffer 0,40 pl
DTT 0,1M 0,20 pl
Ribonuclease H 1000 U/ul 0,02 pl

Tabelle 6. Zusammensetzung der Ansatze zur RT-PCR
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2.7. Externe und nested Einzelzell-PCR der cDNA vof-Actin, RAG 1, RAG
2A und 2B, 1gG und AID

Die 1983 in die Molekularbiologie eingefiihrte Porase-Kettenreaktion (PCR) schuf
die Moglichkeit, Nukleinsauren unter Kenntnis ihEBasensequenz hochspezifisch zu
amplifizieren und damit der Detektion zuganglich rmachen. Die nested PCR stellt
einen zweiten Schritt dar, welcher nach dem selrarzip wie die konventionelle PCR
funktioniert. Sie fuhrt zu einer weiteren Vervidligung des Reaktionsproduktes aus
der konventionellen PCR und sichert zusatzlich $ipezifitat der Reaktion durch ein
zweites spezifisches Primer-Paar ab. Mit Hilfe derangegangenen, auf einem
ahnlichen Prinzip fuBenden RT-PCR, kann man sedischiedene Gewebe spezifische
MRNA-Expressionsmuster selbst in einer einzelndie 2malysieren.

Zur Amplifikation der einzelnen Gene wurden jewdi|s ul der cDNA fiir die externe
PCR, bzw. qul der externen PCR fir die nested PCR, in eine 8édeoch-PCR-Platte
Uberfihrt und dazu 2% des PCR-Reaktionsansatzes (Tabelle 7) pipettidid.
Positivkontrolle wurde cDNA aus Tonsillenextrakttgafihrt. Als Negativkontrollen
dienten der PCR-Reaktionsansatz ohne cDNA einerseitl Molecular Grade Water
andererseits. Zuletzt wurde jeder Ansatz mit@9Mineraldl Gberschichtet und die
Platte mit einer Klebefolie abgedeckt, um einen I¥&r von Reaktionsansatz zu
verhindern. Wahrend der Verarbeitung wurden diettéla kontinuierlich auf
Kihlelementen aufbewahrt.

PCR-Reaktionsansatz

Molecular Grade Water 19,875 pl
Thermophilic DNA Poly 10x Buffer 2,5ul
MgCl, 25mM 1,5ul
Deoxynukleotid Mix (dNTPs) 10mM 0,5 ul
5" Sense Primer 50 mM 0,25 pl
3" Antisense Primer 50 mM 0,25 ul
Taq DNA Polymerase in Storage Buffer A 5 U/l 0,125 pl

Tabelle 7. Ansatz fiir die externe und nested PCR

Die externe und nested PCR fur die Amplifikationnv@-Actin, RAG1, RAG2A,

RAG2B und IgG begann jeweils mit einem initialenn2turierungsschritt von 95°C flr
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1 min, gefolgt von 40 Zyklen von je 1 min bei 94°Cmin bei 60°C und 3 min bei
72°C, beendet durch eine finale Elongation bei 78%C3 min. Die Amplifikations-
Bedingungen fur AID waren wie folgt: initial 3 mirei 95°C, 35 Zyklen von je 30 sec
bei 94°C, 60 sec bei 60°C (bzw. 58° bei nested PE@R}ec bei 72°C, zum Ende dann
wiederum 3 min bei 72°C.

Neben jeweils einem spezifischen Primerpaar (santsénse) fur die externe und
nested PCR wurden speziell fur die RAG2 Amplifikatizwei verschiedene externe
sense-Primer gewahlt, um unterschiedliche Splidaganten zu erfassen. Die
Basenfolgen der verwendeten sequenzspezifischerePsind in Tabelle 8 aufgefihrt.
Zur Detektion der PCR-Produkte wurde die Blottingthbde nach Southern verwendet

(2.8). Die AID PCR-Produkte wurden in einem AgarGsa detektiert (2.13).

Primer

Basenabfolge

B-actin extern sense
B-actin extern antisense
B-actin nested sense
B-actin nested antisense

RAG 1 extern sense
RAG 1 extern antisense
RAG 1 nested sense
RAG 1 nested antisense

RAG 2 extern sense exon la
RAG 2 extern sense exon 1b
RAG 2 extern antisense
RAG 2 nested sense

RAG 2 nested antisense

IgG extern sense
IgG extern antisense
IgG nested sense
IgG nested antisense

AID extern sense
AID extern antisense
AID nested sense
AID nested antisense

5°"GTCCTCTCCCAAGTCCACACA 3°
5'CTGGTCTCAAGTCAGTGTACAGGTAA 3
5" TGATAGCATTGCTTTCGTGTAA 3

5 TACATCTCAAGTTGGGGGACA 3°

5"GAGCAAGGTACCTCAGCCAG 3
5'AACAATGGCTGAGTTGGGAC 3°
5 TTCTGCCCCCAGATGAAATTC 3°
5"TGACCATCAGCCTTGTCCAG 3’

5°"GCAGCCCCTCTGGCCTTC 3°
5'GCGGTCTCCAGACAAAAATC 3°

5" TTTCAGACTCCAAGCTGCCT 3°

5" TCTCTGCAGATGGTAACAGTCAG 3°
5’AGCGAAGAGGAGGGAGGTAG 3

5°GCTGCCTGGTCAAGGACTAC 3
5'CATCACGGAGCATGAGAAGA 3
5"TTCCCCCCAAAACCCAAGGA 3
5'CATCACGGAGCATGAGAAGA 3’

5°"GAGGCAAGAAGACACTCTGG 3
5°'GCAACTTCCAGGAATGTCAC 3
5" TACTTCTGTGAGGACCGCAA 3’
5'CATCCTTTTGCCCCTGTATG 3

Tabelle 8. Basenabfolgen der verwendeten PCR-Primer
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2.8. Ubertragung der PCR-Produkte auf Membranen durch Vékuum Dot-Blot

Um die Detektion der PCR-Produkte zu ermdglichemr,de die DNA nun mittels einer
Vakuum-Blot-Anlage (BioRad, Hercules, USA) auf eiNglon Membran (BioRad)
uberfuhrt. Dieses Verfahren wird nach seinem Erdele&dwin Southern auch als
Southern-Blotting bezeichnet [138]. Zur Denatungywder DNA wurde zunachst jede
der 96 Vertiefungen mit 14l 30 mM EDTA und 17ul 1,2 mM NaOH besttickt. Nach
Zentrifugation wurde die gesamte Platte fur 10 e 100°C inkubiert. Nach
Einspannen der befeuchteten Nylonmembran wurdenj&s0 pul des noch heil3en
Gemisches in die 96 Vertiefungen des Dot-Blot-Gexdtipettiert. Durch Anlegen eines
Vakuums wurde die negativ geladene DNA nun punkifgrauf der positiv geladenen
Nylonmembran fixiert. Im Anschluss folgten zwei Whschritte mit 0,4 M NaOH. Die
Membran wurde dann aus dem Gerat entnommen untl fiin in 2x konzentriertem
SSC-Puffer geschwenkt. AnschlieRend erfolgte decRmung der Membran bei 80°C
(30 min) in einem Vakuumofen mit nachfolgender Qeemetzung (cross-linking)
durch UV-Bestrahlung (Stratalinker 1800, Stratagan®A). Auf diese Weise war die
DNA dauerhaft kovalent auf der Membran fixiert wend auf welcher nun die

spezifische Detektion erfolgen konnte.

2.9. Prinzip des spezifischen Nachweises der PCR-Produkt

Um das Produkt der PCR Reaktionen auf den Membrarmétbar zu machen, wurde
ein  mehrstufiges Prinzip angewandt: Zunachst werdan der Zielsequenz
komplementare Oligonukleotide mit Digoxigenin (DIGjerknupft und mit der
Membran in Verbindung gebracht. Die nun DIG-gekdigme Membranen werden
danach mit einem spezifischen Antikérper gegen DKaibiert, welcher wiederum mit
dem Enzym Alkalische Phosphatase (AP) konjugietrt ister Zugabe von CSPD
(Disodium 3-(4-methoxyspiro {1,2-dioxetane-3,2¢&loro)tricyclo(3.3.1.1"decan}-

4-yl) phenylphosphatkommt es dann durch enzymatische Dephosphorylieaurg
Bildung eines metastabilen Phenolat-Anions, welchedallt und dabei Licht einer
Wellenlange von 477 nm emittiert (Chemolumineszeb®ses kann nach Entwicklung

auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht und anatyswerden. So erhélt man nur an
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denjenigen Punkten ein Signal, wo sich auf der Mamlein spezifisches Amplifikat
befunden hat (Abbildung 7).

2.10. Tailing spezifischer Oligonukleotide mit DIG-dUTP

Die zur Detektion notwendigen spezifischen Oligdealide (Tabelle 9) mussten vor
ihrer Verwendung noch an Digoxigenin-11-deoxyuridiniphosphate (DIG-dUTP)
gekoppelt werden, um in einem spéateren Schritt gmem Antikérper erkannt zu
werden. Dies erfolgte durch Inkubation mit dem Enzyerminale Transferase bei
37°C fur 15 min, welches sequenzunabhangig am 8ektes Oligonukleotids einen
DNA-Schwanz (Tail) mit DIG-gekoppelten Nukleotidemhéngt. Zum Stoppen des
Prozesses wurden der Ansatz auf Eis gestellt tihnWMEDTA hinzugeflugt.

Ansatz zum Oligonukleotid-Tailing

Molecular Grade Water 8,0 pl
Oligonukleotid 50 mM 2,0 ul
Reaction Buffer 5x 4,0 pl
CoCl, 25mM 4,0 ul
DIG-dUTP 1mM 0,9 ul
dATP solution 10mM 0,1 pl
Terminale Transferase 50U/ul 1,0 ul
Oligonukleotide Basenabfolge

B-actin 5" TTGAATGATGAGCCTTCGTG 3°
RAG 1 5" TCTCTGGAGCAATCTCCAGCA 3°
RAG 2 5'TTCCTGGATGTAAAGCAT 3°

1gG 5"GGGTGTACACCTGTGGTTCT 3’

AID 5"ACTTTCAAAGCCTGGGAAGG 3’

Tabelle 9. Ansatz zum Oligonukleotidtailing und Basenabfolge der verwendeten
Oligonukleotide fiir die Gene B-actin, RAG 1 und 2, IgG sowie AID

2.11. Hybridisierung und Detektion der Amplifikate
Die Hybridisierung der PCR Amplifikate erfolgte @nem dritten, fur die Zielsequenz

spezifischen Schritt mit Hilfe der markierten Olmydleotide. Dazu wurden die

Membranen zunachst fur 6 Stunden bei 50°C mit 40Pmdhybridisierungslésung
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(Tabelle 10) in langlichen Flaschen inkubiert, umspezifische Bindungsstellen zu
maskieren. Daran anschlieBend gab man das DIG-gekepOligonukleotid in einer
Konzentration von 2,5uM hinzu und lie3 diese fur 15 Stunden bei 50°C im
Hybridsierungsofen laufen. Die Pra- und Hybridisieg erfolgten unter standiger
Rotation, um eine gleichméaRige Verteilung auf desagnten Membran sicherzustellen.
Zwei konsekutive Waschschritte mit 2x SSC-Puffer R€ fur 10 min und 0,5x SSC-
Puffer bei 50°C fur 30 min beendeten diesen Schritt

Zur Detektion wurden die Membranen bei RT erst Ximin in Waschpuffer (0,1M
Maleinsaure; 0,15 M NaCl; 0,3 % Tween 20; pH 7,&vgschen und anschlielend fur
30 min in Blockierungslosung (1x blocking solutiolRoche Applied Science,
Mannheim; 0,1 M Maleinsaure; 0,15 M NaCl; pH 7 8jubiert. SchlieRlich wurde der
anti-DIG-AP Antikorper im Verhaltnis 1:10.000 hirgegeben und die Membranen fur
weitere 30 min bei RT geschwenkt. Nach zweimaligdaschen fur je 15 min mit
Waschpuffer und Einstellung des pH-Wertes im Débelspuffer (0,5 M Tris-HCL; 0,1
M NaCL; pH 9,5) fur 5 min, wurde die Membran zusaemmit 1 ml 0,25 mM CSPD
in einer Plastikhdlle fur 10 min bei RT inkubie&chliellich wurde das CSPD
ausgestrichen, die Folie luftdicht verschweil3t amt einem Rontgenfilm (Lumi-Film,

Roche Applied Science, Mannheim) in eine Filmkasseingelegt.

Préahybridisierungslésung

Aqua bidestillata 26,60 ml
SSC Puffer 20x 12,00 ml
SDS 20 % 1,00 mi
Geschertes Lachssperma 0,40 ml

Tabelle 10. Prahybridisierungslésung zur Maskierung unspezifischer
Bindungsstellen

2.12. Film Entwicklung
Nach einer Expositionszeit von ca. einer Stunde demr die Filme entwickelt

(Abbildung 7). Durch Digitalisierung der Filme (GBbcumentation System, BioRad)

waren diese nun einer Software-gestitzten Analygérmlich (Quantity One, BioRad).
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4 5 6 7 8 9 10 11 12 Abbildung 7.
LR & Beispiel einer Dot-Blot
£ Darstellung der PCR Produkte
- | fur das Gen RAG 2B mittels

’ Southern Blotting und

sequenzspezifischen

» * Oligonukleotidsonden
(Positivkontrollen: 12 C + D,
Negativkontrollen: 12 E - H).
*

2.13. Auftrennung der PCR-Produkte im Agarosegel fur dasGen AID

Zur Aufreinigung der PCR-Produkte fur das Gen AlDrde ein 1,5 % Agarose Gel in
TBE-Puffer gegossen und mit Ethidiumbromid,#d>oNsBr) gefarbt. Prinzip dieses
Verfahrens ist die groRenabhdngige Laufgeschwirigknegativ geladener
Nukleinsduren entlang eines SpannungsgradienterAgarose Gel. Im Anschluss
werden die entstehenden Banden mittels UV-Lichhtbar gemacht. Ursache der
entstehenden Fluoreszenz ist dabei die Interkalgevon Ethidiumbromid zwischen die
Basen der DNA, wodurch sich dessen Anregungsspekierandert. Die entstehende

Fluoreszenzintensitéat ist dabei proportional zunlyeeder vorhandenen Nukleinsaure.

2.14. Extraktion der PCR-Produkte zur Sequenzierung

Nach der Auftrennung wurden einzelne Banden zuritumg ihrer Basensequenz aus
dem Gel ausgeschnitten und die DNA mithilfe des itk Gel Extraction Kit
(Qiagen, Hilden) extrahiert. Hierzu I6st man diesgeschnittenen Gelquader zunachst
unter intermittierendem Vortexen (10 min, 50°C)300 ul QG Puffer. Nach Zugabe
von 100 ul Isopropanol wird der Ansatz nun durch eine SE@®Aquick column)
zentrifugiert, wodurch die DNA auf einer Silika-Manan gebunden wird. Nach einem
Waschschritt wird die DNA durch Zugabe von EB Puffl0 mM Tris-Cl, pH 8.5) von
der Saule eluiert. Zuletzt folgt die Lyophilisiegum einer Vakuumzentrifuge bei 37°C.
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2.15. Sequenzierung von PCR-Produkten

Die Sequenzierung wurde durch die Firma MWG-Biotaolt der Methode nach
FrederickSanger durchgefiihrt. Hierbei wird die Probe mit degkannten Primer und
vier verschiedenen fluoreszenzmarkierten Didesokigatidtriphosphaten (ddNTP) in
einen normalen PCR Ansatz gegeben. Durch die Kaatibim von ddNTP’s und
konventionellen dNTP’s kommt es wéahrend der Eldogaan zufalligen Stellen zu
Strangabbrichen, sobald ein ddNTP gebunden wirdau3aresultieren DNA-Strange
aller verschiedenen Langen, welche jeweils ein ddg€bunden haben und somit die
gesuchte Base anzeigen. Die Position der Basemiitdls Kapillarelektrophorese der
PCR-Produkte dekodiert.

130 140
GGAAGGGCTGCATGAAAATTTCAGT

Abbildung 8. Ausschnitt aus den Sequenzierresultaten eines AID PCR-Produktes

2.16. Statistische Auswertung

Zur Auswertung wurden ausschlieBlighActin positive Zellen herangezogen. Die
Anzahl der Einzelzellen, die positiv auf das unielde Gen war, ist in Prozent der
B-Actin positiven Zellen angegeben. Die Mittelweder o-JIA oder der gesunden
Gruppe wurden anhand aller Zellen aus einer Gripgpechnet, statt den Mittelwert der
prozentualen Einzelwerte zu ermitteln. Damit wusilghergestellt, dass jeder Patient
nur entsprechend der Anzahl seiner untersuchteterZzetum Gesamt-Mittelwert
beitragt. Unterschiede zwischen einzelnen Grupperden mit demy’Test und dem
Fisher Test ermittelt. Nur p-Werte unter 0,05 wurdals signifikant erachtet,

hochsignifikant bezeichnet p < 0,01 sowie p < 0,001
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3. ERGEBNISSE

3.1. Vorversuche
3.1.1. Austestung von B Zell Antikérpern: CD19 vs. CD79b

Zunéachst sollte ein Marker verwendet werden, dertléghe B Zellen markiert und so
die restlichen Leukozyten auf3en vor héalt. Hierzudeuein Antikdrper gegen das
humane Antigen CD19 sowie ein Antikérper gegen @&79b Antigen (lg-beta)

getestet. CD19 ist ein Zelloberflachenprotein van @ kDa, welches in samtlichen
Entwicklungsstufen des B-Lymphozyten aul3er demRlasmazelle exprimiert wird.

CD79b stellt einen nicht-kovalent gebundenen Bek&ndes BCR dar, welcher auf
jeder B Zelle exprimiert wird, die einen BCR tra§bmit sind bei beiden Varianten die
Gedachtnis B Zellen mit eingeschlossen.

Im direkten Vergleich an mononuklearen Zellen despheren Bluts (PBMC) unter
Vorschaltung eines Lymphozyten-Fensters ergab sith nahezu identisches
Bindungsverhalten der beiden Antikérper (Abbildu8y Lediglich eine stérkere
Auftrennung fiel bei dem anti-CD79b AK auf. Dies ttea allerdings fur die

Fragestellung keine Bedeutung. Bei mangelnder ©beriheit des CD79b AK wurde

fur die folgenden Experimente der besser etabliéRé9 AK verwendet.

V’o.
-

0,4%| 3,9%

95,5%| 0,1%

103
pul

CD19TC

Hersteller Konjugiert mit
Anti-CD19 Caltag, Burlingame, CA/USA Tri-Color
Anti-CD79b Caltag, Burlingame, CA/USA R-Phycoerythrin

Abbildung 9. Darstellung des Farbeverhaltens des CD19 AK in Relation zum CD79b AK an
gesunden PBMC ohne vorgeschaltetes Lymphozytenfenster sowie deren Spezifikationen.
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3.1.2. Austestung eines anti-IgG Antikorpers

Unter Verwendung von Antikérpern gegen die schwkeite des humanen IgG
Molekils kann man diejenige Population reifer B I&elmarkieren, welche bereits
einen Klassenwechsel durchlaufen hat und IgG aufQigerflache exprimiert. Die
Verwendung eines Antikdrpers gegen IgG ist allegdimsofern problematisch, dass er
nicht nur in der Membran verankertes IgG auf B elerkennt, sondern zusatzlich
Zellen der myeloischen Reihe anfarbt, welche eiRerRezeptor besitzen und Uber
diesen Serum-lgG gebunden haben [139]. Dies bgtéasich auch bei eigenen
Versuchen: Hier wurde CD64, deryRezeptor | (FgRI), welcher auf Monozyten und
Makrophagen exprimiert wird, in einem Ansatz mitmdéntikérper gegen IgG an
mononukledren Zellen des peripheren Bluts untetsudhe in Abbildung 10 zu
erkennen, gibt es hier eine grofRe Population, didebAntikérper bindet. Da CD64
allerdings nicht auf B Zellen exprimiert wird, kanman hieraus folgern, dass der anti-
IgG AK auch indirekt gebundenes Serum-1gG auf Mgtez und Makrophagen bindet.
Daher eignet er sich nur bedingt zur Identifizigywon IgG exprimierenden B Zellen.
Aus diesem Grunde wurde entschieden auf die tedhnimisichere, phénotypische
Identifikation der 1gG B Zellen zu verzichten und diesen Nachweis stastele nach

der Sortierung auf mMRNA-Ebene zu fihren.

o
™

10°

FITC .02064
10

10!

10° 10 102 10° 10
IgG PerCP

Abbildung 10. Darstellung des Farbeverhaltens des anti-lgG AK in Relation zu dem
Makrophagen-Monozyten-Marker CD64 (FcyRI) an mononukledren Zellen des peripheren Bluts
ohne Vorschaltung eines Lymphozytenfensters.
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3.2. Expressionsanalyse der peripheren CD27B Zellpopulationen auf RAGI,
RAG2A, RAG2B, IgG und AID

Zellen des peripheren Bluts von drei gesunden Kimddrei o-JIA Patienten sowie
jeweils einem Patienten mit s-JIA und einem mit itnenie wurden als Material
verwendet. Nach der durchflusszytometrischen Amalysd Sortierung von je zwei B
Zellpopulationen (CD1®D27'CD5" und CD19CD27'CD5) wurde durch Reverse
Transkription eine cDNA Bibliothek erstellt, welchmn zur Einzelzellanalyse der
Expression der Genp-Actin, RAG1, RAG2A und 2B, IgG und AID mittels PCR
herangezogen wurde. Auf3er AID wurden alle PCR-Raedunittels der erlauterten
Southern-Blot Technik detektiert, AID selbst im Agse-Gel. Die zwei Splicevarianten
RAG2A und RAG2B des gemeinsamen Gens RAG2 sind migehaden nicht

aufgeschlisselt dargestellt, da sie keine funktieriRelevanz besitzen. Im Folgenden
werden die fir ein gegebenes Gen positiven Zedereijs als prozentualer Anteil aller
B-Actin positiven Zellen angegeben. Im Falle von meeén untersuchten Individuen
einer Gruppe stellen die angegebenen prozentualerieVieweils den rechnerischen
Mittelwert aller Zellen dar. In Klammern ist dietémindividuelle Range innerhalb der

Gruppe angegeben.

Kontrollen o-JIA s-JIA Pneumonie
#1 #2 #3

CD19+CD27+CD5+ n= 226 n= 89 n="76 n=19 n=>51 n= 85
RAG1 (n) 24 12 18 3 19 40
RAG2 (n) 65 6 5 1 21 14
RAG1 + 2 (n) 3 1 3 0 2 3
1gG (n) 19 6 6 4 6 78

CD19+CD27+CD5- n= 183 n= 87 n= 87 n=10 n=75 n=75
RAG1 (n) 29 24 16 1 44 24
RAG2 (n) 52 16 6 0 11 23
RAG1 + 2 (n) 9 0 0 0 1 4
IgG (n) 43 32 32 2 31 48

Tabelle 11. Expression der Gene RAG1, RAG2 und IgG auf Einzelzellebene fur die
verschiedenen untersuchten Individuen sowie die drei 0-JIA Patienten. Die angegebenen
absoluten Zahlen stehen fiir die Anzahl von allen B-Actin positiven Zellen, die mRNA fiir das
angegebene Gen exprimieren.
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3.3. Analyse der CD27CD5" B Zellpopulation

Zur Untersuchung der CD2ZD5" B-Zellpopulation wurden insgesamt 1$4actin
positive B-Lymphozyten von 3 verschiedenen o-JlAidP@en herangezogen (n = 89,
76, 19). Von 3 gesunden Kindern, die als Kontrbllegierten, gingen 226 Zellen in die
Analyse ein (n = 86, 65, 75). Zudem wurden von mifatienten mit der systemischen
Form der Juvenilen ldiopathischen Arthritis (s-JIB) B Zellen untersucht, sowie 85
Zellen eines Kindes mit Pneumonie als Entzindungséte nicht-autoimmuner
Genese.

3.3.1. Vergleich der RAG1 Expression

Bei den drei 0-JIA Patienten lieRen sich mit imt#liin 17,9 % (13-24 %) der B Zellen
MRNA-Transkripte des RAG1 Gens nachweisen. In Bedelon gesunden Probanden
fand sich RAG1 dagegen mit 10,6 % (6-16 %) statistisignifikant seltener (p<0,05).
Deutlich h6here RAG1 Expressionsfrequenzen fanddmlizei den Patienten mit s-JIA
(37,3 %) und Pneumonie (47,1 %), womit sie sichnéis hochsignifikant von der
0-JIA Gruppe unterscheiden (p jeweils <0,01; Ablmig 11).
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Abbildung 11. Anteil CD27°CD5" Gedachtnis B Zellen, die RAG1 mRNA exprimieren.
Darstellung als prozentualer Mittelwert aller B-Actin positiven Zellen. Vertikale Linien
reprasentieren die interindividuelle Streubreite innerhalb einer Gruppe.
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3.3.2.  Vergleich der RAG2 Expression

Die Analyse der Expressionsdaten von RAG2 ergab eihebliche Differenz zwischen

den o-JIA Patienten mit lediglich 6,5 % (5-7 %) uddn Gesunden mit 28,8 %
(16-48 %). Dieser Unterschied war statistisch hmpfiskant (p<0,001). Besonders fiel

hierbei die geringe interindividuelle Schwankungsakien den drei 0-JIA Patienten auf
(6,7% ;6,6 % ; 5,3 %).

Fir die s-JIA und die Pneumonie zeigte sich mi244,und 16,5 % ein inhomogenes
Bild, wobei beide signifikant hohere Werte zeigs bei der o-JIA (p<0,001 bzw.

<0,05; Abbildung 12).
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Abbildung 12. Anteil CD27°CD5" Gedachtnis B Zellen, die RAG2 mRNA exprimieren.
Darstellung als prozentualer Mittelwert aller B-Actin positiven Zellen. Vertikale Linien
reprasentieren die interindividuelle Streubreite innerhalb einer Gruppe.

3.3.3. Unkoordinierte und koordinierte RAG Expression

Der Begriff der unkoordinierten RAG-Expression hiekeet hier die Gesamtheit der
Zellen, welche entweder nur RAG1l oder nur RAG2 ewjmren. Diese steht im
Kontrast zur koordinierten RAG Expression (RAG1+RAGdie den Anteil der Zellen
reprasentiert, in welchen simultan mRNA beider R&8ne nachweisbar war. Von
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funktioneller Relevanz ist die koordinierte Expiess da fur den
Rekombinationsprozess beide Proteine gleichzeitidiegen muissen, um das aktive
Enzym zu bilden [25, 26]. Bislang ist keine Funktifiir das isolierte Vorliegen nur
eines RAG Proteins beschrieben.

In der gesunden Kontrollgruppe zeigte sich in 3&7(27-59 %) der B Zellen eine
unkoordinierte und nur in 1,3 % (0-3 %) eine kooiglite RAG-Expression. Im
Gegensatz dazu fand sich in den 0-JIA Proben em@ardinierte Expression mit
20,1 % aller Zellen signifikant seltener (p<0,004%s zum grél3ten Teil auf die geringe
RAG2 Expression zuriickzufihren ist. Beide RAG Geneiner Zelle lie3en sich hier
in 2,2 % (0-4 %) der CDZ2TD5" B Zellen nachweisen. Dieser Unterschied erreichte
gegenuber den Gesunden keine Signifikanz (AbbildiB)g

Im Falle der s-JIA und der Pneumonie fand sich ameordinierte RAG Expression in
70,6 % und 56,5 %. Koordinierte RAG Transkripte ki@m in 3,9 % (s-JIA) und 3,5 %
(Pneumonie) dieser B Zellpopulation detektiert veardnicht signifikant gegenuber
0-JIA).
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RAG1 + RAG2
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Anteil der RAG1 + RAG2 exprimierenden Zellen
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Kontrollen o0-JIA s-JIA Pneumonie

Abbildung 13. Anteil CD27°CD5" Gedachtnis B Zellen, die RAG1 und RAG2 mRNA
exprimieren. Darstellung als prozentualer Mittelwert aller B-Actin positiven Zellen. Vertikale
Linien reprasentieren die interindividuelle Streubreite innerhalb einer Gruppe.
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3.3.4. Ko-Expression von IgG und RAG

Die Expression von IgG kennzeichnet solche B Zeliks bereits einen Klassenwechsel
(CSR) durchlaufen haben. Die Haufigkeit der Traipgion von IgG-mRNA in den
CD27°'CD5' Populationen zeigte mit 8,4 % (2-12 %) bei Gesonged 8,7 % (7-21 %)
bei der o-JIA keine auffalligen Unterschiede (Abbihg 14). Bei der Korrelation der
IgG-Daten mit denen der RAG Expression fanden isidieser Gruppe ebenfalls keine
signifikanten Differenzen (Tabelle 12).

Im Falle der s-JIA waren 11,8 % der Zellen podiiiv IgG-mRNA. Bei der Pneumonie
dagegen fanden sich extrem hohe 91,8 % und damit heich signifikantes
Differenzniveau gegeniber der o0-JIA Gruppe (p<0,002ie Analyse der Co-
Expression von IgG, RAG1 und RAG2 zeigte, dasskderdinierte RAG Expression
bei der Pneumonie mehrheitlich mit der IgG Exp@ssissoziiert ist (Tabelle 12).
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Abbildung 14. Anteil CD27°CD5" Gedachtnis B Zellen, die IgG mRNA exprimieren. Darstellung
als prozentualer Mittelwert aller B-Actin positiven Zellen. Vertikale Linien reprasentieren die
interindividuelle Streubreite innerhalb einer Gruppe.
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Kontrollen o0-JIA s-JIA Pneumonie
IgG + 1gG - IgG + 1gG - IgG + 1gG - lgG+ 1gG —
CD19'CD27'CD5" n=19 n=207 n=16 n=168 n=6 N=45 n=78 n=7
RAGL1 (%) 11 11 13 18 50 36 46 57
RAG2 (%) 32 29 0 7 17 44 17 14
RAGL1 + 2 (%) 0 1 0 2 17 2 4 0

CD19'CD27°'CD5~ n=43 n=140 n=66 n=118 n=31 N=44 n=48 n=27

RAGL1 (%) 30t 11* 23 22 67 52 31 33
RAG2 (%) 33 27 14 11 3o 3% 38 19
RAGL+2 (%) 9 4 0 0 0 2 8 0

Tabelle 12. RAG Expressionsdaten getrennt fur die IgG* und 1gG~ Subpopulationen (* p<0,01;
** n<0,05)
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3.4. Analyse der CD27CD5 B Zellpopulation

Von der CD27CD5 B-Zell-Population gingen insgesamt 183 Zellen dosi gesunden
Kontrollen (n = 69, 62, 52) sowie 184 Zellen voridr-JIA Patienten (n = 87, 87, 10)
in die Analyse ein. Weiterhin wurden jeweils 7512elvon einem s-JIA Patienten und

einem Kind mit Pneumonie beziglich Ihrer Genexpogsketrachtet.

3.4.1. Vergleich der RAG1 Expression

Die Resultate der RAG1 Expression in der COIJ5 Population entsprachen mit
15,8 % (5-23 %) bei Gesunden und 22,3 % (10-28%6)dfe Oligoarthritis in ihrem
Trend der CD5 Population. Dennoch erreichte der hier vorhandénierschied keine
statistische Signifikanz (Abbildung 15).

Fur die s-JIA fand sich mit 58,7 % wiederum einngigant hoherer Wert als bei dem
0-JIA Kollektiv (p<0,001). Bei der Pneumonie (328 zeigte sich kein signifikanter

Unterschied.
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Abbildung 15. Anteil CD27°CD5  Gedachtnis B Zellen, die RAG1 mRNA exprimieren.
Darstellung als prozentualer Mittelwert aller B-Actin positiven Zellen. Vertikale Linien
représentieren die interindividuelle Streubreite innerhalb einer Gruppe.
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3.4.2. Vergleich der RAG2 Expression

Ebenfalls vergleichbar zu der CDBopulation verhalten sich die Ergebnisse der RAG2
Expression. Auch hier lagen die Kontrollen mit 284RAG2-positiver Zellen (22-
35 %) weit Uber den 12,0 % (0-18 %) bei den o-Jbighten. Diese Differenz war
statistisch ebenso hochsignifikant (p<0,001; Abligl 16).

Die systemische Form der JIA zeigte wie die o-Jideesehr geringe Haufigkeit von
RAG2 (14,7 %), wahrend die Pneumonie mit 30,7 % @ssunden vergleichbare
Werte erreichte (Differenz zu o-JIA p<0,001).

50%

RAG 2
—p < 0,001 T p < 0,001
5 40% -
©
N
c
[}
©
c
L 30% {
g
E [
a
X
O
[N
2 20% -
I
@
©
=
€
< 10%
0%
Kontrollen o-JIA s-JIA Pneumonie

Abbildung 16. Anteil CD27°CD5  Gedachtnis B Zellen, die RAG2 mRNA exprimieren.
Darstellung als prozentualer Mittelwert aller B-Actin positiven Zellen. Vertikale Linien
reprasentieren die interindividuelle Streubreite innerhalb einer Gruppe.

Bei Betrachtung der einzelnen o-JIA Patienten fiel die RAG2 Expression eine
Degression auf, die invers mit Parametern der Kraitkaktivitat und der Medikation
korrelierte (Tabelle 13).
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40%

35%

S 30% -

25% +

20% +—

15% -

Anteil der RAG2 exprimierenden Zelle

10% +—

5% A

0%

Kontrollen 0-JIA #1 0-JIA #2 0-JIA#3
Alter [Jahre] 4,7 J. 5J. 3J. 4].
e - : 1 1
BSG* [mm/h] n.b. 7 14 20
ANA** n.b. 1:640 1:640 1:2.560
Medikation - - + ++

* Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit
** Anti-Nukledre Antikdrper

Tabelle 13. Inverse Korrelation der RAG2 Expression mit Parametern der Krankheitsaktivitat
und der Medikation bei CD27°CD5" Gedachtnis B Zellen von gesunden Kontrollen (Mittelwert
mit Range) und drei 0-JIA Patienten (n.b.=nicht bestimmt).

3.4.3. Unkoordinierte und koordinierte RAG Expression

Deutliche Unterschiede fanden sich in dieser Pdjmain der koordinierten RAG

Expression: Wahrend sowohl bei den Gesunden alk &ec den o-JIA Patienten
34,4 % (28-40 %) bzw. 34,2 % (10-46 %) aller Zellem eines der beiden RAG-Gene
exprimierten, fand sich eine simultane Co-Expresdieider Gene zwar in 4,9 %
(0-8 %) der gesunden B-Lymphozyten, jedoch in keuber 184 untersuchten o-JIA
B Zellen. Dieser Unterschied in der koordinierterpiession war statistisch klar
signifikant (p<0,01; Abbildung 17). Dabei waren #imzelwerte bei den drei gesunden
Kindern 7,2; 0,0 und 7,8 %, so dass bei zwei Dréiee solide Expression vorliegt.
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Interessanterweise fanden sich fur die unkoordmiBxpression bei der s-JIA und der
Pneumonie fast identische Werte wie in der ent$iaeden CD5 Population (70,7 und

52,0 %). Die koordinierte Expression jedoch warden systemischen JIA-Subtyp mit
1,3 % wie bei der 0-JIA deutlich supprimiert. Fiie ®neumonie fand sich mit 5,3 %

ein signifikant h6herer Wert gegenuiber der 0-JIA0(01).
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Abbildung 17. Anteil CD27°CD5  Gedachtnis B Zellen, die RAG1 und RAG2 mRNA
exprimieren. Darstellung als prozentualer Mittelwert aller B-Actin positiven Zellen. Vertikale
Linien reprasentieren die interindividuelle Streubreite innerhalb einer Gruppe.

3.4.4. Ko-Expression von IgG und RAG

Unter allen CD27CD5 o0-JIA B-Lymphozyten fanden sich mit 35,9 % (209Y
signifikant mehr IgG exprimierende Zellen als inr dggssunden Kontrollgruppe mit
23,5 % (18-31 %; p<0,01). Noch deutlich haufigerd@an sich IgG-Transkripte im Falle
der s-JIA mit 41,3 %. Bei der Pneumonie (64,0 %) dexr Unterschied im Vergleich
mit der 0-JIA signifikant (p<0,01; Abbildung 18).

Die Expression von RAG-Genen wies zwischen den pg&itiven und IgG negativen
0-JIA Subpopulationen keine wesentlichen Unterstshi@auf. Unter den gesunden

Kontrollen allerdings zeigte sich in der IgG pogti Subpopulation (n = 43) eine
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deutlich erhdhte Ko-Expressionsrate speziell vorzRAwelche dort 30 % ausmachte,
im Gegensatz zur IgG negativen Gruppe (n = 140)lediglich 11 % (p<0,01). In der
koordinierten RAG-Expression fanden sich ebenfdiserschiede zu Gunsten der IgG
positiven Population mit 9 % vs. 4 % in der 1gG akdgen Gruppe. Dieselbe Tendenz
lie@ sich bei dem Pneumonie-Patienten fur die ko@®de RAG Expression
nachvollziehen (8 % vs. 0 %). Im Falle der s-JIA wi&e Expression von RAG2 in IgG
positiven Zellen signifikant seltener als in IgGgagven (3 % vs. 23 %; p<0,05;
Tabelle 12).
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Abbildung 18. Anteil CD27°CD5~ Gedachtnis B Zellen, die IgG mRNA exprimieren. Darstellung
als prozentualer Mittelwert aller B-Actin positiven Zellen. Vertikale Linien reprasentieren die
interindividuelle Streubreite innerhalb einer Gruppe.

Betrachtet man lediglich die 1gG positiven CDBedachtnis B Zellen beziglich ihrer
RAG1+RAG2 Expression, zeigt sich der Unterschiedselen o-JIA (0 %) und

Gesunden (9,3 %; p<0,05) noch deutlicher. Intergesaeise findet sich unter den 1gG
positiven CD5 B Zellen der s-JIA ebenfalls keine koordinierte R &xpression (0 %).

Dagegen weist die Pneumonie mit 8,3 % einen demriales vergleichbaren Wert auf
(Abbildung 19 b). Eine ahnliche Akzentuierung etglch auch fir die Differenzen in
der RAG2 Expression, wenn isoliert die IgG posiiv€D5 Gedachtnis B Zellen

betrachtet werden (Abbildung 19 a).
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Abbildung 19 a + b. Anteil IgG-positiver, CD27°'CD5~ Ged&chtnis B Zellen, die (a) RAG2 bzw.
(b) RAG1+RAG2 mRNA exprimieren. Darstellung als prozentualer Mittelwert aller (3-Actin
positiven Zellen. Vertikale Linien reprasentieren die interindividuelle Streubreite innerhalb einer
Gruppe. Auf der x-Achse ist zusatzlich die absolute Anzahl positiver Zellen angegeben.

3.5.  Vergleich der CD5 und CD5 Populationen

In diesem Abschnitt werden keine neuen Daten hiezogen. Es sollen lediglich
wichtige Unterschiede beziglich der Expression udgersuchten Gene zwischen den
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zwei untersuchten CD5 Populationen innerhalb efarentengruppe herausgearbeitet
werden. Deshalb werden nicht alle Zahlenwerte érgemannt. Hierzu sei auf die

Abschnitte 3.3 und 3.4 sowie auf die entsprechei@aphen und Tabellen verwiesen.

3.5.1. Unterschiede zwischen den CD5 Fraktionen bei o-JIRatienten

Sowohl in der isolierten Betrachtung von RAG1 alstavon RAG2 finden sich fir die
CD5 Zellen jeweils hohere Werte als fiir die CD@obei der Unterschied in beiden
Fallen statistisch nicht signifikant ist. Auffalligt die sehr geringe interindividuelle
Streuung der RAG2-exprimierenden Zellen innerhab @D5 Population (Abbildung
12). In der CD5 Gruppe fand sich dagegen eine ausgesprocheneohetdit in der
Frequenz der RAG2 exprimierenden B-Lymphozyten, chel invers mit der
Krankheitsaktivitat korreliert war (Tabelle 13).

Wahrend die unkoordinierte Expression (RAG1 oderGRA statistisch signifikant
haufiger bei den CD%Zellen auftritt (p<0,01), fuhrt die Untersuchungr ¢oordinierten
Expression beider RAG Gene zu einem entgegengesd®asultat. Dort findet sich in
der CD5 Population, trotz hoher Einzel-Genraten, keinepgétpRAG positive B Zelle
— statistisch signifikant unterschiedlich zu der&CGruppe mit 2,2 % (p<0,05).

Das Auftreten von IgG-mRNA exprimierenden B-Lympwen war in der CD5
Subgruppe weitaus haufiger zu beobachten als i€B&f (p<0,001) .

3.5.2. Unterschiede zwischen den CD5 Fraktionen bei Gesuad

Innerhalb der CDI® D27 Population der gesunden Kontrollen fanden sicheggh
geringere Unterschiede zwischen den verschiedeBP&EnKompartimenten.

Wahrend die RAG1 Expression in der COGruppe mit 15,8 % vs. 10,6 % in der CD5
ein etwas haufigeres Ereignis war (statistisch tngipnifikant), zeigte sich bei der
RAG2- und bei der unkoordinierten RAG Expressioniseiven den beiden CD5
Kompartimenten kein Unterschied. Lediglich in derokdinierten Expression beider
RAG Gene heben sich die beiden Populationen mit%4,@CD5) vs. 1,3 % (CDY
deutlich voneinander ab (p<0,05). Eine Expressiam igG fand sich ebenfalls deutlich
haufiger in der CD5Subgruppe als in der CD$<0,001).
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3.6. Expression des Enzyms Activation-Induced Cytidine Baminase (AID)

Das Enzym Activation-Induced Cytidine Deaminase OJAlstellt eine wesentliche
Vorraussetzung fur den Prozess der Somatischen rhtygpation (SHM) und des
Klassenwechsels (CSR) dar [37, 38]. Beide Ereignliaafen im Keimzentrum ab. Um
auszuschliel3en, dass es sich bei den nachgewieB&@rexprimierenden Zellen aus
dem peripheren Blut vereinzelt um Keimzentrums Befehandelt, wurde das CD5
und CD5 B-Zell Kompartiment eines o0-JIA Patienten (#2) &ulch auf die
Expression von AID mRNA untersucht.

Zur Validierung der Technik wurden zunachst defiteieB Zell-Populationen aus der

Tonsille eines gesunden Kindes nach elektiver Tiektdmie verwendet.

3.6.1. AID Expression in Tonsillen B Zellen eines gesundeindes

Nach Anfarbung mit konjugierten Antikérpern gegeBX®, IgD und CD38 wurden
funf definierte Populationen (Tabelle 14) durchéieyometrisch sortiert und durch
Reverse Transkription cDNA Bibliotheken auf Einzdlebene erstellt. Diese wurden
im Anschluss mittels PCR auf die Expression von A#RNA untersucht. Eine

Sequenzierung einzelner PCR-Produkte bestatigtiadiekte Basenabfolge.

AID Expression

Analysierte
Gruppe B Zellen (n) Phanotyp absolut prozentual
A 80 CD19 " IgD * CD38 ~ 3/80 3,8%
B 75 CD19 *IgD * CD38 * 18/75 24,0%
C 76 CD19 "IgD " CD38 ** 6/76 7,9%
D 62 CD19 *IgD ~CD38 ** 0/62 0,0%
E 85 CD19 " IgD ~ CD38 ~ 0/85 0,0%

Tabelle 14. AID Expression in Tonsillen B Zellen. Absolute und prozentuale Angaben jeweils
als Anteil an allen B-Actin positiven Zellen.

Hierbei zeigte sich in naiven B Zellen (Gruppe A)t 3,8 % eine geringe AID
Expression. Dagegen fand sich in der Gruppe B @erminal Center Founder (GCF)*
Zellen mit 24,0 % ein signifikant hoherer Anteil<(p001). Gruppe C zeigte nur in

7,9 % eine Expression von AID, was sich wiederumnifikant von Gruppe B
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unterschied (p<0,01). In den Gruppen D und E liefielm keine mRNA-Transkripte des
Enzyms nachweisen.
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Abbildung 20. Anteil verschiedener B Zellpopulationen aus der Tonsille, die AID mRNA
exprimieren. Darstellung der prozentualen Anteile von allen 3-Actin positiven Zellen.

3.6.2. AID Expression in peripheren B Zellen des 0-JIA Paenten # 2

In den CD19CD27" Zellen des 0-JIA Patienten # 2 lieR sich wededen CD5, noch
in der CD5 Population eine Expression von AID dokumentietarden — in der selben
PCR-Platte mitgefiihrten — Positivkontrollen aus @ensille lieRen sich dagegen AID

Transkripte nachweisen.
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4. DISKUSSION

In dieser Arbeit wurden insgesamt 1.063 CD@&gdachtnis B Zellen von Kindern mit
verschiedenen akuten und chronischen entzindlididmankungen (0-JIA, s-JIA,
Pneumonie) sowie von gesunden Kontrollen untersuaavon entfielen 546 auf eine
CD5" und 517 auf eine CD5Subpopulation der Gedachtnis B Zellen. Der Focas w
hierbei auf die Expression der RAG Gene gerichtien, festzustellen, ob bei der
ANA-positiven 0-JIA immunregulatorische Abnormalééd zu beobachten sind.
Weiterhin sollte hinterfragt werden, ob diese Pmimoe Ausdruck einer allgemeinen
Entziindungsreaktion sind oder spezifisch mit demoiaumunen Charakter der o-JIA
zusammenhangen. Zusatzlich sollte die Relevanz déarexpression des
Oberflachenmolekiils CD5 untersucht werden.

Uber die Grenzen der zwei CD5 Populationen hinweigte sich bei der o-JIA ein
charakteristisches Muster: eine leicht erhbhte RAEpressionsrate, bei gleichzeitig
massiv supprimierter RAG2 Expression im Vergleiohden gesunden Individuen. Die
Auswirkung auf die koordinierte Expression (RAG1+823) allerdings war sehr
unterschiedlich. Im CD5 Segment fanden sich bei Gesunden und o-JIA Patient
vergleichbar wenige Zellen mit der Expression beld&G Gene. Im CD5Segment
dagegen zeigte sich bei Gesunden mit 5% ein hoent, wahrend in der o-JIA
Population keine einzelne Zelle beide Gene kooedir@xprimierte.

Die zwei akut entziindlichen Krankheitsbilder seallsich uneinheitlicher dar. Im CD5
Segment lagen die Werte fur die koordinierte RAGpHession (ber denen von
Gesunden und denen mit o-JIA. Im CC¥egment dagegen ahnelte die s-JIA stark der
o-JIA mit einer geringen RAG2- und einer extremdnigen koordinierten RAG
Expression. Dabei verhielten sich die B Zellen d&seumonie-Patienten nahezu
identisch zu den Gesunden. Diese Differenzen inGI2s Fraktion zeigen sich noch

akzentuierter in der IgG positiven Subpopulation.
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Aus diesen Resultaten ergeben sich folgende Fragen:

* Was fur eine Relevanz hat der hohe Anteil unkoadedier RAG Transkripte?

* Wie ist die wesentlich geringere Frequenz RAG2 tpasi Zellen bei 0-JIA
Patienten im Vergleich zu Gesunden zu bewertergheetowohl im CD5als auch
im CD5 Kompartiment auftritt?

 Weshalb sind andererseits bei der koordiniertenrésgion so unterschiedliche
Resultate zwischen den CD5 Subpopulationen deAdratienten festzustellen?

« Welche Bedeutung hat das Fehlen von RAG1+RAG2 exerenden CD2TTD5
B-Lymphozyten, welches sich insbesondere in der pSitiven Subpopulation
zeigt, in der Pathogenese der JIA und welche Rdeallexistieren zwischen der
0-JIA und der s-JIA?

4.1. Was fir eine Relevanz hat der hohe Anteil unkoordirerter RAG

Transkripte? — RAG Expression in peripheren Gedachis B Zellen

Die Expression von RAG Genen in peripheren GedélBnZellen ist kein seltenes
Phanomen. Je nach untersuchter Krankheitsen@ftdich in dieser Untersuchung in
20 bis 70 % aller B Zellen mRNA von mindestens minder beiden RAG Gene
nachweisen. Das Vorhandensein von beiden RAG Trgatek in einer Zelle war
dagegen mit 0 bis 5 % weitaus seltener. Diese Btkes steht im Kontrast zu der
Annahme, dass die beiden RAG Gene physiologiscéchlisilich koordiniert reguliert
und transkribiert werden [140]. Allerdings liegarmslbesondere aus Einzelzellanalysen
vergleichbare Daten Uber einen erheblichen Antekloordinierter RAG Expression in
der Literatur vor [49, 53].

Bei der Analyse der Einzelzelldaten muss indes dksidhtigt werden, dass sehr
geringe Quantitaten von mRNA Transkripten unter thmden nicht erfasst werden.
Dennoch liel3en sich die hier erhobenen Unterschmdsechen den Gruppen nicht
hinreichend mit methodischen Mangeln der PCR fiirbeistimmtes Gen erklaren, da in
manchen Entitditen RAGL1, in anderen dagegen RAGZréfirésentiert war. Es ware
lediglich denkbar, dass in einigen Zellen extremnggee mRNA Mengen von einem der
RAG Gene der Detektion entgingen. Diese waren @dsifalsch negativ bezuglich der
koordinierten RAG Expression zu bewerten. Dabealidiallerdings weiterhin die Frage
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offen, weshalb eines der beiden Gene derartigtjvélaberexprimiert wird, wahrend in
anderen Féllen eine umgekehrte Relation auftriini® erscheint ein methodischer
Fehler unwahrscheinlich.

In Ubereinstimmung mit der Theorie der ausschl@Rkoordinierten Expression ware
es theoretisch auch denkbar, dass posttranskrgigoMechanismen fur die hier
beschriebene Diskordanz verantwortlich sind. Da&agein ausfihrliche Untersuchungen
zur Zellzyklus-abhangigen Regulation von RAG2 inegiprogenitor-B Zell Linie vor
[141, 142]. Dies ware insbesondere plausibel, deelmeer entztindlichen Erkrankung
wie der 0-JIA eine grof3ere Fraktion proliferierenBeZellen zu erwarten wére als bei
Gesunden. In der genannten Studie wurde gezeigs sigh die Konzentration des
RAG2 Proteins um den Faktor 20 verringert, sobakl Zelle in die S-Phase des
Zellzyklus eintritt. Die RAG1 Konzentration bleidabei relativ konstant. Somit agiert
RAG2 in dieser Konstellation als der limitierendaktor. Dies wird als sinnvoller
Mechanismus angesehen, um die Zelle in der vuliemals-Phase vor einem
unselektiven Rekombinationsprozess zu schitzergheelinsbesondere aus der guten
Erreichbarkeit der DNA wahrend der Replikation testen kdnnte (,accessibility
hypothesis®). Dennoch finden diese Veranderungdaneichtlich ausschliel3lich auf
Proteinebene statt, wobei es nach Phosphorylieramg Thr-490 durch Cyclin-
abhangige Kinasen anschlielRend zu einer schneltgralbation des RAG2 Proteins
kommt. Die mRNA Konzentrationen blieben unter dévese Versuchsbedingungen
unverandert [141]. Von daher kann dieser Zellzyldbkangige Mechanismus nicht fur
die in der vorliegenden Studie auf mRNA Ebene besbbnen Diskordanzen
verantwortlich sein. Es ist dennoch nicht auszueBeh, dass weitere, noch nicht
beschriebene Signalwege oder RNA Interferenzmeshsem [143] zuséatzlich auch auf
die mRNA Konzentration regulierend einwirken.

Als weiteren Unterschied zwischen Patienten mig@irthritis und Gesunden, kénnte
man eine verstarkte Lymphopoese im Rahmen dermigthen Entzindungsaktivitat
annehmen. Eine erhohte Anzahl CDlfhsbesondere CDIGD5" B Zellen bei der
0-JIA legen das nahe [13, 14]. Das Resultat waregeil3erer Anteil unreifer B Zellen
im peripheren Blut, bei denen die im Knochenmarikiignte RAG Expression noch
nicht vollig zum Stillstand gekommen ist. Diese Metung ist in mehreren

Publikationen ge&ul3ert worden, die eine RAG Exjwadgsa peripheren, reifen B Zellen
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grundsatzlich in Frage stellen. Hierbei wurde sinBbesondere auf den unreifen
Phanotyp der RAG exprimierenden Zellen bezogen5@4-Dies kann allerdings auf
die hier vorliegenden Daten nicht angewendet werdken ausschlieBlich CD27B
Zellen untersucht wurden. CD27 ist ein Marker famatisch mutierte Gedachtnis B
Zellen und auf naiven B Zellen nicht nachweisbar2][2 Zusatzlich wurde
Immunglobulin G (IgG) als eindeutiger Marker fiurlde B Zellen analysiert, die
bereits einen Klassenwechsel in der Keimzentrurkiceradurchlaufen haben. In der
Subklassenanalyse dieser 1gG positiven Gruppe eeigich dabei je nach
Krankheitsentitat eine vergleichbare oder sogarRgré Haufigkeit von RAG
Transkripten im Vergleich zur IgG negativen GrupfEabelle 12). Auch diese
Beobachtung spricht gegen eine RAG Expression hlisBtich in unreifen B Zellen.
Weiterhin zeigt bei Patient 0-JIA #2 der fehlendachiveis von AID mRNA, welche
ausschlief3lich im Keimzentrum sekundér lymphatisdbegane exprimiert wird [38],

dass es sich hierbei nicht um Keimzentrums-B Zdikemndelt.

Eine zusatzliche Storgrol3e, welche die RAG Expoesbeeinflussen konnte, stellt die
Medikation der drei 0-JIA Patienten dar. Diese @tbn zum Untersuchungszeitpunkt
kein Medikament (#1), Naproxen (#2) bzw. Naproxemliclofenac und
Methotrexat (#3).

Insbesondere die nicht-steroidalen Antiphlogist(ké6A) Naproxen und Diclofenac
uben Uber die Hemmung des Schlisselenzyms Cycleosgg und der damit
einhergehenden Interferenz mit dem Prostaglandmd Whromboxan-Stoffwechsel
einen wesentlichen immunmodulatorischen Effekt &itsidien an erwachsenen RA
Patienten zeigen beispielsweise eine vermindereuRtion von IgM-RF unter NSA-
Therapie, welche eng mit der klinischen Verbessgrkarreliert ist [144-146]. Ob
dieser Effekt direkt oder T-Zell vermittelt aufritst noch nicht eindeutig geklart — weist
aber unabhangig davon auf eine Beeinflussung déelBReihe hin. Die Komposition
der lymphozytaren Subpopulationen unter NSA-Therapcheint dagegen kaum
verandert zu sein [145, 147].

Methotrexat (MTX) zahlt als kompetitiver Inhibitater Dihydrofolat-Reduktase zur
Gruppe der Folatantagonisten. Da durch die Hemmueses Enzyms kein

Tetrahydrofolat regeneriert werden kann, wird di®&NAY und RNA-Synthese —
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insbesondere durch die blockiede noveSynthese von Purinen und durch Blockade
der Thymidylat-Synthase — unterbunden. Dosisabigangirkt MTX dadurch
antiinflammatorisch und immunsuppressiv, in sehthém Konzentrationen auch
zytostatisch. Bein vitro Studien mit humanen Lymphozyten waren sowohl thedle
Proliferation von B- und T-Lymphozyten als auch diroduktion samtlicher
Immunglobulin-Klassen nach Mitogen-Stimulation béinwesenheit von MTX
signifikant beeintrachtigt [148-150]. Bei niedrigerMTX-Konzentrationen lief3 sich in
einer Studie paradoxerweise eine verstarkte Pramtulder IgG- und IgM-Subklasse
nachweisen [148]In vivo Studien an peripheren Lymphozyten von PatientenRAi
unter MTX-Medikation zeigten eine Reduktion derateth Lymphozytenzahlen, wobei
B Zellen davon starker als T-Zellen betroffen wafg@bl, 152]. Bei SLE Patienten
konnte man parallel zur Verminderung der B Zelleichaeinen Rickgang der Auto-
Antikorper feststellen [153]. Weiterhin zeigte sichder detaillierteren Betrachtung der
B-Lymphozyten eine besonders deutliche Beeintrguhty der CD5 B-Zellpopulation
durch die MTX-Medikation [154].

Ruckschlisse auf den direkten Effekt der Medikatwi die RAG Expression sind
aufgrund der vorliegenden Daten nicht moglich. Dmmist der Einfluss der Pharmaka
auf diese Studie nur von sekundarer Relevanz, dadst drei Patienten mit wesentlich
unterschiedlicher Krankheitsaktivitat miteinbezogeurden (keine Medikation, bis hin
zu einer Dreifachkombination; Tabelle 4). Aus dmsé&rund kdénnen bei allen
Individuen durchgangig beobachtete Phanomene zahathkrankheits-assoziiert und

nicht als Medikamenten-verursacht angenommen werden

Die Funktion der unkoordinierten Expression der RG&€ne ist nicht geklart. Bislang
ist fur ein einzelnes RAG Protein keine physiolobes Funktion beschrieben. Fur den
Prozess der V(D)J-Rekombination sind zwingend bé&id#eine erforderlich, welche
zusammen den aktiven Enzymkomplex bilden [25, 8&chiometrisch hat eine neuere
Studie Belege daflr aufgezeigt, dass RAG2 als DIRAG 1 dagegen mindestens als
Trimer, wenn nicht als noch hodhergradiges Multimer aktiven Enzymkomplex
vorliegt [155]. Dies wirde ein entsprechend asymiswies Verhdltnis auch in der
Transkription plausibel machen. Weiterhin zeigtervitro Analysen, welche auf die

Effizienz der Rekombinationsreaktion abzielten,sdaime gezielte Erhéhung der RAG1
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Transkripte eine Erhéhung der Effizienz mit sicingt. Im Kontrast dazu brachte eine
Erhéhung des RAG2 Anteils die V(D)J-Rekombinatiagizich zum erliegen [156].
Eine weitere Gruppe konnte einen direkten Inteoaisinachweis erbringen, indem sie
zeigte, dass sich die Halbwertszeit des RAG1 Rrste@rhoht, wenn RAG2 nicht
exprimiert wird [157]. Zusétzlich zeigte sich naStimulation von Tonsillen B Zellen
ein zeitlich deutlich verzdgertes Auftreten der RAGranskripte im Vergleich zu
frihzeitig nachweisbarer RAG1 mRNA [53]. Diese epdamischen Hinweise zeichnen
ein noch unvollstandiges Bild der gesamten Intévakn, legen aber eine regulative
Funktion von RAG2 in der Beeinflussung der V(D)XkB@mbinase-Aktivitat nahe und
lassen eine physiologische Relevanz vermuten. DEmatammen die meisten bislang
vorliegenden Daten zur RAG Expression aus Studien primaren* V(D)J-
Rekombination in unreifen B Zellen, sodass das fleigigestellte Expressionsmuster bei
Gedachtnis B Zellen differenziert betrachtet wernerss.

4.2. Wie ist die wesentlich geringere Frequenz RAG2 pdster Zellen bei 0-JIA
Patienten im Vergleich zu Gesunden zu bewerten, wadle sowohl im CD5

als auch im CD5 Kompartiment auftritt?

Das auffalligste Resultat dieser Studie war einedas4- (CD5) bzw. 2-fache (CDY
reduzierte Haufigkeit RAG2 positiver Zellen bei dewdlA Patienten im Vergleich zu
Gesunden (p jeweils <0,001). Dies lieR sich sovimlder CD27CD5" als auch in der
CD27'CD5 Fraktion beobachten. Die RAG1 Frequenz war im @sgg dazu
tendenziell eher etwas hoher als bei den Kontrpllebenfalls in beiden CD5
Fraktionen. Dieses charakteristische Muster, dels konstant Uber die Grenzen der
CDS5 Fraktionen hinweg zeigte, lasst auf eine défifieierte Regulation der beiden RAG
Gene schlielZen.

Bei Betrachtung der drei klinisch sehr verschiedemdlA Patienten im Einzelnen, fallt
allerdings ein Unterschied auf. Bei den CDBedachtnis B Zellen liegt der Anteil
RAG2 positiver Zellen konstant zwischen 5-7 % bigiradrei Patienten. Dagegen zeigt
die Haufigkeit RAG2 positiver B-Lymphozyten in de€D5 Fraktion ein
interindividuelles Spektrum von 0 % bis zu 18 % wabei interessanterweise eine

inverse Korrelation mit der Krankheitsaktivitat uddr Medikation (Tabelle 13). Dieser
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Zusammenhang deutet auf eine Reduktion der RAG2dsgmn bei zunehmender
Krankheitsaktivitat hin. Alternativ kénnte hierfdre Medikation urséchlich sein. Auch
wenn sich ein definitiver Schluss bei dieser klaif@llzahl verbietet, unterstitzt diese
Erkenntnis ebenso die bereits vorher abgeleiteesdeiner regulativen Funktion von
RAG2.

Die Regulation der V(D)J-Rekombination ist ein sgeregulierter Prozess, da die
Veranderung genomischer DNA immer auch mit demkigisies Verlustes der ganzen
Zelle oder der malignen Entartung einhergeht [2Bleben einigen ubiquitar
vorhandenen Faktoren, scheinen die Chromatinstruldu Immunglobulin-Loci sowie
das Vorhandensein der beiden RAG Proteine die &mgschen Faktoren fur die
erfolgreiche V(D)J-Rekombination darzustellen [158]

Die komplexe Transkriptionskontrolle der RAG Gesenicht vollstandig geklart. Es
missen mehrere Ebenen bertcksichtigt werden: Eitedie Linienspezifitat, wodurch
sichergestellt wird, dass RAG nur in der lymphoid&gihe exprimiert wird. Zweitens
muss die zeitliche Abfolge auch innerhalb einerd.istreng reguliert sein. Zuletzt wird
sichergestellt, dass jeder Lymphozyt nur eine gmBCR Spezifitat exprimiert (allelic
exclusion) [159, 160].

Es sind bereits mehrere cis- und trans-wirksameorak identifiziert, darunter auch
verschiedene Transkriptionsfaktoren [161]. Alleg$in zeigen sich fundamentale
Unterschiede beispielsweise zwischen der B- undellinde. So fiihrt die gezielte
Deletion des 22kb 5° des RAG2 Promotors gelegerfeAGE Enhancers zu deletéaren
Effekten auf die B Zell Entwicklung, ohne dabei di€ellentwicklung zu beeinflussen
[162]. Kirzlich zeigte sich dafur die Bindung desrlhead Transkriptionsfaktors
Foxpl verantwortlich [163]. Dennoch war auch in d&rZellen nicht der gesamte
Ablauf der V(D)J-Rekombination gestort. Nach unpeofatischer D-zu-J- war
lediglich die anschlieRende V-zu-DJ-Rekombinatien schweren Kette blockiert, was
zu einem Stillstand zwischen dem pro- und pra-B-3tdium fuhrte.

Dies demonstriert exemplarisch, wie differenzieet RAG Expression in verschiedenen
Linien und selbst in verschiedenen Entwicklungdstadierselben Linie reguliert ist.
Somit ist es schwierig, Erkenntnisse aus friherwkektungsstufen auf die in dieser
Hinsicht weniger gut charakterisierte GedachtnisZelpopulation zu Ubertragen.

Dennoch weisen die unter 4.1 diskutierten Besorade von RAG2 (Zellzyklus-
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abhangige Degradation, ungleiche Stéchiometrie imayEkomplex, Terminierung der
V(D)J-Rekombination bei Erh6hung des RAG2 Anteilg)fluss auf die Halbwertszeit
des RAGL1 Proteins, verzogertes Auftreten von RAGRNA nach Stimulation) in
Zusammenschau mit den hier erhobenen Daten aufegdatorische Funktion hin.

Fir eine abschlieRende Beurteilung fehlt es algslian aussagekréaftigen Daten zur

Regulation der RAG Gene speziell in Gedachtnis Bede

4.3. Weshalb sind bei der koordinierten Expression so uerschiedliche
Resultate zwischen den CD5 Subpopulationen der oAl Patienten
festzustellen? — Einfluss des Oberflachenmolekiils 05 auf die RAG
Expression

Die koordinierte Expression von RAG1+RAG2 préaseteiesich bei CD5 und CD5

B Zellen als grundlegend verschieden. Hier zeigth ;1 der CD5 0-JIA Gruppe ein
den Gesunden vergleichbarer Wert. In der CP®pulation dagegen lieRen sich
unabhangig von Krankheitsaktivitat und Medikationkeiner o-JIA Zelle beide RAG
Transkripte nachweisen, wahrend die gesunden Kiteriron zwei von drei Fallen mit
7 % einen soliden Wert zeigten (Abbildung 17).

Bei dem dritten gesunden Kind lie3 sich ebenfaksné& koordinierte Expression
dokumentieren. Hierbei kann es sich einerseits umene ,Ausreil3er® handeln.
Andererseits ist es bei der kleinen Fallzahl vagi dntersuchten Individuen theoretisch
auch denkbar, dass die zwei anderen Kontrollenllgufé diesem Bereich lagen, also
falsch positiv waren. Bei einer Expressionshaufigken zweimal Gber 7 %, womit sie
sich diese deutlich von der Null unterscheidet, as¢s allerdings die weniger
wahrscheinliche Alternative.

Die beobachtete Diskrepanz ist Uberraschend, dwairsitriheren Studien an Tonsillen
B Zellen und an peripheren I§DB Zellen bei kindlichem SLE eher in der CD5
Population eine verstarkte RAG Expression ausmab@éBnnicht in der CD5[53, 75].
Dennoch lie3 sich auch in diesen Studien eine &tatthangigkeit demonstrieren.
Hilllon et al. zeigten bei der detaillierten Untechung verschiedener
Entwicklungsstadien von Tonsillen-B Zellen, dase Hixpression des CD5-Molekils

prinzipiell mit der RAG1+RAG2 Expression assoziigst. Die einzige Ausnahme
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bildeten in dieser Studie ebenfalls die (frihenyi&sntnis B Zellen (IgoCD38") [53],
bei denen sich RAG1+RAG2 in 6 % der CD@ber in 16,6 % der CD3B Zellen
nachweisen liel3. Diese 1:3 Relation findet sichenmvauch in geringeren absoluten
Werten — in den ebenfalls gesunden Kontrollen diesgersuchung mit 1,3 % (CDp
und 4,9% (CD9H wieder. Somit scheint physiologisch ein geringAnteil
RAG1+RAG2 exprimierender Gedachtnis-B Zellen auch der Peripherie zu
verbleiben. Diese Zellen besitzen damit die Vorsatmung fur ,sekundare
Rekombinationen® ihres Immunglobulin-Locus im Sirdex Rezeptor Revision.

Von daher stellt sich die Frage, weshalb sich digs&tion bei den o-JIA Patienten gar
nicht (p<0,01) und bei dem s-JIA Patienten mit #%g3&benfalls nur deutlich reduziert
wieder findet (siehe 4.4). Weiterhin ist zu klaremarum diese Defizienz in der
koordinierten RAG Expression nur isoliert in der €[PPopulation auftritt.

Wie bereits angefuhrt, ist die RAG Expression iifere B Zellen durch eine T-Zell
ahnliche Stimulation mit IL-4 und CD40-Ligand odgPS induzierbar [35, 46]. IL-7
kann in Kombination mit CD40-Ligand denselben Effe&usiiben [63]. Eine
Stimulation des BCR fuhrt dagegen zu einer Termiumg der RAG Expression [34,
62]. Weiterhin scheinen auch Komplement-Rezept@@®21/CD35) an der Regulation
beteiligt zu sein [164].

Im Falle der 0-JIA ist eine starke autoimmune liasSinne von reichlich vorhandenem
Autoantigen anzunehmen. Damit ist es gemald deangsbekannten Signalwege
denkbar, dass eine starke BCR Aktivierung durchoAntigene zu einer volligen
Suppression der RAG Expression in der CBBuppe fuhrt. Andererseits findet sich
aber in der CD5 Population ein normaler Wert. Dies koénnte der Fionk des
Oberflachenmolekils CD5 zuzuschreiben sein. Digssd&oprotein fuhrt zu einer
Rekrutierung der Protein Tyrosin Phosphatase SH®HR-domain-containing protein
tyrosin phosphatase-1) in den BCR. Dadurch komn#uesiner negativen Regulation
BCR vermittelter Signale [165, 166]. Auf diese Welgnnte es in CD5B Zellen —
trotz hoher autoimmuner Last — zu einer Inhibitwon BCR-Signalen kommen,
wodurch eine RAG Expression ermoglicht wéare.

Neben der Inhibition durch BCR-Signale ist auch [@afekt in der Signaltransduktion
RAG-induzierender Signale als Ursache der nichhaodenen RAG Expression
denkbar. Hierbei kénnten sowohl ein Mangel an Tl-Béimulation (CD40L, IL-4), als
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auch Defekte in der nachgeschalteten Signaltratisaukerantwortlich sein. Dies
konnte allerdings nicht hinreichend die Diskrepam@ischen CD5 und CD5
Gedachtnis B Zellen erklaren.

In einem alternativen Modell wird die CDB Zelle nicht als aktivierter Zustand des
konventionellen B-Lymphozyten betrachtet [9, 10,],58ondern als sich parallel
entwickelnde, eigenstandige Linie [7, 8]. Unteratitde Daten hierzu stammen
allerdings primar aus Mausmodellen. Aus dieser g&dats/e wirde man einen Defekt
der koordinierten RAG Expression bei 0-JIA Patientaur isoliert in der
konventionellen Linie (CD9 beschreiben, wahrend sich die CCB Zelle in dieser
Hinsicht normal verhalt. Auch diese Hypothese kéndie Differenzen zwischen den

CD5-Fraktionen erklaren.

4.4. Welche Bedeutung hat das Fehlen von RAG1+RAG2 exmpnierenden
CD27'CD5 B-Lymphozyten, welches sich insbesondere in der @&
positiven Subpopulation zeigt, in der Pathogeneseed JIA und welche
Parallelen existieren zwischen der 0-JIA und der S1A?

— Defizite in der Rezeptor Revision bei IgG Gedachtnis B Zellen von

Patienten mit Juveniler Idiopathischer Arthritis

In der CD27CD5 Population fanden sich Zellen mit mRNA Transknipteon
RAG1+RAG2 bei der 0-JIA (0,0 %) und bei der s-JIA3(%) wesentlich seltener als
bei Gesunden (4,9 %) oder bei dem Pneumonie-Patigbt3 %). Betrachtet man aus
dieser Population ausschlief3lich die IgG exprimmden Gedachtnis B Zellen, wird der
Unterschied noch deutlicher (0-JIA und s-JIA 0 %entrollen 9,3 % — Pneumonie
8,3 %; Abbildung 19 b). Bei der Betrachtung derdpader s-JIA und der Pneumonie
muss bertcksichtigt werden, dass hierbei jeweilledeaur eines Patienten untersucht
wurden und die Werte von daher als weniger reptaserzu werten sind.

Diese Beobachtung ist dennoch sehr interessaispwlahl die 0-JIA als auch die s-JIA
zwar zur Gruppe der Juvenilen Idiopathischen Atithzéhlen, diese Klassifikation aber
im Wesentlichen auf klinischer Grundlage geschattemde. Gemeinsamkeiten in der

Pathophysiologie sind von daher nicht zwingend muagen. Somit kann hier eine

-70 -



Diskussion

Gemeinsamkeit demonstriert werden, die bisher rbesthrieben ist und eventuell auf
einen gemeinsamen Defekt hinweist.

Weiterhin heben sich beide JIA Formen in diesemkPuaoitht nur von den Gesunden,
sondern auch von dem Pneumonie-Patienten ab. Dastd#araufhin, dass es sich
hierbei nicht um ein generelles Phanomen eineriiawizng handelt, sondern eher um
ein spezifisches Charakteristikum der JIA. Ob dibenfalls fir andere padiatrische
Erkrankungen aus dem rheumatischen Formenkreigfizust derzeit nicht bekannt.

Im Kontrast dazu war die koordinierte RAG Expressim CD5 Kompartiment der
0-JIA Patienten gering erhéht. CDB Zellen der systemischen JIA und der Pneumonie
zeigten noch héhere Werte. Von daher ware diesbd&ddung eher als ein allgemeines
Entzindungsphdnomen anzusehen, vermag aber night Differenzen in der
Einzelgenexpression (RAG2) zu erklaren.

Da das Vorliegen beider RAG Proteine bzw. ihrer MRNanskripte eine notwendige
Vorraussetzung zur Veranderung der Rezeptorsg#zifidurch sekundare
Rekombination darstellt, besitzen CDZD5 Gedéachtnis B Zellen bei der 0-JIA nicht
die Mdoglichkeit zur ,Rezeptor Revision®“. Andereitsescheint unter physiologischen
Umstanden ein Anteil von CDSGedéachtnis B Zellen zu existieren (5 %), der diese
Vorraussetzung erfiillt. In der IgGrraktion macht diese Population sogar 9 % aus.
Dabei handelt es sich weder um unreife B Zellechnom aktivierte Keimzentrums-

B Zellen. Ob diese Lymphozyten allerdings auchéagch ihren Immunglobulin-
Locus neu rekombinieren, kann aufgrund der vorhelge Expressions-Daten nicht mit
Sicherheit geklart werden. Es gibt jedoch zunehntéimiveise darauf, dass sekundare
Rekombinationsprozesse auch in der Peripherie eipkysiologisch relevanten
Mechanismus darstellen [47-50, 52, 53].

Daher unterstiitzt die vorliegende Studie die Hypseh dass bei der JIA
toleranzsichernde, periphere ,sekundare Rekombimsprozesse” im Sinne der
Rezeptor Revision nicht ausreichend wirken und sosm peripherer ,Toleranz-
Kontrollpunkt® [71] defekt ist. Damit kénnte es ziner mangelnden Elimination
autoreaktiver B-Zellrezeptoren kommen, wie diesehgrfir andere autoimmune

Erkrankungen beschrieben wurde [70, 167].
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Zusammenfassung

5. ZUSAMMENFASSUNG

Die oligoartikulare Form der Juvenilen Idiopathienh Arthritis (0-JIA) stellt in
kaukasischen Populationen den haufigsten SubtypsedieGruppe chronisch
entzundlicher Gelenkerkrankungen im Kindesalter . daEin wesentliches
Charakteristikum dieser Kklinisch gut definierten tign ist das Vorliegen von
Antinukledren Antikérpern (ANA) im Serum von Betfefien, welche in 75-80 % der
Falle nachweisbar sind. Dies legt einen DefektTd#eranzentstehung im Rahmen der
Lymphozytenentwicklung nahe.

Speziell in B-Lymphozyten spielen die Produkte &kombinations-Aktivierenden
Gene - die RAG Enzyme - eine wesentliche Rolle &r d&ntstehung der
Antikorpervielfalt durch V(D)J-Rekombination der mmunglobulingene. Neben der
primaren Rekombination im Knochenmark scheinen RIA&G Enzyme auch in der
Peripherie sekundare Rekombinationsprozesse zuttienmwas als Rezeptor Revision
bezeichnet wird. Pathologien in diesen Mechanissneah fir verschiedene autoimmune
Erkrankungen bereits beschrieben. Daher sollte ahnfien der vorliegenden Arbeit
geklart werden, ob sich in Gedachtnis B Zellen pimspheren Bluts von Patienten mit
ANA™ 0-JIA ebenfalls Auffalligkeiten in der Expressider RAG Gene finden lassen.
Eine Aufteilung nach dem CD5 Antigen erlaubte egetrennte Analyse der CD5
Subpopulation.

Insgesamt wurden 1.063 Gedachtnis B Zellen desplperén Bluts von drei ANA
0-JIA Patienten, drei gesunden Kontrollen, einertieReen mit der systemischen Form
der JIA (s-JIA) sowie einem Kind mit Pneumonie digf Expression von RAG1, RAG2
und Immunglobulin G untersucht. Nach durchflussmgtrischer Sortierung einzelner
Zellen in eine CD18CD27'CD5" und eine CD18CD27'CD5 Population wurde durch
Reverse Transkription eine cDNA Bibliothek auf Elzellebene erstellt. Hieraus
wurden im Anschluss die einzelnen Gene mittelsreéssguenz aus externer und nested
PCR amplifiziert und daraufhin mittels Southern tBig und Oligonukleotidsonden
sequenzspezifisch detektiert.

Die Expression von nur einem der beiden RAG Gemgieasich je nach Krankheit in
20-70 % der untersuchten Zellen. Die koordiniers@ression von RAG1+RAG2 war

dagegen mit 0-5 % weitaus seltener.
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Zusammenfassung

Bei den 0-JIA Patienten lie3en sich RAG1 positid&chtnis B Zellen etwas haufiger,
RAG2 positive Zellen dagegen signifikant seltenés bei Gesunden nachweisen.
Dieses charakteristische Muster fand sich in beid@D5-Populationen. Bei der
Expression von RAG1+RAG2 allerdings zeigte sich murder CD5 Fraktion ein
signifikant geringerer Wert bei den o-JIA Patientds bei Gesunden (0 % vs. 5 %;
p<0,01). Unter den CD3B Zellen war mit 1,3 % (Kontrollen) und 2,2 % (@) kein
signifikanter Unterschied vorhanden

Die systemische Form der JIA und die Pneumonieteeitn der CD5 Fraktion jeweils
eine hohere Anzahl RAG1-, RAG2- sowie RAG1+RAG2#mesr B Zellen gegenuber
der 0-JIA. In der CD5Gruppe dagegen fand sich fur die s-JIA — wie éhailder o-JIA

— eine sehr geringe RAG1+RAG2 Expression (1,3 ¥%@hrend die Pneumonie mit
5,3 % einen den Gesunden vergleichbaren Wert asifitne Subanalyse der IgG
exprimierenden CDZTD5 B Zellen beziglich ihrer RAG1+RAG2 Expression
verstarkt diese Differenz noch (0-JIA und s-JIA 0-%ontrollen 9,3 % — Pneumonie
8,3 %).

Die Expression von RAG1+RAG2 - als essentielle ¥ossetzung fir eine
Verénderung der BCR-Spezifitat durch ,sekundére dRéknationsprozesse” — lasst
sich in CD27CD5 Gedachtnis B Zellen von gesunden Kindern nachweifges
konnte Ausdruck einer aktiven ,sekundéren Rekontlmn& in der Peripherie sein.
Dabei fanden sich Hinweise auf ein Defizit bei deH A, in geringerem Ausmal3 auch
bei der s-JIA. Die Differenz war noch deutlicher,erm lediglich die 1gG
exprimierenden B-Lymphozyten betrachtet wurden.dizaPneumonie normale Werte
zeigte, spricht diese Beobachtung eher gegen #geareein entziindliche Erscheinung.
Im Gegensatz dazu war in der CDED5" Population die koordinierte Expression bei
der o-JIA nicht auffallig gegentber den Gesunderdnvdert. Hohere Werte bei s-JIA

und Pneumonie weisen hier eher auf ein generddimmhatorisches Phanomen hin.
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Abklrzungen

6. ABKURZUNGEN

ACR
AG
AID
AK
ANA
BCR
BSG
CD
CD40-L
cDNA
CSR
DIG
DNA-PK
dNTP
E2A
EBF
EDTA
EOPA
EULAR
FACS
FcyRI
FITC
GFP
HLA
HMG-Proteine
HSP

g

19G
IL-4
IL-7
ILAR
JCA

American College of Rheumatology
Antigen

Activation-Induced Cytidine Deaminase
Antikorper

Antinukledre Antikorper

B Zell Rezeptor
Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit
Cluster of Differentiation

CD40-Ligand

complementary/copy DNA

Class Switch Recombination
Digoxigenin

DNA dependent protein kinase
Desoxynukleotidtriphosphate

Gen, das fur Transkriptionsfaktoren E12 und E47 codiert
early-B-cell activating factor
Ethylendiamintetraessigsaure

Early Onset Pauciarticular Arthritis
European League Against Rheumatism
fluorescence activated cell sorting

Fc gamma Rezeptor | = CD64
Fluoresceinisothiocyanat

Green Fluorescent Protein

Human Leucocyte Antigen

high mobility group-Proteine
Hitzeschockproteine

Immunglobulin

Immunglobulin G

Interleukin 4

Interleukin 7

International League of Associations for Rheumatology

Juvenile Chronische Arthritis
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Abklrzungen

JIA Juvenile Idiopathische Arthritis

JRA Juvenile Rheumatoide Arthritis

LOPA Late Onset Pauciarticular Arthritis

LPS Lipopolysaccharid

MHC Major Histocompatibility Complex

MTX Methotrexat

NHEJ Non-Homologous End Joining

NSA Nicht-Steroidale Antiphlogistika

0-JIA oligoartikulare Form der Juvenilen Idiopathischen Arthritis
PBMC mononukleare Zellen des peripheren Bluts

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PE Phycoerythrin

RA Rheumatoide Arthritis

RAG Rekombination Aktivierende Gene

RF Rheumafaktor

RSS Recombination Signal Sequence

RT Raumtemperatur oder Reverse Transkription

SCID Severe Combined Immunodeficiency

SHM Somatische Hypermutation

s-JIA systemische Form der Juvenilen Idiopathischen Arthritis
SLE Systemischer Lupus Erythematodes

TdT Terminale Deoxynucleotidyl Transferase
V(D)J-Rekombination Rekombination der Gensegmente Variable, Diversity, Joining
XRCC4 X-ray repair cross complementing protein 4

Tabelle 15. Alphabetische Liste haufig verwendeter Abkiirzungen
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