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Kapitel 1. Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Für die Diagnose der rheumatoiden Arthritis (RA) haben sich in den letzten 10 Jahren die
Autoantikörper gegen citrullinierte Peptide (ACPA) etabliert. Obwohl diese für die Klinik von
herausragender Bedeutung sind, ist bisher nur sehr wenig über ihre Entstehung und ihre Be-
teiligung an Pathogenese der RA bekannt. Beide Aspekte wurden in dieser Arbeit beleuchtet.

In einem ersten Schritt wurde die IgG-Subklassenverteilung der Antikörper gegen zyklisch ci-
trulliniertes Peptid (CCP) und mutiertes citrulliniertes Vimentin (MCV) bestimmt. Dabei konnte
eine Korrelation der Titer beider untersuchten ACPA-Populationen für alle vier Subklassen ge-
zeigt werden. Diese konnte sowohl auf eine Differenzierung der ACPA-produzierenden Plas-
mazellen im gleichen Milieu als auch auf eine Kreuzreaktivität von MCV-spezifischen Antikör-
pern gegen CCP zurückgeführt werden.

Des Weiteren wurden IgG1 und IgG4 als die dominierenden Subklassen beider Autoantikör-
perpopulationen identifiziert. Die in Titer und Frequenz erhöhte IgG4 Subklasse der ACPAs
war auffällig, da IgG4 im Gesamtserum und unter den Antikörpern gegen das verbreitet vor-
kommende Varicella zoster -Virus den geringsten Anteil ausmachte. Der Klassenwechsel zu
IgG4 benötigt eine TH2-Umgebung, die im chronisch entzündeten Gelenkbereich der RA Pa-
tienten nicht belegt ist. Dies lässt darauf schließen, dass der Klassenwechsel zu IgG4 in den
autoreaktiven B-Zellen an anderer Stelle induziert wird.

Im zweiten Schritt wurde der Zusammenhang zwischen den hochpolymorphen und polyge-
nen HLA-DRB Allelen und den Titern der ACPA-Subklassen untersucht. Dabei wurde gezeigt,
dass das Auftreten von HLA-DRB1*04 Allelen mit erhöhten Spiegeln der TH1-induzierten
Subklassen IgG1 und IgG3 verbunden ist. Ich schlussfolgere, dass beide Subklassen im Ge-
lenkbereich zur Komplementaktivierung und so zur RA-typischen Gelenkzerstörung beitragen
können. Desweiteren konnte das DRB4-Gen als weiterer möglicher prädisponierender Faktor
für die Entstehung von ACPAs identifiziert werden.

Zuletzt wurde die auffällige Subklasse IgG4 funktionell charakterisiert. Es wurde gezeigt,

dass IgG4-haltige Immunkomplexe zum einen die Apoptose autoreaktiver B-Zellen im Syn-

ovium reduzieren, damit eine erhöhte ACPA-Produktion bedingen und möglicherweise zu ei-

nem schwereren Verlauf der RA führen. Zum anderen kann IgG4 die phagozytose-induzierte

Sekretion von knorpelzerstörenden Enzymen durch Neutrophile reduzieren, was den Verlauf

mildern kann. Diese konträre Rolle bedarf einer weiteren Analyse in zukünftigen Studien.
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Kapitel 2. Einführung

2 Einführung

2.1 Autoimmunität - eine Erkrankung des Immunsystems

Etwa 5% der Bevölkerung von Europa und Nordamerika entwickeln im Laufe ihres Le-
bens eine Form der Autoimmunität. Bei diesen Patienten ist das Immunsystem derart
gestört, dass es nicht mehr zwischen fremden und eigenen Strukturen unterscheiden
kann. In der Folge werden Zellen und Gewebe des eigenen Organismus angegriffen
und zerstört. Dies kann schließlich zu Organversagen und zum Tod führen.

2.1.1 Toleranzinduktion und die Entstehung von Autoimmunität

Die Unterscheidung von Selbst und Fremd wird durch die Rezeptoren des erwor-
benen Immunsystems vermittelt. Diese entstehen durch somatische Rekombination
in deren Verlauf die in vielen Varianten vorhandenen V-, (D-) und J-Elemente der
B- bzw. T-Zellrezeptor-Gene zufällig zusammengeführt werden. B-Zellen können ihre
Rezeptorvielfalt zusätzlich noch durch somatische Hypermutation erweitern. Dadurch
wird eine Vielfalt erzeugt, die einerseits notwendig ist, um auf das breite Spektrum an
Pathogenen effektiv reagieren zu können. Andererseits sind aufgrund des zufälligen
Charakters der Rezeptorerzeugung 20-50% aller T- und B-Zellrezeptoren potentiell
autoreaktiv. Um dem entgegen zu wirken, haben sich Mechanismen zur Aufrechter-
haltung der Selbsttoleranz herausgebildet [Goodnow et al., 2005], die im Folgenden
erläutert werden sollen.

2.1.1.1 Zentrale Mechanismen

In den zentralen lymphatischen Organen kann die Aktivierungsfähigkeit autoreakti-
ver Lymphozyten eingeschränkt werden (Anergie) oder sie werden in die Apoptose
getrieben (klonale Deletion). Autoreaktive B-Zellen können außerdem zum erneuten
Rearrangement ihrer Immunrezeptoren gebracht werden (receptor editing).
B-Zellen exprimieren nach einer produktiven V(D)J-Umlagerung auf ihrer Zelloberflä-
che membrangebundene Antikörper vom IgM und IgD-Typ als B-Zell-Rezeptor (BCR).
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Wird dieser in naiven B-Zellen durch ein natives Selbst-Antigen sehr stark quer-
vernetzt, so induziert die dadurch ausgelöste Signalkaskade ein Programm, was
zur Reduktion von Homing-Rezeptoren führt. Damit kann diese B-Zelle ihre benötig-
ten Nischen in den peripheren lymphatischen Organen nicht einnehmen. Außerdem
wird die Expression des Rezeptors für den B-Zell-Aktivierungsfaktor (BAFF) reduziert
[Mackay and Schneider, 2009]. Beides führt schließlich zum Absterben der potentiell
autoreaktiven B-Zelle, da ihre benötigten Überlebenssignale ausbleiben. Darüber hin-
aus bleiben die Kernenzyme für die Genumlagerung, die Rekombinationsaktivieren-
den Gene (RAG) 1 und RAG2 exprimiert. Das ermöglicht die Akquirierung eines we-
niger selbstreaktiven BCR durch weitere V(D)J-Rekombinationen (receptor editing).
Im Gegensatz zum BCR, der native Proteine erkennt, wird der T-Zell-Rezeptor (TCR)
auf eine Erkennung von Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC)-gebundenen Pro-
teinfragmenten selektioniert. Diese Positivselektion vollzieht sich im Cortex des Thy-
mus. Im Anschluss wandern die Thymozyten in die Medulla, wo ihr TCR weiter getes-
tet wird. Hier kontaktieren sie dendritische Zellen und medulläre, thymische Epithel-
zellen. Letztere präsentieren Antigene des gesamten Körpers (promiske Genexpres-
sion) über ihre MHC-Moleküle und sorgen damit dafür, dass autoreaktive T-Zellen
aus dem Repertoir entfernt werden. Fehler in diesem Kontrollpunkt der zentralen To-
leranz können zu einer sehr zerstörerischen Autoimmunität führen, welche multiple
Organe betrifft. So führt die Mutation des Autoimmunregulator- (AIRE) Gens, welches
für einen Großteil der promisken Genexpression verantwortlich ist, zu dem sehr selte-
nen, aber extrem aggresiven Autoimmunsyndrom „Autoimmune Polyendokrinopathie-
Candidiasis-Ektodermale Dystrophie“ (APECED) [Gray et al., 2007]. Aufgrund der
MHC-Abhängigkeit besteht auch die Hypothese, dass die Assoziation von bestimm-
ten MHC-Allelen mit einer Vielzahl an Autoimmunerkrankungen auf eine defektive
Präsentation von Autoantigenen im Thymus beruht.

2.1.1.2 Periphere Mechanismen

Autoreaktive Lymphozyten, welche diesen zentralen Mechanismen entkommen, müs-
sen in der Peripherie weiter selektiert und kontrolliert werden. Für das T-Zell Kom-
partment spielen die natürlichen regulatorischen T-Zellen eine große Rolle. Diese
sind gekennzeichnet durch die Expression von CD4, CD25 und des Transkriptions-
faktors Foxp3 [Kim et al., 2007]. Ist dieser Transkriptionsfaktor mutiert, so kommt es
im Menschen, ähnlich wie bei der AIRE-Defizienz, zu einer multiorganen Autoimmun-
reaktion (Immunodysregulation Polyendokrinopathie Enteropathie X-linked Syndrom
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(IPEX-Syndrom)).
Ähnlich den T-Zellen entkommen bevorzugt gering-affine, autoreaktive B-Zellen den
zentralen Toleranzmechanismen. Darüber hinaus können B-Zellen in der Peripherie
ihr Erkennungsspektrum durch somatische Hypermutation verändern. Somit evolvier-
ten auch für die B-Zellen eine Zahl peripherer Toleranzmechanismen. Hier soll ledig-
lich einer genauer beleuchtet werden. Bei diesem nimmt der Fc gamma Rezeptor IIb
(FcγRIIb) eine zentrale Rolle ein. Fc-Rezeptoren binden den Fc-Teil von Immunglo-
bulinen und sind damit die Sensoren der Immunzellen für Antikörper und Immunkom-
plexe. Dabei führt die Mehrheit dieser Rezeptoren zu einer Aktivierung von Zellen
[Nimmerjahn and Ravetch, 2008]. FcγRIIb stellt hier eine Ausnahme dar, denn er
ist der einzige inhibitorische Fc-Rezeptor. Wird er über Immunkomplexe in den Si-
gnalweg des BCR einbezogen, so wirkt er einer Aktivierung entgegen. Außerdem
kann die Quervernetzung von FcγRIIb ohne die Beteiligung des BCR Apoptose aus-
lösen. Letzterer Mechanismus ist für naive und reife B-Zellen sowie Plasmablasten
und Plasmazellen beschrieben und dient der Erzeugung neuer Plasmazellnischen im
Knochenmark. Er kann aber auch in entzündeten Geweben - z.B. dem Pannus in der
rheumatoiden Arthritis - einen distalen Kontrollpunkt der peripheren B-Zelltoleranz
darstellen [Xiang et al., 2007]. Eine mögliche Beteiligung des FcγRIIb bei der Pa-
thogenese der RA wurde z.B. von Radstake et al. belegt, die demonstrierten, dass
Patienten mit einer speziellen Variante des FcγRIIb innerhalb von 6 Jahren zweifach
stärkere radiologische Schäden entwickelten [Radstake et al., 2006].

2.1.2 Autoimmunerkrankungen etablieren sich durch das Zusammenwirken
vieler Komponenten des Immunsystems

2.1.2.1 Das erworbene Immunsystem

2.1.2.1.1 autoreaktive T-Zellen Entkommen autoreaktive T-Zellen den beschrie-
benen Toleranzmechanismen, so entscheidet ihre Spezifität, welche Zielstrukturen
sie angreifen und ihre Populationszugehörigkeit, welche Effektorfunktionen ausge-
übt werden. T-Zellen können in zwei große Linien eingeteilt werden, die CD4+ T-
Helferzellen (TH) und die CD8+ zytotoxischen T-Zellen (CTL).
Erstere können in den peripheren Lymphgeweben nach deren Aktivierung durch an-
tigenpräsentierende Zellen in drei verschiedene Klassen differenzieren: TH1, TH2,
TH17. TH1-Zellen sind Produzenten von proinflammatorischen Zytokinen, wie Tumor-
nekrosefaktor-α (TNF-α) und Interferon-γ (IFN-γ). Sie tragen damit in den Zielge-
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weben zur chronischen Inflammation bei. TH2-Zellen sezernieren vor allem B-Zell-
stimulierende Zytokine, wie Interleukin-4 (IL-4) und IL-5. Sie aktivieren autoreak-
tive B-Zellen zur Produktion von Autoantikörpern. Die vor kurzem beschriebenen
TH17-Zellen sezernieren IL-17. Dies bewirkt in einer Vielzahl verschiedener Zelltypen
(Endothelzellen, Fibroblasten, Makrophagen) die Produktion diverser proinflammato-
rischer Zytokine (IL-1, IL-6 und TNF-α) und Chemokine. Diese Zytokine führen zu
einer starken Rekrutierung und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten. Deswei-
teren sezernieren TH17-Zellen IL-21, welches in vielen chronischen Entzündungssi-
tuationen gefunden werden kann. Damit sind TH17–Zellen Schlüsselspieler bei der
Etablierung vieler Autoimmunerkrankungen [Romagnani, 2008].
Die CTL dagegen können direkt Zielzellen abtöten. Am besten untersucht ist ihre
Rolle bei dem autoimmunen (Typ-1) Diabetes. Hier werden CTL durch dendritische
Zellen in den pankreatischen Lymphknoten aktiviert, wandern in den Pankreas ein
und induzieren in den insulinproduzierenden β-Zellen Apoptose. Neben dieser direk-
ten Wirkung besitzen sie auch eine modulatorische Rolle durch ihre Sekretion von
Zytokinen und Chemokinen [Walter and Santamaria, 2005].

2.1.2.1.2 autoreaktive B-Zellen und Autoantikörper Die Beteiligung von autore-
aktiven B-Zellen an Autoimmunreaktionen besteht hauptsächlich in der Produktion
von Autoantikörpern. Diese Autoantikörper werden bei Autoimmunerkrankungen als
Marker für die Diagnose und Prognose genutzt. Doch inwieweit sie auch direkt an
der Pathogenese beteilt sind, bleibt in vielen Fällen offen. Am besten untersucht ist
diesbezüglich wohl der Systemische Lupus Erythematosus. Hier treten besonders
Antikörper gegen Kern- und Zytoplasmabestandteile auf. Diese bilden mit ihren spezi-
fischen Antigenen Immunkomplexe, welche sich u.a. an Gefäßwänden anlagern kön-
nen, wodurch es zur Komplement- und Thrombozytenaktivierung kommt. Es wird eine
Vaskulitis ausgebildet, die zu Organschäden, besonders in den Nieren führen kann.
Welche Effektorfunktionen von den Autoantikörpern stimuliert werden, hängt von ih-
rem Isotyp ab. Immunglobuline (Ig) können fünf großen Gruppen zugeordnet werden.
Während IgD nicht sezerniert wird, ist IgM in einer humoralen Immunantwort das ers-
te freigesetzte Ig. Zu diesem Zeitpunkt der Immunreaktion hat noch keine Akkumu-
lation somatischer Mutationen im Erkennungsbereich der Antikörper stattgefunden,
weshalb IgM eine geringe Affinität zum Antigen besitzt. Dies wird ausgeglichen, in-
dem es als Pentamer vorliegt. IgM hat eine starke komplementaktivierende Kapazität.
Nach einem Klassenwechsel kann IgG, IgA und IgE gebildet werden. IgA ist das häu-
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figste Ig in den Schleimhäuten, IgE kann Mastzellen zur Degranulation veranlassen
und ist der seltenste Ig-Isotyp im Serum. Dagegen wird am häufigsten der IgG-Isotyp
im Serum gefunden, welcher nochmals in vier Subklassen eingeteilt werden kann
[Janeway et al., 2002]. Der Klassenwechsel zu IgG1 und IgG3 tritt vor allem in einer
TH1-dominierten Umgebung auf. Dagegen führt die Stimulation durch TH2-Zellen zur
Bildung von IgG2 und IgG4 [Stavnezer, 1996]. Unter den IgG-Subklassen besitzen
IgG1 und IgG3 ähnliche immunologische Eigenschaften: beide sind in der Lage, die
Komplementkomponente C1q zu binden und damit den klassischen Komplementweg
zu aktivieren. Auch binden beide Subklassen an die Mehrzahl der verschiedenen Fc-
Rezeptoren [Meulenbroek and Zeijlemaker, 2004].
Antikörper der IgG4 Subklasse nehmen aufgrund ihrer immunologischen und bioche-
mischen Eigenschaften eine Sonderstellung ein [Aalberse and Schuurman, 2002].
So besitzen sie wegen ihrer geringen Affinitäten für die Komplementkomponente C1q
und für Fc-Rezeptoren geringe Fähigkeiten zur Komplement- und Zellaktivierung. Da-
mit sind sie kaum in der Lage, Entzündungsreaktionen auszulösen. Eine weitere Be-
sonderheit ist die Unfähigkeit von IgG4, identische Antigene kreuz zu vernetzen. Wie
kürzlich an gut charakterisierten monoklonalen Antikörpern gezeigt werden konnte,
basiert dieses Phänomen auf einem IgG4 spezifischem Fab-Arm-Austausch [van der
Neut et al., 2007]. Dabei sollen IgG4-Halbmoleküle - bestehend aus je einer leichten
und einer schweren Kette - in stochastischer Weise ausgetauscht werden, so dass
bispezifische Antikörper entstehen (Abbildung 2.1).

Abbildung 2.1: Schema - Fab Arm Austausch

2.1.2.2 Das angeborene Immunsystem

Die Zellen des angeborenen Immunsystems besitzen die Fähigkeit, über Musterer-
kennungsproteine sehr viele Typen von Pathogenen zu erkennen. Diese Rezeptoren
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sind in ihrer Vielfalt jedoch begrenzt und besitzen kein Potential zur Autoerkennung.
Allerdings können Effektorzellen des angeborenen Immunsystems, wie Neutrophile
und Makrophagen, durch autoreaktive Zellen des erworbenen Immunsystems ange-
lockt werden. In der entzündlichen Umgebung, wie sie bei Autoimmunerkrankungen
gefunden werden kann, können sie chronisch aktiviert werden und tragen mit ihren
Effektorfunktionen zur Zerstörung körpereigener Strukturen bei.
Neben den zellulären Komponenten spielen auch lösliche Faktoren eine Rolle. So
können gebundene Autoantikörper die Komplementkaskade aktivieren, ein System
von Proteasen, die sich durch Spaltung sukzessive gegenseitig aktivieren. Dabei ent-
stehen jeweils zwei Spaltprodukte. Eines wird an die Zielstruktur fixiert und kann wei-
tere Immunzellen über Komplementrezeptoren stimulieren. Das kleinere Fragment
wirkt direkt als löslicher Entzündungsmediator.
Eine Autoimmunreaktion ist also meist ein komplexes Wechselspiel der Bestandteile
des Immunsystems, welche sich gegenseitig beeinflussen und schließlich zur Ge-
webszerstörung und Erkrankung führen.

2.2 Rheumatoide Arthritis

2.2.1 Krankheitsbild

In den westlichen Industrieländern ist die rheumatoide Arthritis (RA) die häufigste
entzündliche Gelenkerkrankung, von der etwa 1-2 % der Bevölkerung betroffen sind.
Ohne eine frühe und effektive Behandlung können in kurzer Zeit irreversible Gelenk-
schäden und damit einhergehende Einschränkungen der Bewegungs- und Arbeitsfä-
higkeit auftreten [Kary et al., 2004]. Sozioökonomisch kommen der frühen Diagnose
und einer verlässlichen Prognose daher eine enorme Bedeutung zu. Seit 1988 wird
die Diagnose auf Grund der ACR-Kriterien gestellt [Arnett et al., 1988], welche auch
die Hauptsymptome der RA einschließen:

• Morgensteifigkeit

• Arthritis (Gelenkentzündung) in drei oder mehr Gelenkregionen

• Arthritis besonders an Hand- oder Fingergelenken

• Symmetrische Arthritis (beidseitiger, gleichzeitiger Befall der gleichen Gelenkre-
gion)

11



Kapitel 2. Einführung

• Subkutane Rheumaknoten

• Auftreten von Rheumafaktoren (gegen den konstanten Teil von IgG gerichtete
Autoantikörper der IgM-Klasse)

• Radiologische Veränderungen der Gelenke (gelenknahe Osteoporose und Ero-
sionen der betroffenen Gelenke)

2.2.2 Antikörper gegen citrullinierte Peptidantigene

Neben dem Rheumafaktor haben sich als weitere Marker für die Diagnose der RA
- obwohl noch nicht als ACR-Kriterien aufgenommen - in den letzten 10 Jahren die
Antikörper gegen citrullinierte Pepetide (ACPA) etabliert. Sie sind bis zu 14 Jahre vor
dem Auftreten erster Symptome nachweisbar [Nielen et al., 2004], ihr Auftreten kor-
reliert mit einem aggressiveren Verlauf der RA [Nell-Duxneuner et al., 2009], und sie
besitzen eine Spezifität von über 90% und eine Sensitivität von über 70% [Engelmann
and Müller-Hilke, 2009].

2.2.2.1 Historie

Der Nachweis von Autoantikörpern ist in der Autoimmmundiagnostik seit vielen Jah-
ren unverzichtbar. Mittels indirekter Immunfloureszenz, standardisierter ELISA oder
Immunoblots können sowohl die Autoantikörper selbst, als auch ihre Titer schnell
und relativ unaufwändig bestimmt werden. Für die Diagnose der RA werden ver-
schiedene Autoantikörper herangezogen, von denen der Rheumafaktor als erster
erkannt wurde. Weitere Beschreibungen von RA-spezifischen Autoantikörpern folg-
ten im Jahre 1964 mit dem durch indirekte Immunfluoreszenz an Mundschleimhaut-
zellen nachgewiesenen anti-Perinukleärem Faktor (APF) [Nienhuis and Mandema,
1964], im Jahre 1979 mit dem an Schnitten des Rattenösophagus identifizierten anti-
Keratinantikörper (AKA) [Young et al., 1979] und 1994 mit dem anti-Sa Antikörper
[Després et al., 1994].
Erst Ende der Neunziger Jahre wurde citrulliniertes Filagrin, ein Filament aggregie-
rendes und mit Keratin assoziiertes Protein, als gemeinsames Antigen von APF und
AKA identifiziert [Schellekens et al., 1998; Girbal-Neuhauser et al., 1999]. Vom ci-
trulliniertem Filagrin abgeleitete Peptide wurden dann für den zyklisch citrullinierten
Peptid (CCP)-Assay genutzt.
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Der anti-Sa Antikörper detektiert im Western Blot von Lysaten aus humanen Milz-,
Plazenta- und Synovialgeweben eine Bande um ca. 50 kDa, die 2004 als citrullinier-
tes Vimentin identifiziert wurde [Vossenaar et al., 2004]. Da Vimentin aber nicht nur
Citrullinierungen sondern auch Mutationen [Bang et al., 2007] enthält, werden vom
mutierten citrullinierten Vimentin (MCV) abgeleitete Peptide in einem neueren Assay
verwendet, der 2006 auf den Markt gekommen ist und seitdem an Bedeutung ge-
winnt.

2.2.2.2 Citrullinierung

Citrullin ist eine posttranslationale Modifikation der Aminosäure Arginin, bei der die
endständige, positiv geladene Aminogruppe des Arginins abgespalten wird (Deimi-
nierung). Dadurch verliert das Protein an dieser Stelle seine Ladung und intramole-
kulare Wechselwirkungen sowie die Tertiärstruktur des betroffenen Proteins können
sich so verändern, dass es anfälliger gegenüber Degradation wird [György et al.,
2006]. Möglicherweise verändern sich aber auch intermolekulare Wechselwirkungen,
da citrullinierte Peptide im HLA-DRB1*0401 transgenen Mausmodell besser präsen-
tiert werden können als die nicht modifizierten [Hill et al., 2003].
Für die RA ist das Auftreten der Antikörper gegen citrullinierte Peptidantigene (ACPA)
spezifisch, nicht aber die Citrullinierung selber. So werden citrullinierte Peptide auch
bei physiologischen Prozessen wie z.B. der Keratinisierung der Haut [György et al.,
2006] und der Genregulation durch Histonmodifikation [Thompson and Fast, 2006]
gebildet. Anders bei der Multiplen Sklerose, bei der citrulliniertes Myelin-basisches
Protein gefunden wurde und deswegen die Citrullinierung mit pathologischen Pro-
zessen assoziiert wird [Harauz and Musse, 2007].
An der eigentlichen Citrullinierungsreaktion sind Kalzium-abhängige Peptidylarginin-
deiminasen (PADI) beteiligt, von denen im Menschen bisher 5 Typen beschrieben
wurden: PADI1 bis PADI4 und PADI6, welche ein gewebsspezifisches Expressions-
muster aufweisen [Vossenaar et al., 2003]. Da bisher ausschließlich PADI2 und PADI4
im entzündeten Synovium beschrieben wurden, werden sie hauptsächlich für die Ci-
trullinierung von synovialen Proteinen bei der RA verantwortlich gehalten [Foulquier
et al., 2007]. Die Rolle von PADI4 wird dabei noch durch die genetische Assoziation
mit der RA unterstrichen, auch wenn diese in der asiatischen Bevölkerung stärker als
in der kaukasischen erscheint [Lee et al., 2007b]. Bemerkenswert ist ebenfalls das
kürzlich beschriebene, RA-spezifische Auftreten von anti-PADI4 Antikörpern [Harris
et al., 2008].

13



Kapitel 2. Einführung

2.2.2.3 Bedeutung für die Pathogenese

Obwohl ACPAs als Marker im Rahmen der RA-Diagnostik und Prognose sehr wert-
voll sind, ist nur wenig über ihre Entstehung oder ihre Beteiligung an der Pathogenese
bekannt. Eine Möglichkeit der indirekten Untersuchung besteht darin, die Immunglo-
bulinklassen der ACPAs zu analysieren, da ein Klassenwechsel der T-Zellhilfe bedarf
und somit zugrunde liegende immunologische Prozesse widerspiegelt. So wurde be-
obachtet, dass der Übergang von undifferenzierter zu etablierter RA mit dem Auftre-
ten von ACPAs verschiedener IgG Subklassen vergesellschaftet ist [Verpoort et al.,
2006]. Obwohl das IgG1 immer die häufigste Subklasse zu bleiben scheint, sind in et-
wa 25 % der RA-Patienten IgG4 Antikörper gegen citrulliniertes Fibrin messbar, und
der spezifische IgG4 Titer ist signifikant höher als der für IgG2 und IgG3 [Chapuy-
Regaud et al., 2005]. Allerdings wurden die Subklassentiter gegen die beiden dia-
gnostisch genutzen und standardisierten Antigene CCP bzw. MCV bisher nicht direkt
miteinander verglichen. Dieser Vergleich soll im ersten Teil dieser Arbeit dargelegt
werden.
Für die Pathogenese der RA von ACPA-positiven Patienten postulieren Klareskog et
al. ein dreistufiges Pathogenesemodell, welches sowohl genetische, immunologische
und Umweltfaktoren integriert [Klareskog et al., 2008]. Die erste Phase umfasst die
Etablierung der Immunantwort gegen citrullinierte Antigene. Rauchen verstärkt da-
bei die Apoptose und, wie kürzlich gezeigt, auch direkt die Aktivierung von PADI2
in der Lunge [Makrygiannakis et al., 2008]. Die entstehenden citrullinierten Antige-
ne können dann besonders über den HLA-DRB1*0401-Komplex präsentiert werden
[Hill et al., 2008], was zu einer Aktivierung autoreaktiver T-Zellen und über eine B-
Zell-Stimulierung zur Ausschüttung von ACPAs führen kann. Dies erklärt auch die bei
rauchenden RA-Patienten beobachteten höheren ACPA-Titer. Überdies führt Ziga-
rettenkonsum zu einer höheren Wahrscheinlichkeit ACPA der IgA- sowie IgM-Klasse
auszubilden. Darüber hinaus können andere Umwelteinflüsse zu einer gesteigerten
Citrullinierung in anderen Geweben führen. Es bleibt allerdings offen, wie die autore-
aktiven T-Zellen entstehen, wie die immunologische Toleranz durchbrochen wird und
welche Bedeutung den regulatorischen T-Zellen zukommt.
Während der zweiten Phase soll es aufgrund einer Störung im Gelenkbereich (Trau-
mata, Infektionen) zur gesteigerten Citrullinierung im Synovium kommen, woraufhin
ACPAs ihre spezifischen Epitope erkennen und schließlich zur inflammatorischen
Antwort beitragen. Damit einher geht die Beobachtung, dass ACPA-positive Patienten
mit einer akuten Arthritis ein weitaus größeres Risiko besitzen eine RA zu entwickeln
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als ACPA-negative.
In der dritten Phase chronifiziert die Entzündung. Immunkomplexe akkumulieren im
Synovium, welche das Komplementsystem aktivieren. Durch Entzündungsmediato-
ren werden Makrophagen und Neutrophile angelockt und durch proinflammatische
Zytokine sowie Fc- und Komplement-Rezeptoren aktiviert. Es kommt zur Vasodila-
tion, Einwanderung aktivierter T-Zellen, die Synovialmembran hypertrophiert und es
werden Enzyme produziert, welche Gelenkschäden verursachen. Am Ende steht ein
sich selbst erhaltender Teufelkreis der Gelenkinflammation -und zerstörung.
Obwohl dieses Modell die bekannten Assoziationen von ACPA-positiver RA mit dem
Rauchen und den shared-epitope tragenden Allelen des Haupthistokompatibilitäts-
komplexes der Klasse II [Heldt et al., 2003; Huizinga et al., 2005] zusammenführt,
konnte bisher nicht hinlänglich erklärt werden, warum autoreaktive B-Zellen primär
der peripheren Toleranzinduktion entkommen.

2.2.3 Die rheumatoide Arthritis ist mit dem Auftreten bestimmter HLA-DRB1
Allele assoziiert

Das Auftreten bestimmter Allele der HLA-Gene stellt den stärksten genetischen Ri-
sikofaktor für die Entstehung von Autoimmunerkrankungen dar. So ist der Systemi-
sche Lupus Erythematodes und die Myasthenia Gravis mit dem Auftreten von HLA-
DRB1*03 Allelen assoziiert, wohingegen die Multiple Sklerose mit HLA-DRB1*02 Al-
lelen einher geht. Für die HLA Klasse I ist die Situation eingeschränkter. Hier tritt vor
allem HLA-B27 Haplotyp in Erscheinung, welcher mit den Spondylarthriden und dem
Reiter-Syndrom verbunden ist [Shiina et al., 2004].
Der HLA-Genkomplex (Abbildung 2.2) ist im Menschen auf Chromosom 6 gelegen. Er
kodiert für die MHC-Moleküle der Klasse I und II, welche bei der Entwicklung und Ak-
tivierung von T-Zellen eine große Rolle spielen. Der Fokus dieser Arbeit liegt auf dem
hochpolymorphen und polygenen HLA-DRB. Von diesen trägt das HLA-DRB1 die
größte Variabilität mit insgesamt über 700 bekannten verschiedenen Allelen [Robin-
son et al., 2009], die in 18 Superhaplotypen eingeteilt werden können. Diese werden
auf fünf unterschiedlichen allelischen Linien kodiert, welche nicht nur die jeweiligen
HLA-DRB1 Sequenzen, sondern auch die Gene HLA-DRB3, -DRB4 oder -DRB5 so-
wie diverse HLA-DRB Pseudogene und DRA enthalten. Das nicht-polymorphe DRA
Gen kodiert für die α-Kette des HLA-DR Moleküls, die mit jeder von den HLA-DRB
Genen kodierten β-Kette ein Heterodimer bilden kann.
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Abbildung 2.2: Übersicht der genomischen Organisation des HLA Komplexes. Die
HLA Gene sind auf Chromosom 6 lokalisiert. Sie können in Klasse I (HLA-A, -B und -C),
Klasse II (HLA-DP, -DQ und -DR) sowie Klasse III (nicht dargestellt) Gene unterteilt werden.
Die Gene des HLA-DR werden gekoppelt in 5 allelischen Linien vererbt. blaue Boxen -
proteincodierende Gene, weiße Boxen - Pseudogene.

Bezüglich der Assoziation mit der RA gibt es im Wesentlichen zwei diskutierte Mo-
delle, die differentielle Expression [Baumgart et al., 1998] und die Epitopselektion
[Gregersen et al., 1987]. Bei der differentiellen Expression geht man davon aus, dass
es durch das Auftreten von Promotorvarianten in den RA-assozierten Allelen zu einer
erhöhten Expression von HLA Klasse II Molekülen kommt. Eine größere Dichte von
MHC-II Proteinen auf der Oberfläche führt zu einem stärkeren Signal an der immu-
nologischen Synapse, was die T-Zellaktivierung und Polarisierung verstärkt.
Dagegen wird im Modell der Epitopselektion postuliert, dass das RA-assoziierte HLA-
Allel das krankheitsauslösende Epitop präsentiert und damit autoreaktive T-Zellen ak-
tiviert. In diesem Zusammenhang wurde auch das Shared-Epitop (SE) beschrieben
(Abbildung 2.3). Den SE-Allelen ist an den Positionen 72-74 die Aminosäuresequenz
RAA gemein. Dazu ist bekannt, dass nicht jedes SE-Allel das gleiche Risiko für die
Entstehung einer RA vermittelt. Das führte zu einer Revision der ursprünglichen SE-
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Hypothese. Eine aktuelle Klassifikation der SE-Allele nach du Montcel et al. teilt diese
weiter entsprechend den Aminosäuren an den Positionen 70 und 71 ein (S1 - ARAA
oder ERAA, S2 - KRAA, S3D - DRRAA, S3P - QRRAA). Auf diese Weise erreichten
die Autoren eine Differenzierung zwischen Allelen, die entweder mit einem schweren
bzw. milden Verlauf der RA korrelierten [du Montcel et al., 2005]. Auf Basis dieser
Klassifikation untersuchten Gourraud et al. die Assoziation der vier SE-Allel-Gruppen
mit dem Auftreten von ACPAs. Dabei konnten sie zeigen, dass die Allele der S2- und
S3P-Gruppe mit dem Auftreten von ACPAs einher gingen, wohingegen S1 und S3D
einen protektiven Effekt bezüglich des Vorkommens von ACPAs vermittelten [Gour-
raud et al., 2007].
Betrachtet man dagegen die bisher veröffentlichten Arbeiten zu den ACPA-Titern und
den SE-Allelen, so basieren diese auf der ursprünglichen Definition des SE [Lee et al.,
2007a], was eine Erklärung für die inkonsistenten Ergebnisse liefern könnte. Außer-
dem ist die Assoziation zwischen dem Auftreten von SE-Allelen und dem Titer der
anti-CCP bzw. anti-MCV Antikörper der vier IgG-Subklassen bisher nicht analysiert
worden. Diese beide wichtigen Aspekte sollen in der vorliegenden Arbeit beleuchtet
werden.
Dazu wurde zunächst ein subklassenspezifischer ELISA für anti-CCP und anti-MCV
Antikörper entwickelt, mit dem anschließend die spezifischen Titer der vier IgG-Sub-
klassen im Serum von RA-Patienten bestimmt wurden. Außerdem wurde DNA aus
peripheren Blutzellen der jeweiligen Patienten isoliert und sowohl eine HLA-Typi-
sierung als auch eine Sequenzierung der SE-tragenden Region durchgeführt. Zum
Schluss wurde IgG4 als auffällige Subklasse funktionell charakterisiert.
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Abbildung 2.3: Übersicht der DNA- und Proteinsequenz der SE Allele.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Patienten

Unsere Studien-Kohorte beinhaltete 115 RA Patienten aus Rostock sowie 13 aus
Berlin. Alle Patienten erfüllten die revidierten Klassifikationskriterien des „American
College of Rheumatology“ für die RA [Arnett et al., 1988]. Alle hier dargestellten Stu-
dien wurden von der lokalen Ethikkommission genehmigt. Alle Patienten gaben vor
der Serumnahme ihr informiertes, schriftliches Einverständnis.

3.2 ELISA

Tabelle 3.1: Übersicht der Pufferzusammensetzungen für alle ELISA Applikationen.

Puffer Zusammensetzung

PBS (10x)

80 g NaCl
2 g KCl
14,4 g Na2PO4

2,4 µg KH2PO4

ad 1000 ml Aqua dest.

PBS (pH 7,4)
100 ml PBS (10x)
900 ml Aqua dest.
pH einstellen

Waschpuffer
500 µl Tween-20
ad 1000 ml PBS

Probenpuffer (PBS / 1% BSA)
1 g BSA
ad 100 ml PBS

Absättigungslösung (PBS / 2 % BSA)
2 g BSA
ad 100 ml PBS

Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Puffer Zusammensetzung

Elutionspuffer (100 mM Glycin-HCl-
Puffer, pH 2,7)

0,755 g Glycin
0,585 g NaCl
ad 200 ml Aqua dest.
pH einstellen mit 0,1 N HCl

Neutralisationspuffer (1 M Tris-HCl-
Puffer, pH 9,0)

24,2 g Tris
ad 200 ml Aqua dest.
pH einstellen mit 0,1 N HCl

3.2.1 Bestimmung des CCP Status

Die Bestimmung des CCP Status wurde mit dem Anti-CCP-ELISA (IgG) Kit der Firma
EUROIMMUN entsprechend der beiliegenden Anleitung durchgeführt. Im Kit enthal-
ten sind alle benötigten Materialien:

• Antigen-beschichtete Reaktionsgefäße in Form von Streifen á 8 Reaktionsge-
fäßen

• 5 Kalibratoren

• Positive und negative Kontrolle

• Konjugat (Peroxidase-markiertes Anti-Human-IgG (Kaninchen))

• Proben- und Waschpuffer

• Chromogen/Substrat-Lösung (3,3´,5,5´-Tetramethylbenzidine (TMB) / H2O2)

• Stopplösung (0,5 M H2SO4)

Für die qualitative Bestimmung wurden je 100 µl von Kalibrator 2, Positiv- und Ne-
gativkontrolle sowie die Patientenseren in einer Verdünnung von 1:100 in die be-
schichteten Reaktionsgefäße gegeben. Nach 60 min Inkubationszeit wurde dreimal
mit je 300 µl Waschpuffer gewaschen. Danach wurden 100 µl Konjugatlösung je Re-
aktionsgefäß für 30 min zugegeben. Vor der 30 minütigen Farbreaktion mit je 100 µl
Chromogen/Substrat wurde wie oben beschrieben gewaschen. Zuletzt wurde die Re-
aktion mit jeweils 100 µl Stopplösung beendet und die optische Dichte (OD) mit einem
automatischen Plattenleser (Milenia Kinetic Analyser) bestimmt. Alle Inkubationen er-
folgten bei Raumtemperatur. Galt OD Patientenprobe

OD Kalibrator 2 > 1, so wurde das Serum als positiv
für anti-CCP Antikörper eingestuft.
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3.2.2 Subklassenspezifischer ELISA - Etablierung / Qualitätskontrolle

Ein IgG subklassenspezifischer ELISA wurde etabliert, indem kommerziell verfüg-
bare ELISA Platten, die mit CCP- (EUROIMMUN), MCV- (ORGENTEC Diagnostika
GmbH) bzw. VZV-Antigen (Virion\Serion GmbH) beschichtet waren, mit subklassen-
spezifischen Detektionsantikörpern (Tabelle 3.2) kombiniert wurden. Die verwende-
ten Puffer können der Tabelle 3.1 entnommen werden.

Tabelle 3.2: Detektionsantikörper für den subklassenspezifischen ELISA.

Reaktivität Verdünnung Bezugsquelle Klon Bestell-Nr.

α-human IgG1 1:15.000 The Binding Site polyklonal AP006

α-human IgG2 1:10.000 Serotec HP6014 MCA515P

α-human IgG3 1:20.000 Serotec HP6050 MCA516P

α-human IgG4 1:25.000 Serotec HP6025 MCA2098P

In einem ersten Vorversuch wurde anhand der Kreuzreaktivität der subklassenspezi-
fischen Antikörper gegen BSA (Platte beschichtet mit Absättigungslösung) die jeweils
optimale Verdünnung bestimmt (siehe Tabelle 3.2). Anschließend wurde die Kreuzre-
aktivität jedes Detektionsantikörpers gegen die anderen Subklassen überprüft. Dazu
wurden ELISA-Platten (Nunc Medisorb R©) über Nacht bei 4 ◦C mit jeweils 100 µl ei-
ner seriellen 1:2 Verdünnung in PBS mit Konzentrationen von 1 µg/ml bis 15,6 ng/ml
humanen Myelomaproteins IgG1-4 κ (Sigma-Aldrich) beschichtet. Alle weiteren In-
kubationen wurden bei RT durchgeführt und die ELISA-Platte war in dieser Zeit mit
einer adhäsiven Folie verschlossen.
Anschließend wurde zweimal mit Waschpuffer gewaschen und etwaige unspezifische
Bindungsmöglichkeiten eine Stunde lang mit 150 µl Absättigungslösung reduziert.
Nach erneutem zweimaligem Waschen erfolgte die 11/2 stündige Inkubation mit dem
Detektionsantikörper (Tabelle 3.2). Danach wurden ungebundene Antikörper durch
viermaliges Waschen entfernt und die Farbreaktion mit 100 µl TMB durchgeführt.
Diese wurde nach 20 Minuten mit 100 µl Stopplösung beendet. Abschließend wur-
de die optische Dichte (OD) mit dem automatischen ELISA-Plattenleser durch die
Endpunktmessung bei der spezifischen Wellenlänge von 450 nm abzüglich der Refe-
renzwellenlänge von 650 nm bestimmt.
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Weiterhin musste geprüft werden, ob die Detektionsantikörper für IgG1-4 ähnliche
Bindungseigenschaften aufweisen. Dazu wurde der ELISA zur Spezifitätskontrolle
derart modifiziert, dass die Beschichtung innerhalb eines größeren Konzentrations-
bereichs (1 µg/ml - 1 ng/ml) lag, um die Detektions- und Sättigungsgrenzen einzu-
schließen. Es wurde ausschließlich mit dem jeweils spezifischen Subklassenantikör-
per detektiert.

3.2.3 Subklassenspezifischer ELISA - Durchführung

Zur Quantifizierung der CCP- und MCV-spezifischen Antikörper wurden die Patien-
tenseren 1:400 für IgG1 und 1:20 für IgG2, IgG3 und IgG4 in Probenpuffer verdünnt.
Zur Bestimmung der Menge an VZV-Antikörpern entsprechend 1:100 bzw. 1:5. 100 µl
des verdünnten Serums wurden dann 11/2 h bei RT, verschlossen mit einer adhäsi-
ve Folie, inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte mit je 200 µl Waschpuffer. Danach
wurde für 1 h mit je 150 µl Absättigungslösung mögliche unspezifische Proteinbindun-
gensmöglichkeiten besetzt. Nach zwei weiteren Waschschritten ließ man 100 µl der
jeweiligen Verdünnung des Peroxidase-gekoppelten, subklassenspezifischen Antikör-
pers (Tabelle 3.2) 11/2 h einwirken. Anschließend wurde erneut viermal gewaschen
bevor 100 µl TMB in jede Vertiefung gegeben wurden. Die nun stattfindende Farb-
reaktion wurde nach 30 Minuten mit 100 µl 1 N H2SO4 gestoppt. Abschließend wurde
die optische Dichte (OD) wie unter 3.2.2 beschrieben bestimmt. In jedem Einzel-
test diente der IgG1-Wert des mitgelieferten Kontrollserums (R-50) als Interassay-
Standard. Es wurden in allen Assays Duplikate angefertigt. Für den CCP, MCV und
VZV spezifischen ELISA wurde jeweils eine OD von >0.211, >0.101 beziehungsweise
>0.085 als positiv gewertet. Dies entsprach der 4-fachen minimalen OD der jeweiligen
Messreihe.

3.2.4 Sequentieller ELISA

Um die Kreuzreaktivitäten der MCV- und CCP-spezifischen Antikörper untersuchen
zu können, wurde ein sequentieller ELISA etabliert (Abbildung 3.1). Zunächst wurden
die ausgewählten Seren so titriert, dass die gebundenen Antikörper eine zweifach
höhere OD als die ungebundenen ergaben. Dies sollte Effekte minimieren, die sich
aufgrund unterschiedlicher Titer bzw. Bindungsgleichgewichte hätten einstellen kön-
nen. Die Seren wurden in Verdünnungen von 1:100 bis 1:12.800 für 11/2 Stunden, der
Überstand weitere 11/2 Stunden in einem neuen Reaktionsgefäß bei RT inkubiert. Bei-
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de wurden 1 Stunde mit Absättigungslösung behandelt und mit anti-IgG:HRP (CCP
ELISA Kit) detektiert. Die anschließende Farbreaktion erfolgte mit TMB und wurde
nach 15 Minuten gestoppt. Die OD wurde wie unter 3.2.2 bestimmt.

Abbildung 3.1: Schema zur Durchführung des sequentiellen ELISAs. 1 - Inkubation
des Patientenserums, 2 - Elution, Neutralisation, 3 - Inkubation im zweiten Reaktionsgefäß,
4 - Detektion.

Für den sequentiellen ELISA wurden Verdünnungen zwischen 1:200 und 1:1.600 zur
Bestimmung von anti-MCV und zwischen 1:800 and 1:12.800 für die anti-CCP An-
tikörper verwendet. Der erste ELISA wurde in Duplikaten durchgeführt, eine Probe
diente zur Bestimmung der Referenz-OD für jedes Serum, die zweite wurde zur Iso-
lation der spezifischen Antikörperpopulation, entweder anti-CCP oder anti-MCV, ge-
nutzt. Diese wurden mit 200 µl Elutionspuffer von der festen Phase gelöst und sofort
mit 4,5 µl Neutralisationspuffer pro 100 µl Elutionspuffer versetzt. Somit befanden sich
die eluierten Antikörper wieder in einer Lösung mit physiologischem pH, wodurch sie
ihre ursprüngliche Faltung erneut einnehmen konnten. Das Eluat wurde zweigeteilt
und je 100 µl auf eine neue CCP- und 100 µl auf eine MCV-beschichtete Platte ge-
geben. Die Detektion von IgG und IgG4 wurde wie unter Punkt 3.2.2 beschrieben
durchgeführt.
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3.3 Bestimmung der Shared-Epitop Allele

3.3.1 Isolation genomischer DNA

Als Ausgangsmaterial diente die Zellkernfraktion aus peripheren Blut mononukleären
Zellen (PBMC) der RA Patienten. Diese wurde bis zur Aufarbeitung bei -80 ◦C gela-
gert. Die Zusammensetzung aller Lösungen für die genetischen Methoden kann der
Tabelle 3.3 entnommen werden. Die Isolation der genomischen DNA wurde mit dem
QIAamp R©DNA Blood Midi Kit auf zwei unterschiedlichen Wegen durchgeführt:
Das vorliegende Kernpellet wurde aufgetaut und in 5 ml Puffer G2 gut resuspendiert.
Dazu wurden anschließend 95 µl der Protein K-Stammlösung (20 mg/ml) gegeben.
Dieses Gemisch wurde für 30-60 Minuten im Wasserbad bei 50 ◦C unter ständigen
Schütteln inkubiert. Der Puffer G2 lysierte dabei die Kerne und denaturierte die Pro-
teine, die Proteinase K verdaute letztere, so dass die genomische DNA schließlich
von den assoziierten Proteinen befreit war und diese im weiteren Verlauf aus dem
Gemisch entfernt werden konnten. Dazu wurde eine Genomic-tip 100/G mit 4 ml Puf-
fer QBT equilibriert. Nachdem das DNA/Protein Gemisch 10 s bei maximaler Ge-
schwindigkeit gevortext wurde, gab man es auf die Säule. Vortexen von genomischer
DNA hat nur geringen Effekt auf die Größe der DNA, aber verbessert den Fluss
der Probe durch das Säulenmaterial. War die Probe hindurch gesickert, wurde drei-
mal mit je 7,5 ml Puffer QC gewaschen. Anschließend eluierte man die gebundene
DNA mit 5 ml, auf 50 ◦C vorgewärmten, Puffer QF in ein frisches Auffanggefäß. Nun
präzipitierte man die DNA durch Zugabe von 0,7 Volumenteilen Isopropanol, spul-
te sie mit Hilfe eines Glasstabes auf und gab sie in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß mit
1 ml LiChrosolv R©(Wasser für die Chromatographie, MERCK). Die Konzentration der
isolierten genomischen DNA und die Qualitätsparameter (Absorption (A) bei einer
Wellenlänge von 260 nm/A280, A260/A230) wurden mit dem NanoDrop R©ND-1000
Spektrometer (Thermo Scientific, Softwareversion 3.3.0) bestimmt.
Auf Grund zum Teil geringer Ausbeuten an genomischer DNA mit der oben beschrie-
benen Methode wurde bei einem Teil der Proben auf die Aufreinigung per Säule ver-
zichtet. Nach dem Verdau der Proteine durch die Proteinase K im Puffer G2 wurde
die DNA umgehend mit 0,7 Volumenteilen Isopropanol gefällt, auf einen Glasstab auf-
gespult und in Wasser gelöst.
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Tabelle 3.3: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lösungen für alle genetischen
Methoden.

Puffer Zusammensetzung

TAE (50x)

121 g Tris-Base
28,6 ml Eisessig
9,3 g EDTA
pH mit Eisessig einstellen auf 8,3
ad 500 ml Aqua dest.

TAE (1x)
20 ml TAE (50x)
980 ml Aqua dest.

SB (20x)

7,998 g NaOH
900 ml Aqua dest.
pH mit Borsäure (ca. 39 g)
einstellen auf 8,0
ad 1000 ml Aqua dest.

SB (1x)
50 ml SB (20x)
950 ml Aqua dest.

G2 (Denaturierung)

76,42 g CH5N3 ∗ HCl
11,17 g Na2EDTA ∗ 2H2O
3,63 g Tris-Base
ad 600 ml Aqua dest.
plus 250 ml 20%ige Tween-20 Lösung
plus 50 ml 10%ige Triton X-100 Lösung
pH einstellen auf 8,0 mit NaOH
ad 1000 ml Aqua dest.

QBT (Equilibrieren)

43,83 g NaCl
10,46 g MOPS
ad 800 ml Aqua dest.
pH einstellen auf 7,0 mit NaOH
plus 150 ml Isopropanol (abs.)
plus 15 ml Triton X-100 (10%ig)
ad 1000 ml Aqua dest.

Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Puffer Zusammensetzung

QC (Waschen)

58,44 g NaCl
10,46 g N-Morpholino-Pro-

pansulfonsäure
(MOPS)

ad 800 ml Aqua dest.
pH einstellen auf 8,3 mit NaOH
plus 150 ml Isopropanol (abs.)
ad 1000 ml Aqua dest.

QF (Eluieren)

73,05 g NaCl
6,06 g Tris-Base
ad 800 ml Aqua dest.
pH einstellen auf 8,5 mit HCl
plus 150 ml Isopropanol (abs.)
ad 1000 ml Aqua dest.

3.3.2 Verwendete Oligonukleotide

Tabelle 3.4: Übersicht der verwendeten Oligonukleotide.

Bezeichnung Sequenz

5’DRB4(intron1) 5’-GAGGCCGCCCGTGTGACCGG-3’

3’DRB4(exon2) 5’-CACAACCCCGTAGTTGTATCTGCAGTA-3’

splice_exon_2 5’-CACCTCGGCCCGCCTCCG-3’

5’W-DRB4
5’-GATCGCTAGCCTTTAAAGAAGACAATTG-
TTTCAGAG-3’

3’ATG-DRB 5’-GAGCTTCAGACACACGATGCTGGAG-3’

5’S-DRB 5’GATCGCTAGCTTTCAGAAGAGGACCTT-3’

rcGH56(*11*13*14) 5’-GGAGTACTCTACGTCTG-3’

rcGH104(*15*16) 5’-AGCCTAAGAGGGAGTGTCA-3’

rcGH102(*12) 5’-CTACGGGTGAGTGTTATTTC-3’

rcCRX34(*10) 5’-GAGGAGGTTAAGTTTGAG-3’

rcCRX60(*01) 5’-GTGGCAGCTTAAGTTTG-3’

Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Bezeichnung Sequenz

rcGH59(*04) 5’-GGAGCAGGTTAAACATG-3’

GH46 5’-CCGGATCCTTCGTGTCCCCACAGCACG-3’

GH50 5’-TGCAGACACAACTACGGGGTTGGGGAG-3’

3.3.3 HLA-DR Typisierung

Die Bestimmung der HLA-DRB1 Allele wurde mit dem Olerup SSP R©DR low resolu-
tion Kit durchgeführt. Darin enthalten waren PCR-Platten mit 24 Reaktionsgefäßen.
Jedes dieser beinhaltete zwei getrockene Primerpaare. Eines amplifizierte ein inva-
riables Genfragment außerhalb des MHC (Positivkontrolle für jede Reaktion). Mit Hilfe
des anderen wurde eine sequenzspezifische PCR durchgeführt, welche die variablen
Abschnitte der HLA-DRB1 Allele amplifizierte. Durch das Auftreten bzw. Ausbleiben
dieser Fragmente in 23 PCR Reaktionen konnte auf die vorliegenden DRB1-Allele
geschlossen werden. Desweiteren war im Kit ein PCR Mastermix enthalten, welcher
die benötigten Nukleotide und Puffer für die PCR Reaktion beinhaltete.
Zur Durchführung wurde zunächst ein PCR Ansatz bestehend aus 84 µl Mastermix
und 2,2 µl Taq Polymerase (peqGOLD Taq-DNA-Polymerase mit 5 units/µl; PeqLab)
hergestellt. Daraus wurden 3 µl in das Reaktionsgefäß 24 gegeben und mit 7 µl Was-
ser aufgefüllt. Zum verbliebenen Ansatz wurden 54 µl der isolierten DNA mit einer
Konzentration von 30 ng/µl und 132,8 µl Wasser gegeben. Von diesem kompletten
PCR Ansatz wurden je 10 µl in die Reaktionsgefäße 1 bis 23 gegeben. Reaktionsge-
fäß 24 diente als Kontrolle ohne DNA, um eine mögliche Kontamination durch Fremd-
DNA auszuschließen. Anschließend gab man die PCR Platte in einen Thermocycler
und führte folgendes Programm aus:

Erst-Denaturierung 94 ◦C 2 min 1 Zyklus

Denaturierung 94 ◦C 10 s 10 Zyklen
Annealing und Verlängerung 65 ◦C 60 s

Denaturierung 94 ◦C 10 s
Annealing 61 ◦C 50 s 20 Zyklen
Extension 72 ◦C 30 s

Kühlen 4 ◦C ∞
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Zur Visualisierung der entstandenen PCR-Produkte wurde ein 2%iges Agarosegel
hergestellt. Dazu wurden 2 g Agarose in 100 ml Elektrophese-Puffer (TAE bzw. SB,
siehe Tabelle 3.3) gekocht bis man eine homogene Lösung erhielt. Nach einer kurz-
en Abkühlzeit wurden 4 µl Ethidiumbromid (10 mg/ml, Carl-Roth GmbH) zu der noch
flüssigen Agaroselösung gegeben. Diese wurde durch Schwenken gut gemischt und
in die verschlossene, mit einem Kamm versehene Gelkammer gegossen. Nachdem
das Gel auspolymerisiert war, wurde die Gelkammer in eine Elektrophesekammer
positioniert. In dieser waren 700 ml des jeweiligen Elektrophesepuffers sowie 20 µl
Ethidiumbromid vorgelegt. Anschließend wurde der Kamm entfernt und die Proben
der 24 PCR-Gefäße der Reihe nach in die Geltaschen gegeben. Als Größenstandard
wurde eine 100 bp DNA-Leiter (peqGOLD 100 bp DNA-Leiter, peQLab) verwendet.
Für die Elektrophese wurde eine Spannung von 10 V/cm (TAE) bzw. 22 V/cm (SB)
eingestellt. Zur Auswertung wurden die aufgetrennten PCR-Produkte unter UV-Licht
visualisiert und das Gel als digitales Bild archiviert.

3.3.4 Sequenzierung von HLA-DRB4 Promotor und -Spleißvariante

Für die Sequenzierung wurde zunächst der zu analysierende Abschnitt aus der geno-
mischen DNA mittels PCR amplifiziert. Es wurde folgender PCR-Ansatz verwendet:

• 40 ng genomische DNA
• 3 µl MgCl2 (25 mM)
• 1 µl dNTPs (je 2,5 mM)
• 3 µl Reaktionspuffer (10x)
• 1 µl Primermix (je 10 µM)
• 3 µl Taq Polymerase (5 units/µl)
• ad 30 µl dH2O

Für die Amplifikation des HLA-DRB4-Promotors wurden die Primer 5’W-DRB4 und
3’ATG-DRB, für die Splice-Variante 5’DRB4(intron1) und 3’DRB4(exon2) genutzt. Die
Sequenz aller verwendeten Oligonukleotide können der Tabelle 3.4 entnommen wer-
den. Der beschriebene Ansatz wurde mit folgendem Programm im Thermocycler ver-
vielfältigt:

Erst-Denaturierung 95 ◦C 10 min 1 Zyklus

Denaturierung 95 ◦C 1 min
Annealing 65 ◦C 1 min 40 Zyklen
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Extension 72 ◦C 1 min

End-Extension 72 ◦C 10 min 1 Zyklus

Kühlen 4 ◦C ∞

Die erhaltenen PCR Produkte wurden anschließend mit dem MSB R©Spin PCRapace
Kit (Invitek GmbH) entsprechend der beiliegenden Anleitung von Salzen, Enzym und
Nukleotiden befreit. Dazu wurden die 30 µl der PCR Reaktion mit 250 µl des enthal-
tenen Bindepuffers gut vermischt. Diese Lösung wurde danach auf einen Spinfilter
gegeben und drei Minuten mit 10.000*g zentrifugiert. Anschließend wurden die an
die Filtermembran gebundenen PCR Fragmente mit 20 µl dH2O durch Zentrifugation
für eine Minute mit 9.500*g eluiert.
Im nächsten Schritt wurden wie unter 3.3.3 beschrieben je 2 µl der PCR Fragmente
zusammen mit einer 1:3 und 1:6 verdünnten 100 bp Leiter elektrophoretisch in ei-
nem 2%igen Agarosegel aufgetrennt und visualisiert. Dies diente zur Überprüfung
der Aufreinigung und zur Abschätzung der Menge der PCR Fragmente.
Es folgte die Sequenzierung nach Sanger’s Kettenabbruchmethode. In der Sequenz-
reaktion wurde das PCR-Fragment als Vorlage für die DNA-Polymerase eingesetzt.
Im Reaktionsgemisch befanden sich neben den regulären Nukleotiden die entspre-
chenden Didesoxyribonukleotide. Diese sind durch vier verschiedene Fluoreszenz-
markierungen identifizierbar. Der Einbau eines Didesoxyribonukleotids führt zur Ter-
mination der Kettenverlängerung. Als Folge entsteht nach mehreren Zyklen von De-
naturierung, Anlagerung und Verlängerung ein Gemisch aus Fragmenten unterschied-
licher Länge, jedes am 3’-OH Ende mit einem Didesoxyribonukleotid. Das entstande-
ne Fragmentgemisch wurde mittels Kapillargelelektrophorese entsprechend der Grö-
ße aufgetrennt und die zugehörigen Fluoreszenzen ausgelesen. Aus beiden Parame-
tern ergibt sich schließlich die Basensequenz der Vorlage.
Der Ansatz für die Sequenzreaktion bestand aus:

• 25-100 fmol in ≤ 5 µl aufgereinigtes PCR Produkt
• 4 µl DTCS Quick Start Master Mix
• 1 µl Sequenzierprimer (3,2 µM)
• ad 10 µl dH2O

Als Sequenzierprimer für den HLA-DRB4 Promotor wurde das Oligo 5’S-DRB, für die
Spleißvariante splice_exon_2 verwendet. Die Sequenzreaktion wurde im Thermocy-
cler mit folgendem Programm durchgeführt:

29



Kapitel 3. Materialien und Methoden

Denaturierung 96 ◦C 20 s
Annealing 50 ◦C 20 s 30 Zyklen
Extension 60 ◦C 4 min

Kühlen 4 ◦C ∞

Im Anschluss wurden die erhaltenen Fragmente für die Analyse im Beckman Coulter
Sequenzer vorbereitet. Dazu wurden in einem 0,5 ml Reaktionsgefäß 2 µl einer 3 M
Natriumacetatlösung (pH 5,2), 2 µl einer 100 mM Na2 − EDTA Lösung (pH 8,0) und
1 µl Glykogen (20 mg/ml, im Kit enthalten) vorgelegt. Dazu gab man die 10 µl der Se-
quenzreaktion und mischte gründlich. Dann wurden 60 µl eiskalten Ethanols (95 %
v/v) hinzugefügt, gemischt und bei 18.000*g und 4 ◦C für 15 Minuten zentrifugiert.
Danach wurde der Überstand entfernt, das Pellet mit 200 µl eiskalten Ethanol (70 %
v/v) gewaschen und mit 18.000*g bei 4 ◦C für 2 Minuten zentrifugiert. Der Überstand
wurde vollständig entfernt und das Pellet fünf Minuten luftgetrocknet. Zuletzt wurde
es in 30 µl Sample Loading Solution gelöst und in eine 96-Well Platte zur Analyse
im CEQTM8800 System von Beckman Coulter überführt (siehe Abbildung 3.2). Dar-
in wurde mithilfe einer Kapillargelelektrophorese das Fragmentgemisch mit den vier
unterschiedlichen terminalen Fluoreszenzmarkierungen aufgetrennt. Mit zugehörigen
Software (CEQ 8000 Genetic Analysis System (v9.0.25)) wurde das Elektrophero-
gramm sowie die resultierende Sequenz berechnet.
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Abbildung 3.2: Aufbau des CEQTM8800 Systems. 1 - Probenplatte, 2 - Wasserbehälter
(Ruheposition des Kapillar-Arrays), 3 - Kapillar-Array, 4 - Laser, 5 - Detektor mit optischen
Filtern, 6 - Gelspritze, 7 - Abfallbehälter

3.3.5 Sequenzierung der HLA-DRB1 Shared-Epitop Allele

Für die Sequenzierung des Bereichs von HLA-DRB1 Exon 2, welcher für die Shared-
Epitop Region codiert, wurde dieser DNA Abschnitt zunächst mit GH46 als Forward-
Primer und GH50 als Reverse-Primer amplifiziert. Dazu wurde folgender PCR Ansatz
gewählt:

• 10 ng genomische DNA
• 1 µl MgCl2 (25 mM)
• 2,5 µl dNTPs (je 2,5 mM)
• 1 µl Reaktionspuffer (10x)
• 1 µl DMSO (99,5 % p.a.)
• 1 µl BSA (4 µg/µl)
• 0,4 µl Primermix (je 50 µM)
• 0,25 µl Taq Polymerase (5 units/µl)
• ad 10 µl dH2O

Dieser wurde mit folgendem Progamm im Thermocycler amplifiziert:

Erst-Denaturierung 94 ◦C 7 min 1 Zyklus
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Denaturierung 94 ◦C 45 s
Annealing 61 ◦C 45 s 33 Zyklen
Extension 72 ◦C 45 s

End-Extension 72 ◦C 7 min 1 Zyklus

Kühlen 4 ◦C ∞

Anschließend wurde mit allelspezifischen Primern (Tabelle 3.4, Bezeichnung: rc*),
wie unter 3.3.4 beschrieben, die Sequenzreaktion durchgeführt und im Beckman
Coulter Sequenzer analysiert.

3.4 Funktionelle Untersuchungen zu IgG4

Zur Analyse von IgG4 in Immunkomplexen wurde beides benötigt, sowohl aufgerei-
nigtes, multivalentes Antigen sowie entsprechende Mengen an spezifischem IgG4.
Daraus ergaben sich zur direkten Untersuchung der citrullinierten Proteine zwei Pro-
bleme: Zum einen entwickeln nicht alle RA Patienten entsprechende Titer an ACPAs
der IgG4-Subklasse. Darüber hinaus sind die Antigene (CCP bzw. MCV) nicht frei
erhältlich.
Als geeigneteres Modell erweist sich hier die Verwendung von Seren aus Allergiepati-
enten, die sich einer spezifischen Immuntherapie (SIT) unterziehen. Diese entwickeln
im Zuge der Immunisierung mit dem entsprechenden Allergen recht schnell hohe Ti-
ter an spezifischen IgG4 als auch IgG1. Seren von Wespen- und Bienengiftallergi-
kern, die sich bereits mindestens ein Jahr einer SIT unterzogen haben, wurden von
der Abteilung für Pulmologie der Universitätsklinik zur Verfügung gestellt.
Aus diesen wurden dann IgG1 und IgG4 isoliert und mit dem jeweiligen Allergen
die Immunkomplexe in-vitro gebildet. Diese wurden dann zu verschiedenen B-Zell-
populationen gegeben und anschließend die Apoptose gemessen. Zusätzlich wurde
der Einfluss von IgG4 in Immunkomplexen auf den Aktivierungsstatus, gemessen als
Phagocytoseaktivität und Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, von Neutrophilen un-
tersucht. Abbildung 3.3 gibt einen Überblick der Experimente.
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Abbildung 3.3: Arbeitsablauf der funktionellen Studien zu IgG4.

3.4.1 Puffer und Lösungen

Tabelle 3.5: Übersicht der Pufferzusammensetzungen für alle funktionellen Studien zu
IgG4.

Puffer Zusammensetzung

PBS siehe Tabelle 3.1

Probenpuffer für die Chromatographie
(50 mM Tris-HCl mit 0,15 M NaCl,
pH 7,5)

6,05 g Tris
8,8 g HCl
ad 1000 ml PBS
pH auf 7,5 einstellen mit HCl

IgG-Elutionspuffer
(0,1 M Zitronensäure)

10,5 g Zitronensäure*H2O
ad 500 ml Aqua dest.

IgG-Regenerationspuffer
(0,1 M Glycin-HCl Puffer, pH 1,5)

1,877 g Glycin
ad 250 ml Aqua dest.
pH auf 1,5 einstellen mit HCl

Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Puffer Zusammensetzung

IgG-Reinigungspuffer
(5 M Guanidinhydrochlorid)

47,765 g Guanidinhydrochlorid
ad 100 ml PBS
(alle 10 Zyklen)

IgG-Neutralisationspuffer (1 M Tris)
6,05 g Tris
ad 50 ml Aqua dest.

BrCN-Sepharose-Block
(0,2 M Glycin, pH 8,0)

3,75 g Glycin
ad 250 ml Aqua dest.
pH auf 8,0 einstellen mit NaOH

IgG1/4-Kopplungspuffer
(0,1 M NaHCO3 mit 0,5 M NaCl,
pH 8,3)

8,4 g NaHCO3

29,22 g NaCl
ad 1000 ml Aqua dest.
pH auf 8,3 einstellen mit NaOH

IgG1/4-Elutionspuffer
(5 M NaI)

74,94 g NaI
ad 100 ml Aqua dest.

Carbonat/Bicarbonat-Puffer pH 9,6
1,59 g Na2CO3

2,93 g NaHCO3

ad 1000 ml Aqua dest.

Zellkulturmedium
(B-Zellen)

500 ml Iscove’s Modifiziertes
Dulbecco’s Medium
(IMDM)

1 % Penicillin/Streptomycin
10 % fötales Kälberserum

Zellkulturmedium
(Neutrophile)

500 ml Dulbecco’s Mo-
difiziertes Eagle
Medium (DMEM)

1 % Penicillin/Streptomycin

FACS-Puffer
(PBS pH 7,4; 0,5% BSA; 0,1% NaN3)

2,5 g BSA
0,5 g NaN3

ad 500 ml PBS pH 7,4
steril filtrieren mit Filtereinheit
(Nylonmembran, 0,2 µm
Porengröße, NALGENE)
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3.4.2 Antikörper

Tabelle 3.6: Antikörper für die Durchflusszytometrie.

Reaktivität Klon Markierung Bezugsquelle Bestell-Nr.

α-human CD15 MEM-
158 FITC Immunotools 21330153

α-human CD19 LT19 PE Immunotools 21270194

α-human CD20 LT20 FITC Miltenyi 130-091-108

α-human CD45 HI30 PE BD 555483

3.4.3 Isolation von IgG1 und IgG4 aus Seren von Allergiepatienten

3.4.3.1 Herstellung der Protein A - Säule für die Aufreinigung von IgG

Die Isolation von IgG aus humanen Serum erfolgte mit ProSep-vA High Capacity
(Millipore), an PROSEP R©gekoppeltes Protein A aus Staphylococcus aureus. Protein
A bindet die Subklassen IgG1, IgG2 und IgG4. Eine C10/10 Chromatographiesäu-
le (Pharmacia) wurde mit 2 ml dieser Matrix luftblasenfrei befüllt und mit Hilfe des
oberen Adaptors das Säulenvolumen auf 3 ml eingestellt. Das verwendete ProSep-
vA Volumen besaß eine Kapazität von 84 mg IgG. Die Lagerung der gefüllten Säule
erfolgte bei 4 ◦C in PBS mit 0,05 % NaN3.

3.4.3.2 Herstellung der Affinitätssäulen für die Isolation von IgG1 bzw. IgG4

Als feste Phase wurde hierfür BrCN-aktivierte Sepharose 4 Fast Flow (Amersham
Pharmacia Biotech) verwendet. An diese wurde polyklonales, affinitätsgereinigtes
Schaf anti-Human IgG4 (Binding Site, AU009) bzw IgG1 (Bindung Site, AU006) Se-
rum gekoppelt. Dazu wurden zunächst 1,5 ml des jeweiligen Serums dialysiert: ei-
ne Spectra/Por R©Membran (MWCO: 6-8.000, Durchmesser: 6,4 mm) wurde 30 min
in Dialysepuffer equilibriert, mit dem jeweiligen Serum befüllt und zwei Mal gegen
250 ml IgG1/4 Kopplungspuffer bei 4 ◦C unter ständigem Rühren dialysiert. Anschlie-
ßend wurde die Proteinmenge mit 1,7 mg für anti-IgG4 und 1,84 mg für anti-IgG1
bestimmt.

35



Kapitel 3. Materialien und Methoden

Vor der Kopplungsreaktion wurden 1,2 g der CNBr-aktiverten Sepharose auf einem
Glasfilter 15 Mal mit jeweils 4 ml eiskalter 1 mM HCl gespült, drei Mal mit 4 ml IgG1/4-
Kopplungspuffer gewaschen und die gequollene Sepharose auf ein Volumen von 2 ml
eingestellt. Nachdem der Überstand entfernt wurde, gab man das dialysierte Serum
dazu. Dieses wurde 2,5 h bei RT in einem Überkopfschüttler inkubiert. Abschließend
wurde die im Überstand verbliebene Proteinmenge mit <0,04 mg/ml bestimmt. Nach
dem Waschen mit 15 ml CNBr-Sepharose-Block wurde das Säulenmaterial 2 h lang
mit 5 ml der Sepharose-Blocklösung im Überkopfschüttler inkubiert, um die verbliebe-
nen reaktiven Gruppen zu besetzen.
Zuletzt wurde jeweils eine Chromatographiesäule wie unter Punkt 3.4.3.1 beschrie-
ben befüllt und in IgG1/4-Probenpuffer mit 0,05 % NaN3 gelagert.

3.4.3.3 Isolation von IgG aus Serum von Allergiepatienten unter SIT

Als Ausgangsmaterial dienten 2-4 ml Serum von Allergiepatienten, die sich seit min-
destens einem Jahr einer spezifischen Immuntherapie unterzogen und einen entspre-
chend hohen Titer an allergenspezifischen IgG1 und besonders IgG4 ausgebildet
haben sollten. Zunächst wurde das Serum 15 min mit 21.000*g zentrifugiert, um un-
lösliche Partikel zu entfernen, die im weiteren Verlauf die Affinitätssäulen verstopfen
könnten. Der erhaltene Überstand wurde 1:3 in Probenpuffer verdünnt.
Der Flüssigkeitsstrom während der sich anschließenden Affinitätschromatographie
wurde mit einer peristaltischen Pumpe (Pharmacia LKB Pump P-1) erzeugt. Die Fluß-
geschwindigkeit betrug 22 ml/h. Zunächst wurde die Protein A - Säule mit fünf Säu-
lenvolumen Probenpuffer gewaschen und danach das verdünnte Serum appliziert.
Mit Beginn der Probenauftragung wurde der Durchlauf in je 2 ml Aliquots aufgefan-
gen und die Proteinmenge durch die Messung der Absorption bei 280 nm mittels
NanoDrop R©ND-1000 Spektrometer bestimmt. Anschließend wurde mit Probenpuf-
fer gewaschen bis die Proteinmenge unter 0,02 mg/ml gesunken war. Nach der fol-
genden Elution mit IgG-Elutionspuffer wurden die IgG enthaltenden Aliquots vereint
und mit 0,35 ml IgG-Neutralisierungspuffer pro ml Eluat auf einen physiologischen pH
Wert justiert. Die so erhaltene Lösung wurde bei 4 ◦C in einer Spectra/Por R©Membran
(MWCO: 6-8.000, Durchmesser: 6,4 mm) drei Mal gegen jeweils 250 ml Probenpuf-
fer dialysiert. Zuletzt wurde die Proteinkonzentration durch Absorptionsmessung bei
280 nm dokumentiert.
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3.4.3.4 Aufreinigung von IgG4 und IgG1

Die Affinitätschromatographie zur Isolation von IgG1 und IgG4 wurde analog der IgG-
Aufreinigung durchgeführt. Nach dem Einbau der entsprechenden Säule in das Flüs-
sigkeitssystem wurde die gekoppelte Sepharose mit 5 Volumen Probenpuffer gewa-
schen bevor das Protein A gereinigte IgG (für die Isolation von IgG4) bzw. die IgG4
negative Fraktion (für die Isolation von IgG1) aufgetragen wurde. Die Elution erfolgte
mit 5 M NaI. Nach der Dialyse wurde das affinitätsgereinigte IgG1 bzw. IgG4 mit einer
Centricon Plus-20 Filtereinheit (MW=5000, Millipore Corporation) auf ein Volumen
von 500 µl eingeengt und die Proteinmenge bestimmt.

3.4.3.5 ELISA zur Überprüfung der Isolatreinheiten und des
Bindungsvermögens der Antikörper

Eine ELISA-Platte (Nunc Medisorb R©) wurde dazu mit Wespen- (ALK-Scherax, Code:
802, Proteinkonzentration 0,44 mg/ml in PBS) bzw. Bienengiftallergen (ALK-Scherax,
Code: 801, Proteinkonzentration 0,52 mg/ml in PBS) beschichtet. Dabei wurde für
ersteres eine Verdünnung von 1:1000, für das Bienengiftallergen von 1:500 verwen-
det und über Nacht bei 4◦C inkubiert. Nach zwei Waschschritten und einer Stunde
Absättigung möglicher unspezifischer Bindungsstellen wurden die dialysierten Isola-
te in einer Verdünnung von 1:50 für zwei Stunden aufgetragen. Nach erneutem Wa-
schen gab man die IgG1- bzw IgG4-spezifischen Antikörper (siehe Tabelle 3.2) dazu
und inkubierte für weitere zwei Stunden. Zuletzt folgte die Farbreaktion mit TMB und
das Einlesen der OD-Werte.

3.4.4 In-vitro Generierung und Detektion von Immunkomplexen

In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl hitzeaggregierte als auch spezifische Im-
munkomplexe verwendet. Erstere wurden durch die Inkubation der jeweiligen IgG-Lö-
sung bei 63 ◦C für 30 min erzeugt, wodurch die enthaltenen Proteine sich zu Komple-
xen zusammenlagerten. Allerdings kommen die spezifischen Immunkomplexe dem
in-vivo Zustand näher. Diese wurden durch zwei Stunden Inkubation des IgG1/4-
Isolates mit dem jeweiligen Allergen bei 25 ◦C und 500 U/min im Thermoschüttler
(Eppendorf AG) generiert wurden.
Zur Messung der erhaltenen Immunkomplexe wurde ein bereits publiziertes ELISA-
System in unserem Labor etabliert [Stanilova and Slavov, 2001]: C1q (Sigma-Aldrich)
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wurde mit einer Konzentration von 10 µg/ml bei 4 ◦C über Nacht in Carbonat/Bicarbo-
nat-Puffer an eine Nunc Medisorb R©ELISA-Platte gekoppelt, gewaschen, blockiert und
anschließend mit der jeweiligen Immunkomplex-Lösung für 2 h bei RT inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen wurde mit α-human IgG:HRP(Fab-Fragment) (Biomol GmbH)
detektiert, die Farbreaktion mit TMB durchgeführt und abschließend die OD-Werte
wie unter 3.2.2 eingelesen.

3.4.5 Apoptose in B-Zell Populationen

3.4.5.1 Isolation von humanen naiven B-Zellen

Zunächst wurden über eine isopyknische Ficoll-Hypaque-Dichtegradientenzentrifu-
gation die PBMCs gewonnen: 15 ml steriles, endotoxin-getestetes Ficoll-PaqueTMPlus
(GE Healthcare) wurde mit 35 ml einer 1:2 Verdünnung aus EDTA-Blut in PBS über-
schichtet. Es folgte ein Zentrifugationsschritt mit 400*g für 30 min ohne Bremse. An-
schließend nahm man die Zellen der Interphase ab, worin die Lymphozyten, Mono-
cyten und NK-Zellen zuliegen kommen. Die Erythrozyten und ein Großteil der Granu-
lozyten sedimentieren im Pellet, die Thromozyten verblieben aufgrund ihrer geringen
Größe hauptsächlich in der Plasmaphase. Die abgenommenen Zellen der Interpha-
se wurden anschließend mit PBS gewaschen, resuspendiert und die Zellzahl in der
Neubauer Zählkammer bestimmt.
Anschließend folgte die Markierung der Zellen mit dem humanen B-Zell Isolationskit
II (Miltenyi). Dazu wurde die Zellsuspension bei 300*g für 10 min zentrifugiert. Alle fol-
genden Volumenangaben beziehen sich auf 107 Zellen. Wurde eine größere Anzahl
an Zellen genutzt, passte man die Volumina an: doppelte Zellzahl bedeutet doppel-
tes Volumen. Das Pellet wurde in 40 µl MACS Running-Buffer (Miltenyi) je 107 Zellen
resuspendiert, 10 µl Biotin-Antikörper-Cocktail je 107 Zellen hinzugegeben, gut ge-
mischt und 10 min bei 2-8 ◦C inkubiert. Danach wurden 30 µl MACS Running-Buffer
sowie 20 µl Anti-Biotin Microbeads je 107 Zellen hinzugegeben, gut gemischt und für
weitere 15 min bei 2-8 ◦C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit 1-2 ml MACS
Running-Buffer gewaschen, in 500 µl MACS Running-Buffer pro 108 Zellen resuspen-
diert und am autoMACSTMSeparator mit dem Programm „Depletes“ in eine positive
und eine negative Fraktion aufgetrennt. Von beiden wurde die Zellzahl bestimmt so-
wie Aliquots á 2*105 Zellen für die Qualitätskontrolle entnommen.
Zur Überprüfung der Reinheit und Phänotypisierung wurden die Zellen beider Fraktio-
nen wie folgt gefärbt: Panel 1: CD27:FITC, CD19:PE, CD38:PE/Dy64, CD138:APC;

38



Kapitel 3. Materialien und Methoden

Panel 2: CD20:FITC, CD19:PE. Die genauen Angaben zu den verwendeten Antikör-
pern können der Tabelle 3.6 entnommen werden. Alle Färbungen wurden in FACS-
Puffer auf Eis durchgeführt. Die Zellen in jedem Ansatz wurden in einem Gesamtvo-
lumen von 20 µl mit je 3 µl Antikörper sowie 1 µl humanen AB-Normalserum (Promo-
Cell GmbH) 20 min inkubiert. Das humane Normalserum wurde 5 min vor den Anti-
körpern zur Absättigung unspezifischer Bindemöglichkeiten von Immunglobulinen auf
den Zellen, z.B. an Fc-Rezeptoren, appliziert. Nach der Markierung wurden die Zellen
mit 500 µl FACS-Puffer gewaschen und am FACSCaliburTM(BD Biosciences) Durch-
flusszytometer analysiert. Die Auswertung der Daten erfolgte mit WinMDI (v2.9) bzw.
R (v2.9.1).

3.4.5.2 Bestimmung der Apoptoserate von Immunkomplex-stimulierten
B-Zellen

Zunächst wurden die frisch isolierten B-Zellen in 200 µl Zellkulturmedium mit einer
Zelldichte von 2*106 ml−1 ausgesät. Dazu wurden jeweils 20 µl Immunkomplex-, Anti-
genlösung oder PBS gegeben. Als Positivkontrolle dienten B-Zellen, welche mit Stau-
rosporin (Sigma-Aldrich GmbH) stimuliert wurden. Dies ist ein Kinase-Inhibitor, der
aus dem Pilz Streptomyces staurospores isoliert und häufig als Agenz zur Apopto-
seinduktion genutzt wird [Antonsson and Persson, 2009].
Nach zwölf Stunden Inkubation wurden die B-Zellen zur durchflusszytometrischen
Analyse der Apoptose mit Annexin-V:FITC und 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) ge-
färbt. Das Lektin Annexin-V bindet bei der Präsenz von Ca2+-Ionen Phosphatidylserin
mit hoher Affinität und kann damit als Marker für die frühe Apoptose genutzt werden.
Denn ein frühes Ereignis während der Apoptose ist die Translokation von Phospha-
tidylserin von der inneren zur äußeren Seite der Zellmembran [van Engeland et al.,
1998]. Allerdings könnten in dem Zellgemisch ebenfalls nektrotische Zellen vorhan-
den sein, die aufgrund der durchlässigen Membran auch Annexin-V binden könnten.
Zur Differenzierung wird hier der Zellfarbstoff 7-AAD verwendet, der nicht membran-
gängig ist und somit nur in nekrotischen Zellen oder während der späten Apoptose
eindringen kann. Dann interkaliert er in die DNA und kann durchflusszytometrisch
detektiert werden.
Für die Markierung wurden die stimulierten Zellen zunächst bei 300*g sieben Minu-
ten lang zentrifugiert. Anschließend wurden sie in einem Gemisch aus 30 µl Annexin-
V Bindepuffer, 3 µl Annexin-V:FITC (Immunotools GmbH) und 3 µl 7-AAD (Sigma-
Aldrich GmbH) resuspendiert. Nach 15 Minuten Inkubation wurden die B-Zellen er-
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neut bei 300*g zentrifugiert, in 400 µl FACS-Puffer aufgenommen und umgehend am
Durchflusszytometer analysiert.

3.4.6 Nachweis von ROS in humanen Neutrophilen

3.4.6.1 Isolation von Neutrophilen

Humane Neutrophile wurden aus dem peripheren Blut freiwilliger Spender isoliert.
Dazu wurden 5 ml heparinisiertes Vollblut mit 20 ml vorgekühltem Erythrozyten-Lyse-
puffer (Qiagen GmbH) 15 Minuten lang auf Eis inkubiert. Anschließend wurde erst
mit 20 ml eisgekühltem Erythrozyten-Lysepuffer und danach mit 50 ml PBS gewa-
schen. Darauf nimmt man die Zellen in 35 ml PBS auf und überschichtet 15 ml Ficoll-
PaqueTMPlus mit ihnen.
Nach der Dichtegradientenzentrifugation (siehe Abschnitt 3.4.5.1) entfernt man den
Überstand komplett und resuspendiert die im Pellet angereicherten Neutrophilen.
Diese wurden dann mit einer Zelldichte von 2,5*106 ml−1 in Zellkulturmedium aus-
gesät und eine Stunde lang wie unter 3.4.5.2 beschrieben mit den Immunkomplexen
stimuliert.

3.4.6.2 Nachweis von reaktiven Sauerstoffspezies

Der Nachweis von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) wurde mit 1,2,3-Dihydrorhoda-
min (DHR) durchgeführt. Diese Substanz ist membrangängig und wird durch ROS
in ein grün-fluoreszierendes Reaktionsprodukt umgewandelt, welches im Anschluss
durchflusszytometrisch gemessen werden kann.
Je 5*105 stimulierte Neutrophile wurden bei 37 ◦C für 5 min in 5 µM DHR inkubiert.
Als Positivkontrolle dienten mit 200 ng/ml PMA stimulierte Neutrophile. Anschließend
wurden die Zellen in 400 µl FACS-Puffer aufgenommen und die mittlere Fluores-
zenzintensität (MFI) umgehend am Durchflusszytometer analysiert.

3.4.6.3 Phagozytose-Assay

Als Phagocytosesubstrat wurden grün-fluoreszierende, amine-modifizierte Latexpar-
tikel mit einem Durchmesser von einem µm (Sigma-Aldrich GmbH, L1030) verwen-
det, welche zuvor eine Stunde lang bei 37 ◦C in einer 5%igen BSA-Lösung inku-
biert wurden. Diese Latexpartikel wurden in einem Verhältnis von 1:30 Neutrophi-
len:Partikel zu den Immunkomplex-stimulierten Neutrophilen gegeben und eine Stun-
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de bei 37 ◦C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen einmal mit je 500 µl FACS-
Puffer gewaschen, in 400 µl desselbigen aufgenommen und die MFI umgehend durch-
flusszytometrisch bestimmt.

3.5 Statistik

Da die Werte für die Subklassentiter nicht der Normalverteilung folgten, wurde zur
Bestimmung des Signifikanzlevels für Gruppenvergleiche der Mann-Whitney-Test ge-
nutzt bzw. die Spearman-Korrelation für alle Analysen verwendet, bei denen die Sub-
klassentiter untereinander oder mit anderen Parametern verglichen wurden. Mit dem
Fisher-Exakt-Test wurden die Odds ratios, das 95 % Konfidenzinterval sowie die Si-
gnifikanzlevel für den Vergleich der negativen und positiven Seren für die jeweili-
gen Subklassen berechnet. Die Signifikanzlevel sind in der vorliegenden Arbeit mit
# (p<0,1), * (p<0,05), ** (p<0,01) und *** (p<0,001) angegeben.
Alle statistischen Berechnungen und Graphen wurden mit der Open-Source Software
R (v2.9.2) [R Development Core Team, 2009] bzw. OpenOffice Calc (v3.1.1) erstellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakteristika der RA Patienten Kohorte

Die untersuchte Patientenkohorte bestand aus 127 RA Patienten. Von ihnen waren 94
(74 %) positiv und 33 (26 %) negativ für anti-CCP Antikörper. Der Anteil der weiblichen
Patienten betrug 70 % und spiegelte damit circa die normale Geschlechterverteilung
von drei zu eins bei den RA Patienten wieder. Das Alter lag zwischen 26 und 91 Jah-
ren mit einem Mittelwert von 62,9 Jahren, die Krankheitsdauer im Bereich zwischen
drei und 44 Jahren mit einem Mittelwert von 14,5 Jahren.
Hinsichtlich der Krankheitsparameter konnte von 66 Patienten die Blutsenkungsge-
schwindigkeit und die Serumkonzentration des C-reaktiven Proteins ermittelt wer-
den. Erstere füllte einen Bereich von 7 mm/h bis 100 mm/h. Der Mittelwert lag bei
40,8 mm/h. Die Konzentration des CRP lag zwischen 3 mg/l und 105,5 mg/l bei einem
Mittel von 24,3 mg/l. Der DAS28 wurde lediglich von 29 Patienten erhalten und befand
sich zwischen 2,9 und 7,6 im Mittel bei 5,48.

4.2 IgG1 und IgG4 sind die dominierenden Subklassen unter den
ACPAs

4.2.1 Qualitätskontrolle des subklassenspezifischen ELISAs

Für die Quälitätskontrolle sind zwei Aspekte zu berücksichtigen. Zum einen muss die
Spezifität der Subklassenantikörper überprüft werden. Dazu wurde mittels ELISA die
Kreuzreaktivität jedes subklassenspezifischen Antikörpers gegen alle vier IgG Sub-
klassen getestet. Wie man in Abbildung 4.1 erkennen kann, zeigt das anti-IgG1 poly-
klonale Serum geringe Kreuzreaktivität gegen IgG2, -3 und -4 (Spalte 1 unten, Spal-
te 5). Diese unspezifische Reaktion ist am stärksten gegen IgG4, gefolgt von IgG3
und IgG2. Doch ist sie zum einen in jeder getesteten Verdünnung der beschichteten
IgG Subklassen um mindestens die Hälfte geringer als die spezifische. Zum Anderen
wurde zur Bestimmung der spezifischen IgG1 Titer der ACPAs eine höhere Serumver-
dünnung verwendet als für die anderen Subklassen. Somit hat diese unspezifische
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Reaktivität nur eine untergeordnete Bedeutung für die eigentlichen Versuchen. Die
monoklonalen Detektionsantikörper gegen IgG2, -3 und -4 weisen keinerlei Kreuz-
reaktivität gegen eine andere Subklasse auf. Eine Kreuzreaktivität gegen BSA als
Blockierungsreagenz ist in keinem Fall zu erkennen (Reihe 1).

Abbildung 4.1: Die subklassenspezifischen Antikörper für IgG2-4 zeigen keine Kreuz-
reaktivität gegen andere Subklassen, allein das polyklonale anti-IgG1 Serum erkennt in
geringem Maß IgG2, -3 und -4. Beschichtung Reihe 1: 2% BSA, Beschichtung R2-R8: Se-
rielle 1:2 Verdünnung der IgG Subklassen Proteine (graue Schrift) beginnend bei 1:1.000
(1 µg/ml) bis 1:64.000 (15,6 ng/ml). Der Kopf der Heatmap gibt den verwendeten Subklas-
senantikörper an. .

Als weiteres Qualitätsmaß wurden die Bindungseigenschaften der Detektionsantikör-
per verglichen. Das sollte gewährleisten, dass die OD die Menge an gebundenen
Autoantikörpern wiederspiegelt und nicht die unterschiedlichen Affinitäten der ver-
wendeten Detektionsantikörper. Die in Abbildung 4.2 dargestellten Titerkurven zeigen
für alle vier Antikörper eine vergleichbare OD im Bereich der Sättigung und unterhalb
der Detektionsgrenze. Allein der Graph für IgG2 ist stärker in Richtung der höheren
Konzentration der Beschichtung verschoben. In diesem Fall muss von einer höhe-
ren Detektionsgrenze ausgegangen werden. Außerdem ist der Anstieg der Kurven
innerhalb des linearen Bereichs annähernd identisch. Nur anti-IgG1 zeigt einen leicht
flacheren Verlauf. Die Versuche zur Qualitätskontrolle belegen somit die vergleichba-
ren Bindungseigenschaften sowie die Spezifität der Detektionsantikörper.
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Abbildung 4.2: Die Titerkurven aller Detektionsantikörper weisen einen nahezu iden-
tischen Verlauf auf. Dargestellt ist die jeweilige OD gegen die Konzentration (µg/ml) der
vier IgG Subklassen.

4.2.2 Bestimmung der optimalen Serumverdünnung

Aufgrund der hohen OD-Werte für die anti-CCP Antikörper (22 Seren mit einer OD
über 1,5) bei einer 1:200 Serumverdünnung wurden diese zu einem späteren Zeit-
punkt zusätzlich bei einer 1:400 Verdünnung gemessen. Damit sollte sichergestellt
werden, dass man sich hier nicht im Bereich der Sättung für eine Vielzahl der Seren
befand. Abbildung 4.3 zeigt die Korrelation beider Bestimmungen für anti-MCV und
anti-CCP Antikörper. Die OD-Werte für die MCV-spezifischen IgG1 Antikörper dage-
gen befanden sich bereits bei der 1:200 Serumverdünnung im mittleren Bereich des
Assays, was der Rangkorrelationskoeffizient von 0,93 zeigt (Vergleich CCP: 0,7). Der
Anstieg von 0,46 weist zusätzlich auf die Linearität des ELISAs im gemessenen Be-
reich hin: doppelte Verdünnung bedeutete halbe OD. IgG1 wurde also im Folgenden
mit einer 1:400 Serumverdünnung bestimmt. Für die anderen Subklassen wurde das
Serum 1:20 verdünnt. Somit ist IgG1 nicht mit IgG2, -3 und -4 vergleichbar. Doch
letztere sind auf die gleiche Art und Weise nachgewiesen worden und somit unterein-
ander vergleichbar.
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Abbildung 4.3: Die Titer der IgG1 anti-MCV und anti-CCP Antikörper zweier Serumver-
dünnungsstufen korrelieren signifikant (p < 0,001). Im XY-Diagramm sind die OD-Werte
für die 1:200 gegen die 1:400 Serumverdünnung aufgetragen. Jeder Punkt entspricht ei-
nem der 77 getesteten RA Patienten. Desweiteren sind die lineare Regressionsgleichung
und der Rangkorrelationskoeffizient R angegeben.

4.2.3 CCP und MCV spezifische Autoantikörper korrelieren signifikant
miteinander

Zunächst sollte die Frage beantwortet werden, wie sich die Antikörpertiter der IgG
Subklassen gegen CCP bzw. MCV zueinander verhalten. Dazu wurden die entspre-
chenden ODs als Indikator für die Titer verwendet und direkt miteinander korreliert
(Abbildung 4.4). Es zeigten sich hier für alle vier Subklassen signifikante Korrelatio-
nen zwischen anti-CCP und anti-MCV (p < 0,001). Die Beziehung war für die Antikör-
per der Klasse IgG4 am stärkesten (R = 0,73). Es folgten IgG3 (R = 0,58), IgG1 (R =
0,53) und IgG2 (R = 0,37). Die vergleichsweise schwache Korrelation zwischen CCP
und MCV-spezifischen IgG2 kann dabei aus den geringen Titern der spezifischen
Antikörper dieser Subklasse resultieren.
Die beobachtete Korrelation zwischen anti-MCV und anti-CCP Antikörpern kann ent-
weder durch eine gemeinsame Regulation der produzierenden Plasmazellen oder
aus Kreuzreaktivitäten resultieren. Im folgenden wurden beide Möglichkeiten unter-
sucht.
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Abbildung 4.4: Die Titer der anti-MCV und anti-CCP Antikörper jeder Subklasse kor-
relieren signifikant miteinander wobei IgG4 die stringenteste Korrelation aufweist. Im
XY-Diagramm sind die OD-Werte für die anti-MCV gegen die anti-CCP Antikörper der vier
IgG Subklassen aufgetragen. Jeder Punkt entspricht einem der 77 getesteten RA Patienten.
Desweiteren ist der Rangkorrelationskoeffizient R angegeben.

4.2.4 IgG1 stellt die dominante Subklasse unter den Antikörpern gegen CCP
und MCV in RA, doch IgG4 ist auffällig erhöht

Einen Hinweis auf eine gemeinsame Regulation kann die Isotyp-Verteilung liefern, da
der Klassenwechsel aktivierter, naiver B-Zellen abhängig ist von Mediatoren in deren
Mikroumgebung. Dazu wurden die Spiegel der CCP- und MCV-spezifischen Antikör-
per der IgG Subklassen untersucht. Die entsprechenden ODs sind in Abbildung 4.5
zusammengefasst. Die Mediane der ODs der anti-CCP Antikörper betragen 0,849,
0,095, 0,085, 0,158 sowie 0,095, 0,061, 0,064, 0,065 für die MCV spezifischen An-
tikörper der jeweiligen Subklassen IgG1, IgG2, IgG3 und IgG4. Auch wenn die ODs
dies für anti-MCV nicht verdeutlichen, sind die spezifischen IgG1-Titer erwartungsge-
mäß am höchsten. Denn die Patientenseren wurden für die IgG1-Bestimmung 20fach
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stärker verdünnt als bei den drei anderen Subklassen. Interessanterweise ist der anti-
CCP spezifische IgG4 Titer signifikant (p = 0,008) höher als diejenigen für IgG2 und
IgG3. Betrachtet man die Situation bei den MCV spezifischen Subklassen, so ist der
Median der IgG4 Titer nur marginal erhöht. Jedoch kann man aus der Lage des obe-
ren Quartils (IgG2 - 0,1, IgG3 - 0,15, IgG4 - 0,28) ablesen, dass mehr Patienten einen
erhöhten IgG4 Spiegel aufweisen als IgG2 oder IgG3.
Doch nicht nur die Titer, sondern auch die Frequenz der positiven Seren für anti-CCP
und anti-MCV Antikörper der Subklassen IgG2, -3 und -4 spiegelte die beschriebene
Verteilung wieder. Während 33 der 77 untersuchten Patienten CCP spezifische An-
tikörper der IgG4 Subklasse trugen, waren es jeweils nur 14 bzw. 20 für IgG2 und
IgG3. Die Unterschiede zwischen IgG4 und IgG3 bzw. zwischen IgG4 und IgG2 wa-
ren statistisch signifikant im exakten Fischer-Test mit Odds Ratios von jeweils 2,12
(95% Konfidenzinterval: 1,03 - 4,49, p = 0,04) und 3,35 (95% Konfidenzinterval: 1,53
- 7,61, p = 0,001). Betrachtet man die anti-MCV Antikörper, so konnten 33 Patien-
ten als IgG4-positiv klassifiziert werden, doch lediglich 20 waren IgG2-positiv und 26
IgG3-positiv. Daraus ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen IgG4 und IgG2
(p = 0,04) mit einer Odds ratio von 2,12 (95% Konfidenzinterval: 1,03 - 4,49). IgG4
und IgG3 unterschieden dich jedoch nicht (Odds ratio = 1,5, 95% Konfidenzinterval:
0,7 - 3,26, p = 0,28).
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass für die beiden Zielantigene, CCP und
MCV, IgG1 die dominante IgG Subklasse darstellt, gefolgt von IgG4.
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Abbildung 4.5: IgG1 gefolgt von IgG4 sind die dominanten Subklassen beider getes-
teter ACPA Populationen in der RA. Die Boxplots zeigen die ODs der verschiedenen IgG
Subklassentiter gegen CCP (oben links), MCV (oben rechts) and VZV (unten links). Für
die Analyse der ACPA-Subklassen wurden 77 RA Seren in einer Verdünnung von 1:400
(IgG1) und 1:20 (IgG2, IgG3, IgG4) getestet. Für die Untersuchung der VZV-spezifischen
Antikörper wurden 19 RA Seren mit Verdünnungen von 1:100 (IgG1) bzw. 1:5 (IgG2, IgG3
and IgG4) getestet. Boxplot (unten rechts) demonstriert die Gesamtsubklassenspiegel von
10 Patienten. Die Boxen zeigen das 25%-, 75%-Quantil sowie den Median der ODs für die
vier IgG Subklassen, die Whisker das 5% bzw. das 95% Quantil. Die p-Werte wurden mit
dem Mann-Whitney U-Test berechnet. n.s. - nicht signifikant.

4.2.5 Antikörperantworten gegen Varicella zoster und Gesamtserumspiegel
sind nicht in Richtung IgG4 verschoben

Um zu untersuchen, ob die Dominanz von IgG4 über IgG2 und IgG3 spezifisch für
beide Autoantikörpertypen oder ein allgemeines Charakteristikum der Immunantwort
in RA-Patienten ist, wurde zusätzlich die IgG Subklassenverteilung gegen das ver-
breitete Varicella zoster Virus (n = 19) und der Gesamtserumspiegel (n = 10) für
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IgG1 bis IgG4 (Abbildung 4.5) analysiert. Dafür wurden die hochtitrigen Seren für
anti-MCV und -CCP jeder Subklasse berücksichtigt.
Unter den anti-VZV Antikörpern war allein IgG1 bei einer Serumverdünnung von
1:100 zu detektieren. Für sie lag der Median der ODs bei 1,123. Betrachtete man die
anderen drei Subklassen bei einer 1:5 Verdünnung des Serums, so war mit Medianen
von 0,044, 0,035 und 0,039 für IgG2 bis IgG4 keine dieser Subklassen substantiell
vorhanden. Vervollständigend existierten auch keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen diesen. Die Gesamtserumspiegel wichen mit mittleren Konzentrationen von
6,24, 2,75, 0,74 und 0,266 g/l für IgG1 bis IgG4 ebenfalls nicht von den Normwerten
ab.
Somit lässt sich abschließend festhalten, dass die erhöhten IgG4-Spiegel spezifisch
für die ACPAs im Serum von RA-Patienten sind.

4.2.6 Korrelation mit Krankheitsparametern

Nach der Untersuchung der immunologischen Eigenschaften von anti-MCV und anti-
CCP Antikörpern wurde nun der Zusammenhang zwischen den Subklassentitern
der untersuchten ACPAs mit den erhaltenen Krankheitsparametern Blutsenkungsge-
schwindigkeit (BSG) und C-reaktives Protein (CRP)-Konzentration analysiert. Beide
Parameter sind ein Maß für den systemischen Inflammationsgrad und werden zur
Abschätzung der aktuellen Krankheitsaktivität genutzt.
Die Titer von IgG3 anti-MCV (P = 0,02, R = 0,29) und anti-CCP (p = 0,03, R = 0,27)
sowie IgG4 anti-MCV (p = 0,01, R = 0,31) korrelierten mit der Serum CRP Konzentra-
tion. Für IgG4 anti-CCP Antikörper war ledigliche eine Tendenz (p = 0,08) zu erken-
nen. Die BSG war in der hier untersuchten Patientenkohorte signifikant mit anti-MCV
Antikörpern der Subklassen IgG2 (p = 0,02, R = 0,28) und IgG4 (p = 0,02, R = 0,28)
korreliert. Es läßt sich resümieren, dass beide Parameter der Krankheitsaktivität bes-
ser mit den Antikörpern gegen MCV korrelierten.
Zuletzt wurde untersucht, wie sich die Krankheitsdauer auf die Autoantikörperspiegel
auswirkt. Überraschenderweise waren die IgG4 Titer gegen beide Zielantigene umso
geringer, je länger die Diagnose der RA bestand (anti-MCV: p = 0,02, R = -0,28; anti-
CCP: p = 0,001, R = -0,41). Die anderen drei ACPA-Subklassen korrelierten nicht mit
der Krankheitsdauer.
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4.3 Das Erkennungsspektrum der Autoantikörper gegen MCV
subklassifizieren die ACPA-positiven RA Patienten

Anschließend wurde die potentielle Kreuzreaktivität untersucht. Dazu wurde ein se-
quentieller ELISA entwickelt. Der erste Schritt bestand aus der Isolation von entweder
MCV- oder CCP-spezifischen Antikörpern aus dem Serum von RA Patienten. Dies
wurde durch die Elution der gebundenen Antikörper von der jeweiligen ELISA-Platte
bewerkstelligt. Im zweiten Schritt wurden die eluierten Antikörper erneut an eine mit
MCV oder CCP beschichtete ELISA-Platte gebunden (Abbildung 3.1). Die Entwick-
lung der ersten Platte identifiziert nicht eluierte Antikörper, welche einen Anteil von
18% im Fall von MCV bzw. 19% bei anti-CCP ausmachten und somit vergleichbar
waren. Die Entwicklung der zweiten ELISA Platten ergab die Anteile von sowohl an
das spezifische Antigen bindenden Antikörper als auch den Anteil der Kreuzreagie-
renden. Erstere machten im Mittel 29% der MCV- und 49% der CCP spezifischen
Antikörper aus.
Der Anteil der CCP spezifischen Antikörper, die mit MCV kreuzreagierten war mit
durchschnittlich 11,5% nur marginal messbar. Hier stellten nur die Patienten vier und
fünf eine Ausnahme dar, in denen eine Kreuzerkennung wahrscheinlich war. Ebenso
verhielt sich die Fähigkeit der MCV spezifischen Antikörper CCP zu binden bei den
Patienten 1-8. Sie betrug im Mittel 10%. Demgegenüber kreuzreagierten diese bei
den Patienten 8-16 z.T. sogar stärker mit CCP. Hier lag die durchschnittliche Bindung
bei 44%. Demzufolge konnte man durch die Kreuzreaktivität der anti-MCV Antikörper
die ACPA+ RA-Patienten in zwei Gruppen teilen, eine mit einem weiten und eine mit
einem begrenzten Erkennungsspektrum.
Um beide Gruppen näher zu charakterisieren wurden die verfügbaren allgemeinen,
klinischen und genetischen Daten betrachtet. Jedoch konnte kein Unterschied hin-
sichtlich des Alters (p = 0,26), der Krankheitsdauer (p = 0,65), BSG (p = 0,86), CRP
(p = 0,92), DAS28 (p = 0,86), der HLA-DRB1 Haplotypen oder des SE-Status (p = 0,7)
erkannt werden. Nur der IgG1 Titer gegen CCP zeigte signifikante Unterschiede zwi-
schen beiden Gruppen (p = 0,02) mit einer mittleren OD von 0,91 für die Patienten mit
einem begrenztem und 1,58 für solche mit einem breitem Erkennungsspektrum. Da
IgG4 wegen seines Fab Arm Austausches besonders geeignet scheint, breite ACPA
Spezifitäten zu untersuchen, wurde der sequentielle ELISA für 3 Patientenseren wie-
derholt, jedoch nur IgG4 spezifisch detektiert. Während anti-CCP spezifische ACPAs
erneut nur marginal mit MCV reagierten, bindet anti-MCV spezifisches IgG4 aus allen
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drei Proben substantiell an CCP. Dies bestätigt die breitere Spezifität von anti-MCV
spezifischen ACPAs auch für die IgG4 Subklasse.
Es lässt sich also resümieren, dass die Titer von anti-MCV und anti-CCP Antikörpern
miteinander korrelieren. Dieser Zusammenhang konnte sowohl auf eine gemeinsame
Regulation der produzierenden Plasmazellen (siehe Subklassenverteilung) als auch
(zum Teil) auf eine Kreuzreaktivität beider Antikörperpopulationen zurückgeführt wer-
den.

Abbildung 4.6: Die Anti-MCV Diversität subklassifiziert ACPA+ RA Patienten in zwei
Gruppen. MCV- (A) und CCP-spezifische Antikörper (D) wurden aus dem Serum von 16
RA Patienten mittels ELISA Platten isoliert. Die Eluate wurden zweigeteilt und jede Hälfte
auf eine neue ELISA-Platte gegeben, welche entweder mit MCV oder CCP beschichtet war.
100% Bindung auf der zweiten Platte entspricht der halben OD, die auf der Ausgangsplatte
gemessen wurde (B) und (E). (C) und (F) sind Replikate von (B) und (E) bei denen IgG4
spezifisch detektiert wurde.
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4.4 Der Einfluss von HLA-DRB Allelen auf die Subklassenspiegel
der ACPA

4.4.1 HLA-Typisierung

Die Grobtypisierung wurde für 125 RA Patienten erfolgreich vorgenommen. Abbil-
dung 4.7 zeigt beispielhaft die Agarosegele für die Patienten 107 und 116. Hier wa-
ren deutlich die technischen Kontrollen bei 430 bp (Spuren 2-9, 11-18, 20-23) bzw.
515 bp (Spuren 1, 10 und 19) zu erkennen. In keinem der analysierten Gele wurde
eine Bande in der Negativkontrolle detektiert (Spur 24). Für den Patienten 107 waren
Typisierungsbanden in den Spuren 1 (DRB1*01), 8 (DRB1*04) und 22 (DRB4) zu er-
kennen. Das Agarosegel nach der Typisierung des Patienten 107 zeigte spezifische
Banden in den Spuren 6, 15, 16, 17. Dies ließ auf ein DRB1*13 Allel schließen, mit
dem gekoppelt das DRB3-Gen (Spur 21) vererbt wurde. Die Typisierungsbande in
Spur 10 entsprach HLA-DRB1*10 auf dem anderen Allel.

Abbildung 4.7: Agarosegele der HLA-Typisierung zeigen klare Kontroll- und Typisie-
rungsbanden. (A) Agarosegel von Patient 116 zeigt Typisierungsbanden in den Spuren 1
(HLA-DRB1*01), 8 (HLA-DRB1*04) und 22 (HLA-DRB4), (B) Agarosegel von Patient 107
zeigt Typisierungsbanden in den Spuren 6, 15, 16, 17 (HLA-DRB1*13), 10 (HLA-DRB1*10)
und 21 (HLA-DRB3).
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Von den typisierten Proben waren zwei Patienten homozygot für DR1 (1,6%) und 21
für DR4 (16,8%), 29 Patienten trugen genau ein DR1- (23,2%) und 58 genau ein DR4-
Allel (46%). 79 Patienten besaßen mindestens ein DR4-Allel (63,2%), womit dieser
Haplotyp am häufigsten vertreten war. Von den DR1- und DR4-Heterozygoten trugen
14 die Kombination DR1/DR4.
Stratifizierte man die typisierten Patienten in ACPA+ (n=77) und ACPA- (n=48), so
fanden sich in der positiven Gruppe 88 *04-Allele, in der zweiten Gruppe lediglich
12. Somit war erwartungsgemäß unter den ACPA-positiven Patienten das *04-Allel
signifikant häufiger vertreten (p<0,0001; Odds ratio: 10,88; 95% Konfidenzinterval:
5,3 - 24) [Snir et al., 2009].
Hinsichtlich der Krankheitsaktivität konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
Patienten mit den Genotypen DRx/DRx, DR4/DRx und DR4/DR4 gefunden werden. Die ent-
sprechenden Mediane lagen hier bei 31 (n=41), 36,2 (n=52) und 30,7 mm/h (n=15)
für die Blutsenkungsgeschwindigkeit bzw. 16,75 (n=44), 10,12 (n=53) und 23,86 g/l
(n=14) für die CRP-Spiegel. Betrachtete man die SE Allele konnte ein signifikanter
Unterschied mit einem p-Wert von 0,04 nur für die BSG zwischen den Gruppen SE/SE

(Median: 30,1 mm/h) und SE/X (Median: 43 mm/h) festgestellt werden. Keine Unter-
schiede wurden dagegen beim Vergleich der DR1- mit den DR1+ Patienten gefunden,
weder für die BSG noch für die CRP-Konzentration.
Im Weiteren sollte untersucht werden, welchen Einfluss das Auftreten von SE Al-
lelen des HLA-DRB1 Gens, des prominentesten genetischen Risikofaktors für die
Entwicklung einer RA, auf die gemessenen Subklassentiter hat. Entsprechend der
SE-Hypothese beruht die Assoziation des HLA-DRB1 Gens mit der RA auf der Epi-
topselektion: die SE-Allele besitzen eine Sequenzgemeinsamkeit im Bereich der pep-
tidbindenden Grube, welche die Präsentation arthritogener Peptide begünstigen soll.
Daher wurden im Folgenden die RA-Patienten nach dem Vorhandensein von RA as-
soziierten SE-Allelen (S3P und S2) [Gourraud et al., 2007] stratifiziert. Zur Bestim-
mung der vorliegenden SE-Allele wurde die entsprechende Region in der genomi-
schen DNA jedes Patienten sequenziert. Abbildung 4.8 zeigt beispielhaft drei Elek-
tropherogramme von unterschiedlichen HLA-DRB1*04 homozygoten Patienten. Je-
der trug eine andere Kombination von SE-Allelen.
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Abbildung 4.8: Elektropherogramme von drei unterschiedlichen SE-
Allelkombinationen in RA Patienten, die homozygot für HLA-DRB1*04 typisiert
wurden. (A) Patient 06 (S2/S2), (B) Patient 24 (S3P/S3P), (C) Patient 60 (S2/x). Geschlossene
Boxen kennzeichnen den Bereich des SE, unterbrochene Boxen zeigen die Stellen der
Sequenzvariabilität.
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Zum Vergleich der Subklassentiter der ACPAs wurden die Patienten in drei Grup-
pen stratifiziert: X/X (n = 6), SE/X (n = 33) sowie SE/SE (n = 32) (Abbildung 4.9). Für die
Subklasse IgG1 konnte eine Tendenz zu höheren Titern gegen MCV bei den SE ho-
mozygoten verglichen mit den heterozygoten Patienten gefunden werden (Mediane:
0,122 vs. 0,076; p=0,074). Die CCP-spezifischen IgG1 Antikörper erreichten sowohl
in der SE/X- als auch in der SE/SE-Gruppe mit Medianen von 0,79 respektive 0,919 hö-
here Spiegel als bei den X/X-Seren, die einen Median von 0,378 für die OD aufwiesen.
Die p-Werte betrugen hier jeweils 0,043 und 0,016. Desweiteren war ein signifikanter
Unterschied zwischen CCP spezifischem IgG2 der SE homozygoten vs. heterozy-
goten Patienten zu verzeichnen mit einer medianen OD von 0,137 gegenüber 0,082
und einem p-Wert von 0,036. Auch konnte ein signifikanter Unterschied der anti-CCP
IgG4-Antikörper (p = 0,45) zwischen der SE-negativen (Median = 0,076) und homo-
zygot SE (Median = 0,15) Gruppe erkannt werden.
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Abbildung 4.9: Das Auftreten von SE Allelen beeinflusst die ACPA Subklassentiter.
Die RA Patienten wurden entsprechend dem Auftreten von SE-Allelen in drei Gruppen ein-
geteilt und die ACPA Subklassentiter verglichen. (X/X)=6, n(SE/X)=33, n(SE/SE)=32. Die Boxen
zeigen das 25%- und 75%-Quantil sowie den Median der ODs für die vier IgG Subklassen.
Die Whisker geben das 5% bzw. das 95% Quantil an.

Den Hauptanteil der SE Allele machten in unserer Kohorte erwartungsgemäß die *04
und *01-Allele aus [Fries et al., 2002]. Daher sollte im Folgenden untersucht werden,
welchen Einfluss jedes dieser beiden Allele auf die Subklassentiter hat.
Dazu wurden die Patienten zunächst nach dem Auftreten des HLA-DRB1*04-Haplo-
typs in drei Gruppen unterteilt: X/X (n=10), DR4/X (n=46) und DR4/DR4 (n=21). Zwischen
diesen wurden anschließend die Subklassentiter der anti-CCP sowie anti-MCV An-
tikörper verglichen (Abbildung 4.10). Für IgG1 zeigten sich hier signifikant höhere
Titer in der DR4/DR4-Patientengruppe verglichen mit den Patienten, die nur ein einziges
DR4-Allel besaßen. Dies galt für Antikörper gegen beide Zielantigene mit Medianen
von jeweils 0,08 vs. 0,159 (p=0,038) für anti-MCV und 0,745 vs. 1,059 (p=0,089) für
anti-CCP. Auch beim anti-MCV IgG2 lagen die DR4-Homozygoten mit einem Median
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von 0,142 signifikant über den Heterozygoten, welche eine mediane OD von 0,08 auf-
wiesen (p=0,02). Betrachtete man die IgG3 Subklasse, zeigten sich beim Vergleich
zwischen DR4/X- und DR4/DR4-Gruppe ebenfalls klare Unterschiede mit Medianen von
0,05 vs. 0,098 für anti-MCV (p=0,004) und 0,07 vs. 0,202 für anti-CCP (p=0,0002).
Auch die Menge an anti-CCP spezifischen IgG3 unter den X/X-Patienten lag mit einer
medianen OD von 0,069 unter der DR4/DR4-Gruppe (p=0,07). Interessanterweise waren
bei den IgG4 Antikörpern gegen beide Zielantigene keinerlei auffällige Unterschiede
zu erkennen.

Abbildung 4.10: Die Subklassentiter von IgG1 bis IgG3 sind in DR4 homozygoten
Patienten im Vergleich zu den Heterozygoten signifikant erhöht.n(X/X)=10, n(DR4/X)=46,
n(DR4/DR4)=21. Die Boxen zeigen das 25%- und 75%-Quantil sowie den Median der ODs für
die vier IgG Subklassen. Die Whisker geben das 5% bzw. das 95% Quantil an.

Zuletzt wurden die Patienten nach dem Auftreten von HLA-DRB1*01 gruppiert. Da-
bei wurden in Abbildung 4.11 nur die Gruppen DR1/X und DR1/X gegenüber gestellt, da
lediglich zwei Patienten homozygot für DR1 waren. Hier konnte für keine der IgG
Subklassen ein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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Abbildung 4.11: Das Auftreten von DR1 in RA Patienten korreliert nicht mit erhöhten
Subklassentitern. n(X/X)=60, n(DR1/X)=17. Die Boxen zeigen das 25%- und 75%-Quantil
sowie den Median der ODs für die vier IgG Subklassen. Die Whisker geben das 5% bzw.
das 95% Quantil an.

Wie hier gezeigt werden konnte, führt das Auftreten von SE Allelen zu erhöhten
ACPA Subklassentitern. Dieser Effekt konnte der HLA-DRB1*04-Gruppe zugespro-
chen werden. Für DR1 konnten keine Unterschiede zwischen DR1-positiven und -
negativen Patienten festgestellt werden, obwohl hier ebenfalls eine RA assoziierte SE
Sequenz vorliegt. Somit scheint ein Spezifikum bei den Trägern der HLA-DRB1*04
Allelgruppe vorzuliegen, welches unabhängig vom SE mit höheren ACPA Titern kor-
reliert.

4.4.2 Die Frequenz der HLA-DRB4 Spleißvariante ist in ACPA-negativen
RA-Patienten erhöht

Ein Spezifikum der allelischen Linie DR53, welche die Allele *04, *07 und *09 ein-
schließt, ist die Existenz des HLA-DRB4 Gens (siehe Abbildung 2.2), dessen Orga-
nisation in Abbildung 4.12A dargestellt ist. Das HLA-DRB4 Gen besteht aus sechs
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Exons und es ist eine Splicevariante bekannt, bei der ein Einzelnukleotidaustausch
in der Spliceakzeptorstelle des ersten Introns zu einem Verbleiben dieser Intronse-
quenz in der mRNA führt, wodurch kein funktionelles HLA-DRB4 Protein gebildet
werden kann. Der Bereich der Splicestelle wurde für die Untersuchung sequenziert.
Die drei möglichen Kombinationen sind als Elektropherogramme in Abbildung 4.12
dargestellt.

Abbildung 4.12: Elektropherogramme zur Sequenzierung der Spleißvariante. (A) pro-
portionale Organisation des HLA-DRB4 Gens (Exon vierfach stärker, Introns entsprechend
geringer gewichtet), Stern - 3’-Spleißstelle. (B) Patient 20.067 (homozygot WT), (C) Patient
77 (heterozygot), (D) Patient 108 (homozygot SplVar).

Anschließend wurde für alle *04, *07 und *09-Allele die Anzahl der Splicevarianten
bestimmt. Unter den CCP-positiven RA Patienten wurden vier Spleißvarianten nach-
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gewiesen, 99 Allele entsprachen der Wildtypausprägung. Von den CCP-negativen
besaßen ebenfalls vier die Spleißvariante, jedoch nur 17 Allele die normal exprimier-
te Variante. Somit ist die Spleißvariante in den CCP-negativen Gruppe mit einer Odds
Ratio von 5,7 überrepräsentiert (p = 0,028, 95% Konfidenzinterval: 0,97 - 33,8).

4.5 Funktionelle Aspekte von IgG4

IgG4 ist für funktionelle Studien eine sehr interessante Subklasse. Es besitzt zum
einen die Fähigkeit zum Fab-Arm-Austausch, wodurch es monovalent werden kann
und die Bildung von Immunkomplexen behindert. Zum anderen ist es unter den ACPAs
in Frequenz und Titer gegenüber IgG2 und IgG3 erhöht. Im Folgenden soll der Effekt
von IgG4 in Immunkomplexen auf die Apoptose von B-Zellen untersucht werden. Die
Apoptose autoreaktiver B-Zellen ist für die periphere Toleranzinduktion von Bedeu-
tung. In diesem Prozess bilden Immunkomplexe einen negativen Rückkopplungsme-
chanismus besonders auf Plasmazellen, in denen durch die Aktivierung des FcγRIIb
der gerichteten Zelltod ausgelöst wird. Darüber hinaus soll der Einfluss von IgG4 in
Immunkomplexen auf die Aktivierung von Neutrophilen untersucht werden. Mit beiden
Versuchsansätzen soll die Frage untersucht werden, ob und an welcher Stelle ACPAs
der IgG4-Subklasse eine Rolle bei der Pathogenese der RA einnehmen könnten.

4.5.1 Aufreinigung von IgG und IgG1/4

Zur Gewinnung von IgG1 und IgG4 aus dem Serum von Allergie-Patienten wurde zu-
nächst Gesamt-IgG über eine Protein A Säule gewonnen, aus diesem dann die IgG1
bzw. IgG4-Fraktion. Dazu wurde zunächst IgG4 affinitätschromatographisch aufgerei-
nigt, anschließend aus dem Durchlauf (IgG4-negative Fraktion) das IgG1 gewonnen.
Abbildung 4.13 zeigt das Chromatogramm einer IgG-Isolation.
Fraktionen à 2 ml wurden ab Beginn der Probenauftragung gesammelt und die Pro-
teinmenge (Absorption bei 280 nm) bestimmt. Für die IgG Gewinnung der Probe
A_08_w wurden 2,7 ml Serum eingesetzt. Mit zwei Fraktionen Verzögerung ist das
erste Serumprotein im Durchfluss messbar. Nach der Applikation der verdünnten Se-
rumprobe wurde solange gewaschen bis die Proteinkonzentration gegen Null ging
(Fraktion 12). Anschließend wurde das Protein A-gebundene IgG in den Fraktionen
13-15 eluiert, neutralisiert und dialysiert. Die Ausbeute an IgG betrug schließlich
34,5 mg (Erwartungswert: 34 mg IgG bei einer mittleren Serumkonzentration in Er-

60



Kapitel 4. Ergebnisse

wachsenen von 12,5 mg/ml [Janeway et al., 2002]). Die Menge des gewonnen IgG4
aus den IgG-Isolaten entsprach nach der Dialyse und dem Konzentrieren des Dialy-
sats ebenfalls den Erwartungswerten von 0,08 mg/ml Serum bis 1,4 mg/ml Serum.

Abbildung 4.13: Chromatogramm einer Aufreinigung von IgG aus dem Allergiepatien-
ten A_08_w). Aufgetragen ist die Proteinmenge in den konsekutiven Fraktionen im Verlauf
der drei Phasen der Affinitätschromatographie.

Als nächstes wurden die gewonnenen IgG1- und IgG4-Fraktionen auf Reinheit so-
wie Bindungsfähigkeit überprüft. Dazu wurde ein ELISA durchgeführt, bei dem das
jeweilige Allergen an die ELISA-Platte absorbiert und anschließend die Isolate inku-
biert wurden. Detektiert wurde mit den subklassenspezifischen Antikörpern gegen
IgG1 und IgG4 (Tabelle 3.2). Abbildung 4.14 zeigt die Mengen an allergenspezifi-
schen IgG1 und IgG4 in den Isolaten. Die mittlere OD für IgG1 in den IgG1-Isolaten
betrug 0,69, für IgG4 in der IgG1-Fraktion lediglich 0,02. In keinem der IgG1-Isolate
konnten substantielle Mengen an Verunreinigungen durch IgG4 gefunden werden.
Die mittlere OD für IgG4 in den IgG4-Isolaten betrug 0,72, für IgG1 konnte hier ein
Mittelwert von 0,11 ermittelt werden. Der Anteil an IgG4 betrug 86,7% im Vergleich
zum mittleren Anteil von IgG4 am Gesamt-IgG im Serum von 3,7%. Auffällig sind hier
die Bienengift-spezifischen Subklassen der Probe A_09: In dieser sind sehr große
Mengen an allergenspezifischem IgG4, jedoch kaum IgG1 enthalten.
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Abbildung 4.14: Überprüfung von Reinheit und Bindungsvermögen der isolierten
IgG1 (links) und IgG4 Fraktionen (rechts) aus dem Serum von Allergie-Patienten. Die
Isolate wurden auf einer Allergen-beschichteten ELISA-Platte inkubiert und mit peroxidase-
gekoppelten Antikörpern gegen IgG1 bzw. IgG4 entwickelt. Angegeben ist die mittlere OD
einer Doppelbestimmung.

4.5.2 IgG4 verhindert die Bildung von Immunkomplexen

Im nächsten Schritt wurden Immunkomplexe in-vitro aus den isolierten IgG1- und
IgG4-Antikörpern mit dem jeweils spezifischem Allergen generiert. Um die Bildung
von Immunkomplexen zu überprüfen, wurden diese mittels ELISA detektiert. Zu be-
denken ist dabei, dass die Wespen- bzw. Bienenallergen spezifischen Antikörper nur
einen geringen Teil aller isolierten Immunglobuline ausmachen.
In Abbildung 4.15A ist der Nachweis der spezifischen Immunkomplexe für die IgG1-
Aufreinigungen von Allergiepatient 5 und 6 dargestellt. Vier Mischungsverhältnisse
von IgG1 und dem spezifischem Allergen wurden ausgetestet, um den Punkt der
optimalen Immunkomplexbildung zu bestimmen. Mit dem isolierten IgG1 von Pati-
ent 6 konnten in den ersten beiden Verhältnissen Immunkomplexe detektiert werden.
Die OD für die Komplexe aus Wespenallergen und isoliertem IgG1 lag hier im Mit-
tel um 0,08 höher als bei der PBS Kontrolle. Für die Probe des Patienten 5 konn-
ten bei jedem getesteten Mischungsverhältnis Immunkomplexe mit einem mittleren
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OD-Unterschied zur PBS-Kontrolle von 0,05 nachgewiesen werden. Immunkomplexe
ließen sich also aus dem isolierten IgG1 und sowohl Bienen- als auch Wespengift
generieren.
Der entsprechende Test mit IgG4 wies jedoch bei keinem der Mischungsverhältnisse
Immunkomplexe auf (Abbildung 4.15B). Daher wurde für das nächste Experiment
IgG1 und IgG4 zu gleichen Teilen verwendet (Abbildung 4.15C, links). Hier konnten
klar Immunkomplexe generiert werden. Die OD für die spezifischen Immunkomplexe
lag durchschnittlich 0,07 über der PBS-Kontrolle. Zusätzlich wurde die Bildung von
Komplexen von IgG4 des Patienten 6 durch Inkubation mit einem Gemisch beider
Antigene analysiert. Auch hier fanden sich keine Immunkomplexe (Abbildung 4.15C,
rechts).
Als Kontrolle wurden Immunkomplexe aus den isolierten IgG1- bzw. IgG4-Antikörpern
durch Hitzeeinwirkung generiert. Hier konnte ein größerer Anteil an Immunkomple-
xen bestimmt werden, denn die Zusammenlagerung erfolgte - im Gegensatz zu den
spezifischen Immunkomplexen - unabhängig von der Spezifität der Antikörper. Ent-
sprechend war der Unterschied zwischen den hitzebehandelten und naiven Proben
mit einem Mittel von 0,11 größer als bei den spezifischen Immunkomplexen.
Bisher konnte gezeigt werden, dass nach der Affinitätschromatographie die IgG1-
und IgG4-Fraktionen bindungsfähige Antikörper entsprechender Reinheit enthielten
und auch Immunkomplexe gebildet werden konnten.
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Abbildung 4.15: IgG4 verhindert die Bildung von Immunkomplexen in-vitro. (A) Im-
munkomplexe wurden aus verschiedenen Mischungsverhältnissen von isolierten IgG1 und
Allergenlösung bzw. PBS gebildet (1 - 1 µl:19 µl Allergen bzw PBS, 2 - 2 µl:18 µl, 3 -
5 µl:15 µl, 4 - 10 µl:10 µl). Nach zwei Stunden Inkubation wurden die Immunkomplex-
Lösungen im C1q-ELISA analysiert und die mittlere OD aus zwei Replikaten berechnet.
(B) Immunkomplexe wurden aus verschiedenen Mischungsverhältnissen von IgG4-Isolat
und Allergenlösung bzw. PBS erzeugt und wie unter (A) bestimmt. (C, links) Immunkomple-
xe wurden aus verschiedenen Mischungsverhältnissen von IgG1, IgG4 und Allergenlösung
bzw. PBS (1 - 0,5 µl IgG1 + 0,5 µl IgG4 + 19 µl Allergen bzw. PBS, 2 - 1 µl + 1 µl + 18 µl,
3 - 2,5 µl + 2,5 µl + 15 µl, 4 - 5 µl + 5 µl + 10 µl) wie unter (A) gebildet und nachgewiesen.
(C, rechts) Immunkomplexe wurden wie unter (A) erzeugt, jedoch mit einem Gemisch aus
Wespen- und Bienenallergen (Konzentration jeweils 0,3 mg/ml). Anschließend wurde die
Menge an Immunkomplexen wie unter (A) bestimmt. (D) Hitzeaggregierte Immunkomplexe
wurden durch Inkubation der angegebenen isolierten Antikörper (1 - IgG1, 2 - IgG4) bei
63◦C für eine halbe Stunde erzeugt und die OD im C1q-ELISA bestimmt.
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4.5.3 Apoptose von Immunkomplex-stimulierten B-Zell Populationen

Als nächstes wurden B-Zellen aus dem peripheren Blut aufgereinigt, um diese mit
den erhaltenen Immunkomplexe zu stimulieren. Dabei kam eine negative Selekti-
onsstrategie zur Anwendung: die Ausgangszellen wurden mit einem Antikörperge-
misch inkubiert, das alle Granulozyten, Makrophagen, T-Lymphozyten und natürliche
Killerzellen markierte. Anschließend wurden diese mit magnetischen Partikeln mar-
kiert und im autoMACS in die Positivfraktion eluiert. Die B-Zellen dagegen befanden
sich in der durchlaufenden Negativfraktion. Die Abbildung 4.16 zeigt die Anteile der
B-Zellen in der Ausgangspopulation (12*107 Zellen) der PBMCs (8,5 % - entsprachen
12*106 B-Zellen) sowie in der Positiv- (1,7 % - entsprachen 0,76*106 B-Zellen) und
Negativfraktion (95,5% - entsprachen 3*106 B-Zellen).

Abbildung 4.16: B-Zellen konnten mit großer Reinheit isoliert werden. B-Zellen der
(A) Ausgangspopulation (PBMC) sowie der (B) Positiv- und (C) Negativfraktion nach der
autoMACS Isolation wurden mit den B-Zellmarkern CD19 (PE) und CD20 (FITC) markiert
und im FACSCalibur analysiert.

Die isolierten Zellen wurden ausplattiert und mit den in-vitro generierten Immunkom-
plexen inkubiert. Danach wurden die Zellen mit Annexin-V sowie 7-AAD markiert
und durchflusszytometrisch analysiert (Abbildung 4.17). Als Positivkontrolle dienten
Staurosporin-stimulierte Zellen, die erwartungsgemäß den höchsten medianen Anteil
apoptotischer Zellen von 6% aufwiesen. Mit Immunkomplexen aus IgG1 und Bienen-
allergen konnte jedoch verglichen mit der PBS-Kontrolle keine Apoptose induziert
werden. Auch die Stimulation mit IgG1 allein - also ohne Immunkomplexe - führ-
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te nicht zum vermehrten Zelltod. Die Mediane lagen hier jeweils bei -1,15% bzw.
-0,65%. Einzig die hitzeaggregierten Immunkomplexe aus IgG1 schienen die Anzahl
apoptotischer Zellen marginal um 3,2% zu erhöhen. Für das hitzeaggregierte IgG4
lag die Apoptoserate lediglich bei 0,2%, was mit beiden Kontrollen ohne Hitzeaggre-
gation (-HA) vergleichbar war. Hier konnte lediglich eine Steigerung der Apoptose um
durchschnittlich 0,3% beobachtet werden. Es zeigte also ein geringer Teil der naiven,
peripheren B-Zellen einen erhöhten programmierten Zelltod nach Stimulation mit dem
hitzeaggregiertem IgG1, jedoch nicht mit den spezifischen Immunkomplexen. Dieser
Effekt konnte nicht bei den IgG4-haltigen Immunkomplexen gesehen werden.

Abbildung 4.17: In einem geringen Teil der naiven, peripheren B-Zellen konnte durch
Stimulation mit hitzeaggregiertem IgG1 Apoptose ausgelöst werden, jedoch nicht mit
den IgG4-haltigen Immunkomplexen. Dargestellt ist die Differenz des Anteils der apopto-
tischen B-Zellen (AnV positive, doch 7-AAD negative Zellen) nach 12 Stunden Stimulation
mit Immunkomplexen und der Kontrolle mit PBS. Jeder Punkt einer Gruppe entspricht ei-
nem biologischen Replikat. Horizontale Linien kennzeichnen den Median.
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4.5.4 Aktivierungsstatus von Neutrophilen nach Stimulation mit
Immunkomplexen

Zuletzt sollte der Einfluss von Immunkomplexen auf den Aktivierungsstatus von Neu-
trophilen untersucht werden. Dazu wurden Neutrophile aus dem peripheren Blut ge-
sunder Spender angereichert, ausplattiert und mit den angegebenen Immunkomple-
xen stimuliert. Anschließend wurde die Phagocytoseaktivität (Abbildung 4.18) sowie
die Produktion von ROS (Abbildung 4.19) bestimmt.
Zur Messung der Phagozytose wurden fluoreszierende, BSA-beschichtete Latexparti-
kel zusammen mit den Immunkomplexen zu den Zellen gegeben. Nach zwei Stunden
Inkubation wurde der Anteil phagozytotisch aktiver Zellen durchflusszytometrisch be-
stimmt. Dabei wurden nur die Granulozyten anhand der Eigenschaften im Forward-
und Sideward-Scatter betrachtet. Die erhaltenen Daten wurden auf die jeweiligen
Kontrollen ohne Immunkomplexe (IgG1 ohne Allergen bzw. IgG4/IgG1 ohne Aller-
gen) bezogen. Die Werte der unstimulierten sowie der PMA-behandelten Neutrophi-
len wurde auf den Mittelwert der oben genannten Kontrollen normalisiert.
Wie erwartet wiesen die unstimulierten Neutrophilen im Median keine Erhöhung der
Phagozytoseaktivität auf (0,9-fach), wohingegen PMA einen Anstieg um das 3,5-
fache auslöste. Die Immunkomplexe aus IgG1 und Bienen- bzw. Wespenallergen
zeigten eine um das 1,7- bzw. 3,3-fache gesteigerte Phagozytose. Bienentoxin allein
induzierte die Aufnahme der Latexpartikel nicht (1,12-fach). Auch das Wespenaller-
gen sorgte durchschnittlich lediglich für einen 1,23-fachen Anstieg der Phagozytose.
Schlossen die Immunkomplexe IgG4 mit ein, so reduzierte sich die Partikelaufnahme
durch die Neutrophilen im Median auf 0,65- bzw. 1,68-fach für Bienen- bzw. Wespen-
allergen. IgG4 in den Immunkomplexen reduzierte demnach die Phagozytose von
Neutrophilen verglichen mit den Immunkomplexen, die ausschließlich IgG1 enthiel-
ten.
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Abbildung 4.18: Das Vorhandensein von IgG4 in Immunkomplexen reduziert die Pha-
gozytoseaktivität von Neutrophilen. Neutrophile wurden mit den angegebenen Immun-
komplexen versetzt und der Anteil phagozytotisch aktiver Zellen durchflusszytometrisch be-
stimmt. Die Daten wurden auf die jeweiligen Kontrollen ohne Immunkomplexe (IgG1 ohne
Allergen bzw. IgG4/IgG1 ohne Allergen) bezogen. Die Werte der unstimulierten sowie der
PMA-behandelten Neutrophilen wurde auf den Mittelwert der genannten Kontrollen norma-
lisiert. Jeder Datenpunkt einer Gruppe entspricht einem biologischen Replikat. Die horizon-
talen Linien geben den Median wieder.

Als zweites Maß für die Aktivierung von Neutrophilen sollte der Einfluss von IgG4 in
Immunkomplexen auf die Produktion von ROS untersucht werden. Dazu wurde den
Zellen nach einer Stunde Inkubation mit den Immunkomplexen DHR zugefügt und die
MFI durchflusszyometrisch bestimmt. Auffällig ist hier die starke ROS-Induktion durch
das Bienenallergen, welche im Median 1,36-fach höher lag als in den Kontrollen ohne
Immunkomplexe. Die Bindung des Allergens in IgG1-Immunkomplexen sorgte dage-
gen für eine nahezu vollständige Blockade der ROS-Produktion, welche hier lediglich
1,1-fach erhöht war. Beinhalteten die Immunkomplexe IgG4, so wurde das Bienen-
allergen nur teilweise neutralisiert und konnte ROS noch um das 1,16-fache induzie-
ren. Für das Wespenallergen wurde ein solcher Effekt nicht beobachtet. Hier lag die
ROS-Induktionen mit Medianen von 0,98-, 0,99- und 1,07-fach in allen Ansätzen sehr
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niedrig und waren mit der PBS-Kontrolle (1,02-fach) vergleichbar. Die Stimulation mit
Immunkomplexen führte also nicht zu einer verstärkten Aktivierung von ROS, doch
es konnte gezeigt werden, dass IgG4 eine geringere Kapazität besitzt, Antigen zu
neutralisieren.

Abbildung 4.19: IgG1-Immunkomplexe neutralisieren Bienentoxin besser als IgG4-
haltige Immunkomplexe. Neutrophile wurden mit den angegebenen Immunkomplexen
versetzt und die produzierte Menge an ROS durchflusszytometrisch bestimmt. Die Da-
ten wurden auf die jeweiligen Kontrollen ohne Immunkomplexe (IgG1 ohne Allergen
bzw. IgG4/IgG1 ohne Allergen) bezogen. Die Werte der unstimulierten sowie der PMA-
behandelten Neutrophilen wurde auf den Mittelwert der genannten Kontrollen normalisiert.
Jeder Datenpunkt einer Gruppe entspricht einem biologischen Replikat. Die horizontalen
Linien geben den Median wieder.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Subklassenantwort der ACPAs gegen zwei verschiedene
citrullinierte Zielantigene analysiert. In unserer 127 RA Patienten umfassenden Stu-
dienkohorte betrug der Anteil anti-CCP positiver Patienten 74%. Dies ist geringfügig
höher als die in der Literatur angegebenen Werte von 55% bis 72% [Engelmann and
Müller-Hilke, 2009; Mathsson et al., 2008]. Aufgrund des bekannten Zusammenhangs
von ACPA-Positivität mit einem schwereren Krankheitsverlauf sind auch die erhöhten
Durchschnittswerte der Kranksheitsparameter DAS28, CRP und BSG erklärbar. Hin-
sichtlich des Alters, der Krankheitsdauer und der Geschlechterverteilung sind die hier
akquirierten RA-Patienten mit anderen Studien vergleichbar [Dejaco et al., 2006; Bos
et al., 2009].

5.1 Die Subklassen der Autoantikörper gegen MCV und CCP

In früheren Untersuchungen konnte bereits eine Korrelation zwischen den anti-CCP
und anti-MCV Titern für IgG gezeigt werden [Bang et al., 2007; Mathsson et al., 2008].
Die vorliegende Arbeit dehnt das vorhandene Wissen auf die IgG Subklassen aus.
Hier konnte eine signifikante Korrelation zwischen den anti-CCP und anti-MCV Ti-
tern für jede der vier IgG Subklassen demonstriert werden. Es stellte sich die Frage,
worauf dieser Zusammenhang beruht. Zwei Szenarien sind dabei vorstellbar: zum
einen könnten die aktivierten, reifen B-Zellen einer ähnlichen Mikroumgebung und
damit einer ähnlichen Stimulation ausgesetzt sein, was letztlich zur Etablierung einer
vergleichbaren Subklassenverteilung führt. Zum anderen könnten beide Antikörper-
populationen die gleichen Epitope erkennen. Demnach würden also CCP-spezifische
Antikörper auch an MCV binden und umgekehrt. Beide Szenarien wurden hier unter-
sucht.
In den ersten Experimenten konnte gezeigt werden, dass IgG1 und IgG4 in Frequenz
und Titer die dominierenden Subklassen sowohl der anti-CCP als auch der anti-MCV
Antikörper in RA Patienten darstellten. Während IgG1 allgemein die häufigste IgG
Subklasse ist, sind die im Vergleich zu IgG2 und IgG3 erhöhten IgG4 Titer außer-
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gewöhnlich. Bisher wurde die Subklassenverteilung von ACPAs nur in einer Studie
untersucht [Chapuy-Regaud et al., 2005]. In dieser wurde jedoch citrulliniertes Fi-
brin als Zielantigen verwendet und keines der standardisierten Antigene, die im CCP-
oder MCV-Test Anwendung finden. Die Antikörper gegen citrulliniertes Fibrin wiesen
ebenfalls eine Subklassenverteilung von IgG1 > IgG4 > IgG3 > IgG2 auf.
In Publikationen anderer Autoren zu den ACPAs wurden unterschiedliche Serumver-
dünnungen bei der Messung der Subklassen verwendet, wodurch die dominierenden
Subklassen nicht bestimmt werden konnten. Eine Arbeit verfolgte die Subklassentiter
der ACPAs in Patienten, die aus einer undifferenzierter Arthritis eine RA entwickelten
[Verpoort et al., 2006]. Dabei zeigten die Autoren, das beim Übergang zur etablierten
RA ein vermehrter Klassenwechsel stattfand und damit mehr Immunglobulinklassen
unter den ACPAs gefunden werden konnten. Außerdem demonstrierten die Autoren,
dass sieben Jahre nach der RA-Diagnose die Titer von IgG2, IgG3 und IgG4 signifi-
kant gesunken waren. Anders in den eigenen Analysen zum Einfluss der Krankheits-
dauer auf die Subklassentiter. Hier konnte ein Absinken der anti-CCP und anti-MCV
Titer mit zunehmender Erkrankungsdauer lediglich für IgG4 gefunden werden. Außer-
dem veränderte sich die Anzahl der vorhandenen Subklassen nicht. Eine mögliche
Erklärung für das Absinken der Subklassentiter für IgG4 zeigt eine Studie von Bos
und Kollegen auf. Sie demonstrierten eine Abnahme der anti-CCP Titer, besonders
der IgG4 Subklasse, bei RA-Patienten unter anti-TNFα-Therapie [Bos et al., 2009].
Somit ist davon auszugehen, dass die in meiner Arbeit gefundene negative Korrelati-
on zwischen den ACPAs der IgG4-Subklasse mit der Erkrankungsdauer ebenfalls auf
die Behandlung zurückzuführen ist. Allerdings erfolgte die Serumnahme in den hier
untersuchten RA-Patienten vor der Gabe von Biologika. Somit wäre die Reduktion
von IgG4 auf die Basistherapie, z.B. mit Methotrexat, zurückzuführen.
Betrachtet man andere Autoimmunerkrankungen, so treten erhöhte IgG4 Titer auch
bei den ANCAs in der Wegener Granulomatose [Holland et al., 2004] und bei anti-
dsDNA Antikörpern im Sjögren Syndrom auf [Blanco et al., 1992]. Dagegen überwie-
gen die Subklassen IgG2 und IgG3 bei den anti-dsDNA Antikörpern in Patienten mit
Systemischen Lupus Erythematosus [Blanco et al., 1992]. In der hier untersuchten
RA-Patientenkohorte scheint die Antikörperantwort in Richtung IgG1 und IgG4 spezi-
fisch für die ACPAs zu sein und keine generelle Tendenz zum IgG4 Klassenwechsel
vorzuliegen. Das belegt zum einen, dass die Gesamtserumspiegel der Normalvertei-
lung von IgG1 > IgG2 > IgG3 > IgG4 folgen. Zum anderen ist die IgG4 Subklasse unter
den spezifischen Antikörpern gegen das verbreitet vorkommende Varicella zoster -
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Virus vernachlässigbar. Da sowohl anti-MCV als auch anti-CCP eine vergleichbare
Subklassenverteilung zeigen, kann dies als Hinweis dafür interpretiert werden, dass
die jeweiligen aktivierten B-Zellen entweder lokal im Pannus oder im Zuge ihrer Dif-
ferenzierung vergleichbaren Stimuli ausgesetzt sind. Ob allerdings ektopische Keim-
zentren, wie sie im Pannusgewebe der RA Patienten beschrieben wurden [Magalhaes
et al., 2002], diese Umgebung bieten können oder ob Autoantikörper-produzierende
Plasmazellen zentral generiert werden, bietet auch heute noch Diskussionsstoff. Im
Hinblick auf die Etablierung der ACPA Antwort sprechen erhöhte IgG4 Titer bei der
RA für das Wirken einer TH2 Mikroumgebung [Stavnezer, 1996]. Dies stellt eine bis-
her vernachlässigte Komponente bei der Pathogenese der RA dar. Jedoch spielen
auch andere Faktoren bei der Ausbildung einer bestimmten Subklassenantwort eine
Rolle. So beeinflusst die Art und Menge des Antigens sowie der Ort des Auftretens
den Klassenwechsel [Stavnezer, 1996]. Ob diese Komponenten im Kontext der RA
ebenfalls an der Ausbildung dieser spezifischen Subklassenverteilung beteiligt sind,
könnte einen interessanten Ansatzpunkt für weitere Studien bieten.

5.2 Die Kreuzreaktivität von MCV spezifischen Autoantikörpern
gegen CCP subklassifiziert RA Patienten

Neben der gemeinsamen Regulation sollten auch die gegenseitigen Kreuzreaktivi-
täten beider ACPA-Populationen untersucht werden. In der Tat konnte hier für eine
Untergruppe der RA Patienten eine Erkennung von CCP durch MCV-spezifische Au-
toantikörper gezeigt werden. Es kann zwar nicht vollständig ausgeschlossen werden
kann, dass sich einige Antikörper nach dem Elutionsprozess nicht vollständig zurück-
falteten, so erlangte doch ein Großteil der Antikörper seine Bindungsfähigkeit zurück.
Die Korrelation der anti-CCP und anti-MCV Titer scheint also auf ein Zusammenspiel
von gemeinsamer Regulation und Kreuzreaktivität zurückzugehen.
Während im CCP-Test zwei citrullinierte, vom Filagrin abgeleitete Peptide genutzt
werden, die auf maximale Spezifität und Sensitivität für die RA Diagnose optimiert
sind, enthält das MCV als natürliches Antigen viele verschiedene Citrullinierungs-
stellen. Im Vimentin können 43 Argininreste gefunden werden, von denen zehn Ci-
trullinierungsstellen experimentell bestätigt wurden [Bang et al., 2007]. Der geringe
Abstand von 17 dieser Argininreste legt nahe, dass hier mehr als eine Citrullinie-
rungsstelle innerhalb eines B-Zell Epitops vorliegen können. Im Falle einer partiellen
Citrullinierung erhöht sich die Anzahl der möglichen Epitope nochmals. Es ist da-
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her anzunehmen, dass MCV eine größere Zahl von Autoantikörpern binden kann als
CCP. Dafür spricht ebenfalls die geringfügig höhere Sensitivität des MCV Assays bei
der Diagnose der RA gegenüber dem CCP [Mathsson et al., 2008].
Die hier vorliegenden Daten zur Kreuzreaktivität unterstützen dieses Konzept wei-
ter. Während lediglich zwei CCP-Isolate signifikant an MCV binden, erkennen MCV-
spezifische Autoantikörper in der Hälfte der 18 untersuchten Patientenseren ebenfalls
CCP. Darüber hinaus ist die Bindung von anti-MCV an CCP sogar stärker als an MCV
selbst. Es erkennen also entweder alle der MCV-Antikörper auch CCP oder nur ein
Teil. In jedem Fall ist die Summe der Affinitäten gegen CCP höher als gegen MCV.
Betrachtet man dagegen ausschließlich die IgG4 Subklasse, welche aufgrund des
Fab Arm Austausches monovalent sein kann, so zeigt sich in den kreuzreagierenden
Proben in der Tat eine geringere Affinität.
Desweiteren legen die Ergebnisse eine Subklassifizierung der ACPA positiven Pa-
tienten in eine Gruppe mit breitem und eine mit begrenztem Erkennungsspektrum
der anti-MCV Antikörper nahe. Bisher konnten jedoch keine Unterschiede hinsicht-
lich klinischer Parameter oder SE Status zwischen beiden aufgespürt werden. Doch
es bleibt in einer größeren Kohorte zu analysieren, ob sich beide Gruppen im Krank-
heitsverlauf bzw. Therapieresponse unterscheiden.

5.3 Der Effekt von HLA-DRB Allelen auf die Subklassenspiegel
der ACPA

Es konnte in mehreren Studien demonstriert werden, dass das Vorhandensein von
SE-Allelen die Ausbildung einer RA begünstigt [Morgan et al., 2008; Hughes et al.,
2008]. Allerdings ist bekannt, dass nicht alle SE-Allele das gleiche Risiko vermitteln
und mit verschiedenen Krankheitsentitäten der RA verbunden sind. So konnte ge-
zeigt werden, dass Raucher mit SE-Allelen ein besonders hohes Risiko besitzen,
eine ACPA-positive RA zu entwickeln [van der Helm-van Mil et al., 2007]. Dagegen
konnte dieser Zusammenhang für die ACPA-negative RA nicht bestätigt werden. In
diesem Fall ist eine Assoziation mit HLA-DRB1*03 gegeben [Irigoyen et al., 2005].
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von HLA-DRB1*04 und *01 - als SE-
tragende Allele - auf die Subklassentiter der ACPAs untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass das Auftreten des SE am auffälligsten mit einem erhöhten IgG1-Spiegel
einhergeht. Für HLA-DRB1*04 stellte sich eine Assoziation mit erhöhten APCA Titern
der IgG1- und IgG3-Subklasse heraus. Dies belegt, dass HLA-DRB1*04 vor allem die
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TH1-Komponente der RA verstärkt. Obwohl das HLA-DRB1*01-Allel ebenfalls das SE
trägt, hatte es dagegen keinen Einfluss auf die Subklassentiter der ACPAs. Dies ist ein
weiterer Beleg dafür, dass sich die jeweiligen SE-Allele im Beitrag zur Pathogenese
unterscheiden.
Die mit dem Auftreten von HLA-DRB1*04 assoziierten Subklassen IgG1 und IgG3
besitzen ein starkes Potential zur Aktivierung des klassischen Komplementsweges
[Janeway et al., 2002]. Desweiteren konnten citrulliniertes Fibrinogen enthaltende Im-
munkomplexe in der Hälfte der ACPA-positiven RA-Patienten sowohl im Serum als
auch im Synovium nachgewiesen werden. Diese kolokalisierten mit der Komplement-
komponente C3, was für eine aktive Beteiligung an der Synovitis spricht [Zhao et al.,
2008]. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass Serum von RA-Patienten einen zy-
totoxischen Effekt auf Chondrozyten ausübt [Mettal et al., 1992] und die Komple-
mentkomponente C1s direkt kollagenolytisch wirken kann [Nakagawa et al., 1999].
Zusammengefasst lässt sich also ein neues Modell postulieren, welches eine mecha-
nistische Erklärung für die Assoziation zwischen dem Auftreten von SE-Allelen und
einem aggressiv-erosiven Verlauf der RA [Gorman et al., 2004] liefern könnte: die
SE-Allele - unter ihnen besonders DR4 - fördern den Klassenwechsel der ACPAs zu
IgG1 und IgG3. Vor allem Autoantikörper gegen citrulliniertes Kollagen wären dafür
prädistiniert, an Knorpelbestandteile zu binden [Koivula et al., 2005]. Es kommt zur
Bindung und Aktivierung von Komplement, was schlussendlich zum Abbau von Knor-
pelmatrix durch C1s sowie zur vermehrten Rekrutierung von Neutrophilen durch C5a
führen kann. Der Knorpel ist auf Grund des Fehlens von Komplementinhibitoren, die
normalerweise auf Körperzellen die Komplementaktivierung regulieren, besonders
anfällig gegenüber fehlgeleiteten Komplementkomponenten. Neben dem klassischen
wird auch dem alternativen Komplementweg eine Rolle bei der Pathogenese der RA
zugeschrieben, doch wie dieser aktiviert wird ist bisher nicht völlig geklärt [Solomon
et al., 2005].
Für die Titer an CCP-spezifischen IgG4 konnte lediglich eine schwache Korrelation
mit dem Auftreten von SE-Allelen gefunden werden. Hier scheinen andere geneti-
sche Faktoren den Subklassenwechsel zu begünstigen. Die Ausbildung einer IgG4-
Antwort ist abhängig von einer TH2-Mikroumgebung mit IL-4 als stimulierendes Zyto-
kin [Stavnezer, 1996]. Im Synovium von RA-Patienten dominiert jedoch ein TH1-Mileu
mit großen Mengen proinflammatorischer Zytokine, wie IFNγ [McInnes and Schett,
2007]. Dies legt nahe, dass die Generierung von IgG4-produzierenden Plasmazellen
an anderer Stelle stattfindet, z.B. in den peripheren lymphatischen Organen.
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Ein interessanter Ansatzpunkt, die Assoziation der SE-Allele mit der RA zu erklä-
ren stammt aus dem Kollagen-induzierten Arthritis-Modell der Maus. Dabei wird in
anfälligen Mausstämmen eine Arthritis durch Injektion von Typ-II-Kollagen in kom-
pletten Freunds Adjuvans ausgelöst. Taneja et al. verglichen in diesem Modell trans-
gene Mäuse, in denen der endogenen MHC-Klasse-II Lokus ausgeschaltet wurde
und stattdessen entweder humanes HLA-DRB1*0401 (RA-assoziiertes SE-Allel) oder
*0402 (protektives SE-Allel) exprimiert wurden. Nach der Induktion der Arthritis fan-
den sie im Thymus der *0402 Transgenen eine geringere Anzahl an T-Zellen, was sie
als mögliche Deletion autoreaktiver Zellen interpretierten. Dafür sprach außerdem,
dass diese Tiere keine Arthritis entwickelten. Damit konnte eine Beteiligung der ver-
schiedenen SE-Allele an der Ausbildung unterschiedlicher T-Zell Rezeptorrepertoirs
demonstriert werden [Taneja et al., 2008].
Über das beschriebenen Mausmodell hinaus, in dem Unterschiede zwischen dem
Vorhandensein eines protektiven SE-Allels und eines RA-assoziierten Allels gezeigt
wurden, bestanden in den hier vorgelegten Analysen zusätzlich Differenzen zwischen
zwei als assoziiert beschriebenen SE-Allelgruppen, dem HLA-DRB1*04 und dem
HLA-DRB1*01. Lediglich für HLA-DRB1*04 konnte ein Einfluss auf die Subklassenti-
ter der ACPAs gezeigt werden, für HLA-DRB1*01 jedoch nicht. Dies legt nahe, dass
ein Spezifikum der *04-Allele, und nicht das SE per se, für die gezeigten Effekte auf
die Subklassentiter der ACPAs verantwortlich ist.
Betrachtet man die Unterschiede zwischen den allelischen Linien von *01 und *04
(siehe Abbildung 2.2), so fällt das HLA-DRB4 Gen auf, welches nur in der *04-Linie
vorhanden ist. Wie bereits erwähnt, ist für das HLA-DRB4 eine Splice-Variante be-
kannt, bei der durch einen Einzelnukleotidaustausch in der Spliceakzeptorstelle das
erste Intron in der mRNA verbleibt und damit kein funktionellen Protein gebildet wer-
den kann. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Splice-Variante in den
ACPA-positiven RA Patienten seltener gefunden werden. Dies könnte bedeuten, dass
nicht nur die SE-Allele, sondern auch das DRB4 die Entstehung von ACPAs fördert.

5.4 Der Einfluss von IgG in Immunkomplexen auf die Apoptose
von B-Zellen

Die erhöhten Titer der IgG4 Subklasse unter den ACPAs sind auffällig. Um diese Sub-
klasse funktionell charakterisieren zu können, wurden Seren von Allergiepatienten
unter spezifischer Immuntherapie verwendet, da IgG4 während dieser Behandlung
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induziert wird. Im Kontext der spezifischen Immuntherapie ist IgG4 als blockierender
Antikörper beschrieben, der das Allergen bindet, jedoch zu keiner Aktivierung von Im-
munzellen führt [Aalberse et al., 2009]. Daher sollte hier die interessante Frage nach
der Bedeutung von IgG4 bei Autoimmunprozessen untersucht werden. Im klinischen
Umfeld sind zwei Extreme bekannt. Das Auftreten einer spezifischen IgG4-Defizenz
ist zwar sehr rar, da eine solche häufig mit weiteren Subklassendefizienzen koexis-
tiert, doch bietet sie den Hinweis, dass ein Fehlen von IgG4 mit einer erhöhten An-
fälligkeit gegenüber kapsel-tragenden Bakterien einher geht [Knutsen, 2006]. Auf der
anderen Seite steht die Hyper-IgG4 Erkrankung, die gekennzeichnet ist von organ-
begrenzter Inflammation mit Infiltration von IgG4+ Plasmazellen und Fibrose [Neild
et al., 2006]. Soweit konnte eine aktive pathologische Rolle von IgG4 nur beim bullö-
sen Pemphigoid gezeigt werden [Mihai et al., 2007].
Während IgG1 viele der immunologischen Effekte wie die Aktivierung des klassischen
Komplementwegs, FcγR-abhängige Phagozytose, antikörperabhängige Zytotoxizität,
Degranulation sowie die Freisetzung von Entzündungsmediatoren vermittelt, scheint
IgG4 die inerteste Subklasse zu sein [Nimmerjahn and Ravetch, 2008].
Ein indirekter Effekt könnte dabei aus dem für IgG4 beschriebenen Fab-Arm Aus-
tausch resultieren, welcher den Antikörper monovalent machen kann [van der Neut
et al., 2007]. Dadurch wären diese nicht mehr fähig, identische Antigene kreuzzu-
vernetzen, was die Bildung von Immunkomplexen behindert. Im Synovium von RA-
Patienten, wo ACPAs und citrullinierte Antigene in großen Mengen vorkommen, kön-
nen damit IgG4-haltige Immunkomplexe den FcγRIIB auf autoreaktiven B- und Plas-
mazellen nicht stimulieren. Das Resultat wäre eine gestörte periphere B-Zell Toleranz
[Ravetch and Nussenzweig, 2007], da diese autoreaktiven Zellen nicht effizient ent-
fernt werden könnten. In der Tat ist eine Variante des FcγRIIB mit einer reduzierten
Aufnahme von Immunkomplexen verbunden und wurde vor kurzem als starker Prä-
diktor von Gelenkschäden bei der RA beschrieben [Radstake et al., 2006].
Zur Überprüfung dieser Hypothese haben wir IgG1 und IgG4 aus Allergiepatienten
isoliert, die sich einer spezifischen Immuntherapie unterzogen haben. Die Reinheit
und Bindungsfähigkeit der isolierten Antikörper konnte mittels ELISA gezeigt werden.
Anschließend wurden aus den isolierten Antikörpern und dem jeweiligen Allergen
Immunkomplexe gebildet. Hierbei konnten sowohl mit IgG1 als auch dem Gemisch
aus IgG1 und IgG4 Immunkomplexe nachgewiesen werden. IgG4 allein bildete keine
Immunkomplexe, was als einen weiteren Beleg für die Bispezifität von IgG4 interpre-
tiert werden kann. In den eigenen Experimenten wurden spezifische Immunkomplexe
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aus IgG1 sowie hitzeaggregierte Immunkomplexe aus IgG1 oder IgG4 getestet. Da-
bei führte die Stimulation mit hitzeaggregiertem IgG1 zu einer geringfügig gesteiger-
ten Apoptoserate, welche bei IgG4 nicht erkannt werden konnte. Dies deutet auf die
Richtigkeit unserer Arbeitshypothese hin, doch die Effekte waren sehr gering. Es ist in
Folgeversuchen nötig, den Einfluss von IgG4 in Immunkomplexen ebenfalls in Plas-
mazellen zu zeigen. Diese können jedoch nur schwer aus dem peripheren Blut von
Spendern gewonnen werden, da ihr Anteil lediglich 0,8% beträgt [Boekel et al., 2007].
Ein Ausweg wäre die in-vitro Differenzierung von Plasmazellen aus naiven B-Zellen
[Huggins et al., 2007]. Dies soll in zukünftigen Experimenten durchgeführt werden.

5.5 Aktivierung von Neutrophilen als Reaktion auf
Immunkomplexen

Zuletzt wurde der Einfluss von IgG4-haltigen Immunkomplexen auf die Aktivierung
von Neutrophilen untersucht. Diese stellen mit 90% den Hauptteil der Zellen im Syno-
vium von RA-Patienten [Hollingsworth et al., 1967]. Zudem können Neutrophile direkt
zur Gelenkzerstörung beitragen. Sie exprimieren Elastase, Kollagenase und Gela-
tinase, drei Enzyme mit unterschiedlicher Spezifität beim Abbau von Kollagen. Dar-
über hinaus können sie durch die Produktion von ROS zur Gewebszerstörung führen.
Wie hier demonstriert werden konnte, führten lösliche Immunkomplexe nicht zu einer
Steigerung der Produktion von ROS. Diese Beobachtung ist im Einklang mit einer
Studie, die den Effekt von löslichen und unlöslichen Immunkomplexe auf die Aktivie-
rung der ROS-Produktion untersuchte [Fossati, 2002]. Auffällig war allerdings eine
Erhöhung der ROS-Produktion durch das Bienenallergen allein, welche durch die
Zugabe von spezifischem IgG1 neutralisiert werden konnte. Die Neutralisierung war
jedoch weniger effizient, wenn IgG4 vorhanden war. Dieser Effekt könnte direkt aus
einer gestörten Immunkomplexbildung resultieren. Aber es ist auch denkbar, dass
durch die zufällige Natur des Fab Arm Austauschs von IgG4 weniger spezifische All-
ergenbindungsstellen vorhanden waren: IgG1 besitzt zwei Bindungsstellen für das
Allergen, bispezifisches IgG4 möglicherweise nur eine.
Als weiteres Maß für die Aktivierung von Neutrophilen durch Immunkomplexe wurde
die Phagozytose betrachtet. Diese ist in Neutrophilen nicht ausschließlich mit einer
Aufnahme von extrazellulärem Material verbunden, sondern auch beteiligt an einem
Weg der Freisetzung von kollagen-zerstörenden Enzymen: zunächst werden Parti-
kel, z.B. Immunkomplexe, durch Endozytose in Phagosomen aufgenommen. Es folgt

77



Kapitel 5. Diskussion

die Fusion der Phagosomen mit Enzym-beladenen Lysosomen und die entstehen-
den Phagolysosomen werden schlussendlich wieder zur Plasmamembran geleitet
und deren Inhalt wird entlassen [Kitsis and Weissmann, 1991]. In den hier durch-
geführten Experimenten nehmen die Neutrophilen die Latexpartikel zusammen mit
den Immunkomplexen auf. Dadurch konnte gezeigt werden, dass bei Stimulation mit
IgG4-enthaltenden Immunkomplexe die Phagozytoseaktivität im Vergleich zu den Im-
munkomplexen mit nur IgG1 reduziert ist. Übertragen auf die RA kann dies eine her-
abgesetzte Gelenkzerstörung bei Patienten mit großen Mengen an ACPAs der IgG4-
Subklasse bedeuten. Um dies zu untersuchen, müssen in einer RA Studienkohorte
mit verfügbaren Daten zur Gelenkerosion die ACPA-Subklassentiter bestimmt wer-
den.
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