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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Zu jedem Zeitpunkt seines Lebens ist der menschliche Korper von Gefahren bedroht,
die sich dem bloRRen Auge entziehen. So kdnnen Krankheitserreger, mikroskopische
Fremdkorper oder unkontrolliert proliferierende Tumorzellen die Gesundheit erheblich
beeintrachtigen. Dass er dennoch die meiste Zeit tiber davon nichts mitbekommt, ist
dem Immunsystem zu verdanken, das — bei guter Funktion — einen wirksamen Schutz

gegen diese Bedrohungen bietet.

Das Immunsystem ist in vier Teile eingeteilt. Es besteht aus einen angeborenen, un-
spezifischen und einem erworbenen, spezifischen Teil, die sich wiederum in einen zel-
lularen und einen humoralen Anteil gliedern (siehe Tab. 1.1). Hiervon sind die B-
Lymphozyten das Hauptthema dieser Dissertation. Da diese jedoch nicht alleine ihre
volle Wirkung entfalten konnen, stelle ich im Folgenden auch die Ubrigen Bestandteile

des Immunsystems kurz vor.

Wie alle vielzelligen Lebewesen besitzt auch der Mensch zunéchst eine angeborene
Abwehr (Resistenz), die sich unspezifisch gegen alle fremden Organismen richtet. Die
erste Abwehrreihe besteht dabei aus nattrlichen Barrieren wie der Haut, die einen
wirkungsvollen Schutz vor Invasoren (Bakterien, Viren, Pilze...) bietet. Neben der phy-
sikalischen Barrierefunktion schitzt die Haut auch durch eine ungeféahrliche, residente
Mikrobenflora an ihrer Oberflache (Purves et al. 2006) und durch Defensine in den
Korpersekreten vor den meisten Krankheitserregern. Lasionen in diesen Schutzwéllen

ermdglichen jedoch ein leichtes Eindringen in den Kérper (Sedlacek 2014a).

Fir diesen Fall halt die unspezifische Abwehr die Entziindungsreaktion bereit. Ein
wichtiger Bestandteil dieser ist das chemokingesteuerte Einwandern (Chemotaxis) von
Fresszellen (Phagozyten), die Krankheitserreger aufnehmen und verdauen kénnen.
Hier sind zunéchst die neutrophilen Granulozyten zu nennen, die ca. zwei Drittel der
weilen Blutkdrperchen (Leukozyten) ausmachen (Sedlacek 2014a). Die selteneren
eosinophilen Granulozyten kénnen die Entziindungsreaktion modulieren und produ-
zieren verschiedene basische Proteine, die vor allem der Abwehr von inneren Para-
siten dienen (Sedlacek 2014a). Weitere Phagozyten sind die Makrophagen, die sich
aus im Blut zirkulierenden Monozyten entwickeln und etwa funf Prozent der weil3en

Blutzellen repréasentieren sowie die dendritischen Zellen (Purves et al. 2006).



unspezifisch spezifisch

zellular e Oberflachenbarrieren e T-Lymphozyten

e Neutrophile Granulozyten e B-Lymphozyten

e Eosinophile Granulozyten Innate-like-Lymphozyten:

e Basophile Granulozyten

e Natiirliche Killerzellen e B-1-Zellen
' Monozyten/Makrophagen b v6-T-ZeIIen
e NK-T-Zellen

e Dendritische Zellen
¢ Marginalzonen-B-Zellen

e Mastzellen

humoral e Zytokine/Chemokine e Immunglobuline
e Interferone (Antikorper)
e Histamin

e Defensine

e Komplementsystem

Tab. 1.1: Gezeigt ist die Einteilung des Immunsystems in einen unspezifischen
(angeborenen) und einen spezifischen (erworbenen) Teil, sowie in einen zellularen und
einen humoralen Teil. Wahrend die zahlreichen Bestandteile des unspezifischen
Immunsystems die Abwehrreaktion einleiten, adaptieren die Lymphozyten des spezifischen
Immunsystems an das Pathogen, um eine schlagkraftigere Immunantwort mit anhaltendem
Schutz zu gewahrleisten. Das humorale Immunsystem hat einerseits eine direkte
Abwehrfunktion Gber Immunglobuline (Ig) und das Komplementsystem, andererseits stellt
es Uuber Entzindungsmediatoren eine Kommunikationsmoglichkeit zwischen den
Bestandteilen des Immunsystems dar, die keinen direkten Zell-Zell-Kontakt erfordert, wobei
auch hier die Immunglobuline und das Komplementsystem eine wichtige Rolle spielen
(Sedlack 2014a) Da beide Systeme eng zusammenarbeiten, ist eine genaue Trennung
nicht immer moglich. Die innate-like-Lymphozyten gehéren zwar zu den Lymphozyten als
klassische Zellen des spezifischen Immunsystems, nehmen aber auch Aufgaben des
angeborenen Immunsystems war (Murphy 2011a).

Wahrend neutrophile Granulozyten nach erfolgter Phagozytose absterben und als Ei-
ter am Ort der Infektion verbleiben, sind Makrophagen und dendritische Zellen
langlebiger und prasentieren dem spezifischen Immunsystem einzelne Antigene der
verdauten Organismen auf ihrer Oberflache (Murphy 2011a). All diese Zellen erkennen
Pathogene nicht an spezifischen Antigenen sondern an Mustern die unspezifisch auf
vielen Krankheitserregern vorkommen. Weit verbreitet sind hierfur Toll-ahnlichen-Re-
zeptoren (Toll-like Rezeptoren, TLR), die beispielweise auf bakterielle Lipopoly-

saccharide (LPS) reagieren (Hollander et al. 2006a).



Eine weitere zellulare Komponente des unspezifischen Immunsystems sind die
Naturlichen Killlerzellen (NK-Zellen), die aus der lymphoiden Vorlauferzellen im Kno-
chenmark entstehen und ein Zehntel aller Lymphozyten ausmachen (Sedlacek
2014a). Sie greifen nicht direkt Krankheitserreger, sondern korpereigene Zellen, an
und dienen dadurch der Virusabwehr sowie der Verhinderung unregulierter Zell-
proliferation im Sinne einer Krebserkrankung (Murphy 2011a). Einen noch geringeren
Anteil machen die basophilen Granulozyten aus. Sie reprasentieren weniger als ein
Prozent der Leukozyten, sind vor allem bei allergischen Reaktionen aktiv und
verstarken die Immunreaktion durch die Freisetzung von Histamin und anderen

Mediatoren (Hollander et al. 2006a). Eine ahnliche Funktion tben die Mastzellen aus.

Das Komplementsystem besteht aus etwa 20 verschiedenen Molekulen (Komplement-
faktoren), die sich in einer kaskadischen Reaktionsfolge, an deren Ende die
Formierung des Membranangriffskomplexes (MAK) steht, der die Zielzelle abtottet.
AulRerdem wirken einige Komplementfaktoren durch Anheftung an die Zielzelle
opsonierend (siehe unten) fur die zellulare Immunabwehr, bei der Aktivierung
abgespaltene Peptidfragmente wirken als Anaphylatoxine proinflammatorisch
(Hollander et al. 2006b). Zur Abwehr viraler Infektionen tragen die sogenannten
Interferone bei, die die intrazellulare Vermehrung der Viren durch Induktion
replikationshemmender Enzyme unterbinden. Aul3erdem haben sie verschiedene
Wirkungen auf die anderen Zellen des Immunsystems, vergleichbar mit denen der
Zytokine (Murphy 2011a).

Im Gegensatz zur unspezifischen Immunantwort, die sehr schnell ablauft, bendtigt die
spezifische Immunantwort beim ersten Kontakt mit einem Antigen einige Tage, bis es
zur Bekampfung des Erregers kommt. Sie ist jedoch unbedingt nétig, da das unspezi-
fische Immunsystem sich nur gegen Pathogene richten kann, die bestimmte, nicht
spezifische Molekulmuster aufweisen oder die Bildung von Abwehrstoffen induzieren.
So gelingt es Fremdorganismen haufig, in ihrer Evolution dem unspezifischen Immun-
system auszuweichen (Hollander et al. 2006a). Von besonderer Bedeutung ist hierbei,
dass das spezifische Immunsystem ein immunologisches Gedachtnis aufbaut. Beim
zweiten Kontakt mit einem Antigen lauft die Immunreaktion dadurch wesentlich schnel-
ler und stéarker ab. Représentiert wird das spezifische Immunsystem durch die Lym-
phozyten, die in zwei Gruppen unterschieden werden: die T-Lymphozyten (auch T-
Zellen) und die B-Lymphozyten (auch B-Zellen) (Welsch und Deller 2010).



Die T-Lymphozyten sind die Effektorzellen der spezifischen zellularen Immunantwort
und machen ca. drei Viertel aller Blutlymphozyten aus. Zur Antigenerkennung tragen
sie an ihrer Oberflache T-Zell-Rezeptoren (TCR), wobei jede T-Zelle nur ein Antigen
erkennen kann (Welsch und Deller 2010). Es werden verschiedene Untergruppen der
T-Lymphozyten unterschieden, an denen die CD4*-T-Lymphozyten den grof3ten Anteil
haben. Ihre Hauptaufgabe ist die Aktivierung der anderen Immunzellen, sie werden
daher auch als T-Helferzellen bezeichnet, wobei auch hier verschiedene
Subpopulationen wie Tnl, Tu2, Tu3, TH9, TH17 oder TH22 unterschieden werden kén-
nen, die sich funktionell in den von ihnen ausgeschutteten Zytokinen unterscheiden
(Purnama et al. 2013, Sedlacek 2014b). Zu den CDA4*-T-Lymphozyten gehéren
aul3erdem regulatorische T-Lymphozyten (Treg), die andere T-Zellen und dendritische
Zellen supprimieren, autoaggressive Zellen inaktivieren, die Immunantwort regulieren
und die Toleranz gegeniber Selbst-Antigenen erhalten (Hollander et al. 2006c). Fur
die Funktion des spezifischen Immunsystems sind vor allem die Tw2-Zellen von
entscheidender Bedeutung, da sie die B-Lymphozyten aktivieren und ihre weitere
Differenzierung induzieren. Daneben spielen CD8+-T-Lymphozyten (zytotoxische T-
Lymphozyten, T-Killerzellen), deren Aufgabe die Abtétung infizierter oder entarteter
Kdrperzellen ist, eine wichtige Rolle. Bei der Stimulation von T-Lymphozyten entstehen
daruber hinaus auch T-Gedéachtniszellen, die einen wichtigen Beitrag zum
immunologischen Gedachtnis leisten. (Welsch und Deller 2010). Eine strikte Trennung
in CD4*-Helferzellen und CD8*-Killerzellen ist jedoch, wenn tberhaupt, vereinfachend
moglich, da z.B. auch kleine Populationen CD4*-Killerzellen oder CD8* regulatorischer
T-Zellen bekannt sind (Hollander et al. 2006c¢).

Die B-Lymphozyten hingegen sind die Effektorzellen der humoralen spezifischen
Abwehr. Ihre Hauptaufgabe ist die Produktion einer Vielzahl geloster, spezifischer Anti-
genrezeptoren, den sogenannten Antikorpern. Diese nehmen im Immunsystem eine
zentrale Rolle ein, da sie nicht nur der direkten Bekampfung der Fremdorganismen
dienen, sondern auch eine wichtige Unterstitzung flr andere Komponenten der spezi-

fischen und unspezifischen Abwehr sind.

Eine kleine Untergruppe der Lymphozyten entzieht sich der Einteilung ins spezifische
Immunsystem, indem sie Aufgaben des angeborenen Immunsystems wahrnimmt. Zu
diesen innate-like-Lymphozyten gehoéren die yd-T-Zellen, die in Epithelien anzutreffen
sind, dort ihre Antigene ohne vorherige Prasentation erkennen und sofort Zytokine pro-

duzieren kénnen (Murphy 2011a). Diese Eigenschaft haben sie mit den Natirlichen

4



Killer-T-Zellen (NK-T-Zellen) gemeinsam, denen eine regulatorische Funktion zuge-
sprochen wird (Murphy 2011a). Die dritte Zellart dieser Gruppe sind die B-1-Zellen, die
zu den B-Lymphozyten gehdéren und in der Pleurahdhle sowie im Peritoneum zu finden
sind. lhre Rezeptorvielfalt ist gegenliber den konventionellen B-2-Lymphozyten (im
Folgenden gemeint, wenn von B-Lymphozyten die Rede ist) deutlich eingeschrankt,
sie produzieren ohne T-Zell-Unterstutzung eine geringe Menge ,naturlicher
Antikoérper®, die beispielsweise vor Pneumokokkeninfektionen schitzen kénnen
(Murphy 2011a). Ahnlich diesen sind die nur in der Milz vorkommenden Marginal-
zonen-B-Zellen (MZ-B-Zellen), die der schnellen Abwehr im Blut geléster Pathogene
dienen. Sie produzieren ebenfalls stetig polyreaktive Antikorper und verfiigen auf3er-
dem Uber TLR, bei deren Aktivierung sie rasch eine grofe Menge Antikérper produ-
zieren (Cerultti et al. 2013).

1.2 Antikorper

Antikorper sind Glykoproteine der Immunglobulinsuperfamilie (1g). Ihre Immunglobulin-
domanen sind durch gegenlaufige B-Faltblattstrukturen charakterisiert, die mit
Disulfidbricken verknipft sind. Es gibt sie als konstante (C-) oder variable (V-)
Domanen. Anhand ihrer Struktur und Aminosaurensequenz werden funf Isotypen
unterschieden: IgAu+2), 1gD, IgE, 1gGa-4) und IgM. Der Aufbau eines monomeren
Immunglobulins ist in Abbildung 1.1 dargestellt. Am konstanten Teil befinden sich
aulBerdem verzweigte Kohlenhydrat-Seitenketten, die als Schutz vor Proteolyse die-
nen und die physikochemischen sowie die biologischen Eigenschaften des Immun-
globulins beeinflussen (Sedlacek 2014b).

Die grof3te Rolle unter den Isotypen spielen die IgG-Antikdrper. Sie kommen beim
Menschen monomerisch in den Subklassen 1-4 vor und weisen die hdchsten
Konzentrationen im Serum auf (Murphy 2011b). 1gG-Antikérper sind hochaffin und
ubernehmen eine Reihe an wichtigen Funktionen. Uber ihre Fab-Fragmente binden
sie an Antigene und kdnnen so bakterielle Toxine neutralisieren oder die Anheftung
von Krankheitserregern und deren Eindringen in die Korperzellen blockieren. Kommt
es zur Bindung an ein Pathogen, durchlaufen die Antikorper eine

Konformitatsanderung und es bilden sich Antigen-Antikérper-Immunkomplexe.
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Abb. 1.1 Dargestellt ist der grundlegende Aufbau eines monomeren Immunglobulins. Es
besitzt zwei identische, schwere H-Ketten (hellblau dargestellt), die jeweils N-terminal eine
variable Doméane (Vu) zur Antigenerkennung aufweist. C-terminal befinden sich drei (bei
IgA, IgD und IgG) beziehungsweise vier (bei IgE und IgM) konstante Domanen (Cu1-4), die
den jeweiligen Isotypen definieren (a, ©, €, y und p). Neben den H-Ketten besteht ein
Immunglobulin noch aus zwei gleichen, leichten L-Ketten (orange dargestellt), die
wiederum jeweils aus einer variablen Doméane (VL) und einer konstanten Doméne (C.)
bestehen. Bei C. werden k- und A-Leichtketten unterschieden (Murphy 2011c). Zwischen
Cul und Cun2 befindet sich jeweils ein Scharnier (hinge-Region), das die Y-Struktur des
Immunglobulins beweglicher und damit in der Anpassung an ein Antigen variabler macht
(Sedlacek 2014b). Die V-Domanen einer L- und einer H-Kette bilden jeweils die
Antigenbindungstasche (Paratop), die spezifisch Uber je drei CDR-Sequenzen
(Complementary Determining Regions) ihre Antigendeterminante (Epitop) binden kann.
Jedes monomere Immunglobulin ist bivalent, besitzt also zwei identische Paratope
(Sedlacek 2014b). Durch die Spaltung mit Papain entstehen zwei identische Fab-
Fragmente (antigenbindende Fragmente) und ein Fc-Fragment (Kristalle-bildendes
Fragment), das den Isotypen bestimmt und zur Kommunikation mit der unspezifischen
Abwehr dient (Sedlacek 2014b).

Abb. modifizert, gemeinfrei zur Verfligung gestellt von ,Je at uwo* auf

https://commons.wikimedia.org.

Immunkomplexe sind in der Lage, Uber ihren Fc-Teil den klassischen Weg des Kom-
plementsystems zu aktivieren, was tber die Bildung des MAK einige Bakterien abtdten
kann (Antikorperabhangige Komplement-mediierte Zytotoxizitat) und zur Freisetzung
vieler entziindungsfordernder Mediatoren fihrt (Murphy 2011b, Sedlacek 2014b).



Um die Fremdorganismen aus dem Korper vollstandig zu entfernen, bedarf es
zusatzlich der Hilfe akzessorischer Effektorzellen, die mit Fc-Rezeptoren ausgestattet
sind. Diese Fc-Rezeptoren binden an den konstanten Teil eines Immunglobulins, wo-
bei sie spezifisch nur eine oder eng verwandte H-Ketten-Isotypen binden (Murphy
2011b, Sedlacek 2014b). Die wichtigste Aufgabe Ubernehmen dabei Makrophagen
und neutrophile Granulozyten. Da kapseltragende Bakterien vor der Phagozytose ge-
schitzt sind, kann die Endozytose nur Uber die Bindung von Fcy- und Komplement-
Rezeptoren an gebundene Immunglobuline gelingen. Diese ,Markierung“ der
Zielzellen wird als Opsonierung bezeichnet. Dartber hinaus kdnnen NK-Zellen Gber
den Fcy-RIlI-Rezeptor (CD16), 1gG-behaftete Zielzellen erkennen und téten (Anti-
korperabhangige zellulare Zytotoxizitat) (Sedlacek 2014b). IgG-Antikdrper sind aul3er-
dem die einzigen, die bei Schwangeren durch den neonatalen Fc-Receptor Uber die
Plazenta in den fetalen Blutkreislauf gelangen kénnen. Dort sorgen sie flir einen von
Geburt an vorliegenden ,Nestschutz” gegen in der Umwelt gelaufige Pathogene
(Murphy 2011b). lhr Fehlen (z.B. Agammaglobulindmie) fiihrt zu rezidivierenden
schweren Infekten, die ohne rechtzeitige Antikorperersatztherapie frih zum Tode

fuhren kdnnen (Ledermann und Winkelstein 1985, Quartier et al.1985).

IgM-Antikorper kommen im Blut und in Sekreten meist als Pentamere vor, wodurch sie
im Vergleich mit IgG eine hohere Aviditat aufweisen, die ihre geringere Affinitat
kompensiert (Murphy 2011b, Sedlacek 2014b). Bei Infektionen wird zuerst IgM
gebildet, was es zu einem Marker fur akute Infektionen macht (Sedlacek 2014b).
Neben der Agglutinierung und Neutralisierung von Antigenen ermdglicht die
pentamere Struktur auRerdem eine besonders effektive Komplementsystem-
aktivierung bei bereits einem einzigen gebundenen IgM-Antikérper (Murphy 2011b,
Sedlacek 2014b). Fiur die Bildung von IgM bendttigt die B-Zelle auf3erdem nicht die
Hilfe einer Tu2-Zelle, sodass sie von den innate-like-Lymphozyten zur Frihabwehr von
Infektionen produziert werden kénnen (Murphy 2011b).

Antikorper von Typ IgA1+2 kommen als Monomer oder Dimer im Blut vor. Sie werden
vor allem von Plasmazellen in Schleimhauten gebildet und finden sich als
sekretorische Antikérper (slgA) in den Sekreten der Haut und Schleimh&ute. Hier
verhindern sie das Anheften und Eindringen von Krankheitserregern und neutralisieren
Toxine (Sedlacek 2014b). IgA findet sich aul3erdem in der Muttermilch und tragt so
zum Nestschutz bei (Murphy 2011b).



Die monomeren IgD-Antikdrper treten vor allem bei naiven B-Lymphozyten auf,
werden aber nur zu einem sehr geringen Teil sezerniert. Ihre genaue Funktion ist nicht
bekannt (Murphy 2011c). Vermutet wird, dass sie einen Hilfsrezeptor darstellen, auch
weil Mause ohne IgD ein anscheinend normal funktionierendes Immunsystem

besitzen, bei dem die Affinitatsreifung etwas verzogert ist (Roes und Rajewsky 1993).

Ebenfalls nur als Monomer treten die IgE-Antikérper auf. lhre Hauptfunktion ist die
Aktivierung der Mastzellen und basophiler Granulozyten tber deren hochaffinen Fce-
Rezeptor. Hierdurch werden einerseits die Schleimh&aute vor der Invasion durch
Parasiten geschitzt, andererseits ist dies aber auch die Ursache allergischer
Reaktionen vom Soforttyp (Sedlacek 2014b).

1.3 B-Zell-Reifung

B-Lymphozyten entwickeln sich im Knochenmark und wandern dann in die peripheren
Lymphorgane ein, wo sie durch Antigenkontakt aktiviert werden konnen.
Gemeinsamer Ursprung aller Blutzellen ist dabei die multipotente hdmatopoetische
Stammzelle, die dann die lymphatische Vorlauferzelle, den gemeinsamen Nenner von
B-, T- und NK-Zellen, hervorbringt (Murphy 2011d). Uber mehrere Zwischenschritte
werden die Gene, die fur die antigenerkennenden Elemente verantwortlich sind,
umgelagert, sodass eine IgM-exprimierende, unreife B-Zelle entsteht, die einen
vollstandigen B-Zell-Antigenrezeptorkomplex tragt. Sie verweilen einige Tage in
diesem Stadium, wahrend sie noch im Knochenmark auf ihre Toleranz gegenuber
Selbst-Antigenen Uberprift werden (negative Selektion). Dieser Vorgang wiederholt
sich in der Peripherie (Sedlacek 2014b).

Uber den Blutweg gelangen diese Ubergangs-B-Zellen in die parakortikale Zone der
Lymphknoten, wo sie von T-Lymphozyten auf ihre Aktivierbarkeit getestet werden
(positive Selektion). Im Idealfall werden nur B-Zellen in die Zirkulation entlassen, die
sich einerseits aktivieren lassen, die aber andererseits nicht auf kdrpereigene Antigene
reagieren. Ist jedoch das positive Selektionssignal gleichzeitig starker als das negative,
kbnnen autoreaktive B-Zellen entstehen, die zur Entstehung autoimmuner
Erkrankungen beitragen (Murphy 2011d, Sedlacek 2014b).

Die reifen B-Lymphozyten zirkulieren dann in Blut und Lymphe, bis sie auf ihr

spezifisches Antigen treffen und aktiviert werden (Sedlacek 2014b).



1.4 B-Zell-Rezeptoren und B-Zell-Aktivierung

Die antigenspezifischen Bindungsstellen der B-Lymphozyten sind die Immunglobuline.
Sind sie membrangebunden an der Zelloberflache exprimiert, werden sie als B-Zell-
Rezeptor (BCR) bezeichnet (Murphy 2011e). Um der untberschaubaren Vielfalt an
Antigenen in der Umwelt gerecht zu werden, besitzt der Mensch ein
Immunglobulinrepertoire von geschatzt mindestens 10*! verschiedenen Spezifitaten,
nur limitiert durch die Anzahl zum jeweiligen Zeitpunkt vorliegender B-Lymphozyten
(Murphy 2011c). Da das menschliche Genom aber insgesamt nur Uber etwa 22.500
Gene verfugt (Pertea und Salzberg 2010), ist dies nur durch die standige
Neukombination (somatische Rekombination) verschiedener Gene moglich. Diese
Diversitat wird weiter erhéht, indem Nucleotidsequenzen zwischen den Segmenten
addiert oder entfernt werden. Falls dabei kein funktioneller BCR gebildet wird, stirbt die
Zelle ab. Eine weitere Potenzierung der madglichen Antigenspezifitaten findet im

Rahmen der somatischen Hypermutation (siehe unten) statt (Murphy 2011c).

Zum BCR gehdren jedoch nicht nur das Immunglobulin, sondern auch die zwei
antigenunabhangigen Proteine Iga und IgB (CD79a+p). Sie steuern den Transport des
Immunglobulins an die Zelloberflache und udbernehmen mittels Immunrezeptor
Tyrosin-basierter Aktivierungsmotive (ITAM) die Signaltransduktion (Murphy 2011f)
Neben dem BCR bendtigt die B-Zelle auf3erdem einen Korezeptor. Dieser ist ein
Komplex aus CD19, CD21, CD81 und CD225, der sich bei gleichzeitiger Bindung
seines Liganden und der Antigenbindung an den BCR mit diesem vernetzt, womit er
das BCR-Signal deutlich verstarkt (Sedlacek 2014b). Der transmembranére Rezeptor
CD27 kommt auf aktivierten B-Lymphozyten, Gedachtnis-B-Lymphozyten und
Plasmazellen vor. Durch Bindung seines Liganden CD27L (CD70) steigert er die
Antikdrpersekretion und die Differenzierung hin zur Plasmazelle (Sedlacek 2014b).
Neben der zuvor beschriebenen Signalkaskade tbernimmt der BCR aber noch eine
weitere Funktion. Das gebundene Antigen wird ins Zellinnere beférdert, dort zerlegt
und als Peptide an die Zelloberflache zurtickgebracht, wo es auf MHC-II-Molektilen
(Haupthistokompatibilitatskomplex 11) prasentiert wird, um mit T-Helferzellen eine
immunologische Synpase (siehe Abb. 1.2) zu bilden (Sedlacek 2014b). Diese MHC-II-
Molekdle sind in ihrem Antigenspektrum individuell verschieden und finden sich nur
auf antigegenprasentierenden Zellen, wahrend sich MHC-I bei allen kernhaltigen

Zellen vorkommt und der Prasentation an CD8*-T-Lymphozyten dient (Murphy 2011g).



BCR
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Abb. 1.2: Gezeigt ist die Interaktion zwischen einer Ty2-Zelle und einer antigenbindenden
B-Zelle. Uber den BCR wird das Antigen in die Zelle aufgenommen, dort in Peptide
gespalten und Uber MHC-1I-Molekule der kognaten T-Helferzelle prasentiert. Diese aktiviert
nun tber den CD40-Ligand (CD40L, CD154), der an CD40 auf der B-Zelle bindet, und die
Produktion von IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 und IL-21 die B-Zelle so, dass sie die Expression
kostimulatorischer Molekile erhoht, klonal proliferiert und weiter differenziert (Murphy
2011d).

Modifizert, = gemeinfrei ~ zur  Verfigung gestellt von Altaileopard® auf
https://commons.wikimedia.org.

Die  oberflachlichen  MHC-Il:Antigenpeptid-Komplexe  werden von  bereits
differenzierten CD4*-T-Helferzellen, die spezifisch fir das gleiche Antigen (kognat)
sind, erkannt und gebunden (linked recognition). Diese Interaktion ist fur die
vollstandige Aktivierung der B-Zelle von entscheidender Bedeutung, da sie die
Proliferation der B-Zelle und ihre Differenzierung zur Antikorper produzierenden
Plasmazelle induziert (Murphy 2011b).

1.5 B-Zell-Migration und -Differentierung

Um die Wahrscheinlichkeit zu erhéhen, dass eine B-Zelle ihr Antigen und dazu ihre
kognate T-Zelle trifft, durchlauft sie eine gezielte Migration durch die lymphatischen
Gewebe. Zirkulierende naive B-Zellen werden durch das Chemokin CXCL13
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follikularer dendritischer Zellen in den priméren Lymphfollikel gelockt. Dort treffen sie
auf Antigene, die Uber die Lymphe in den Lymphknoten oder tber den Blutweg in die
Milz gelangt sind und dort von dendritischen Zellen festgehalten werden. Kommt es
hier zum Aufeinandertreffen einer B-Zelle mit ihrem spezifischen Antigen, wird die Ex-

pression der Chemokinrezeptoren verstarkt (Murphy 2011b).

Diese B-Zelle wandert dann in Richtung der T-Zell-Zone wie auch die T-Zellen, die im
Lymphfollikel als follikulare Helferzellen (Trn-Zellen) bezeichnet werden. Nach gegen-
seitiger Aktivierung bilden sie dort einen Primérfokus und proliferieren dort tber
mehrere Tage (Murphy 2011b). Einige der B-Zellen differenzieren Uber Plasma-
blasten zu kurzlebigen, IgM-synthetisierenden Plasmazellen, um den Korper direkt mit
schitzenden Antikérpern zu versorgen, die anderen migrieren in den primaren
Lymphfollikel, um dort weiter zu differenzieren (Murphy 2011b). Dort proliferieren sie,
wodurch ein Keimzentrum im nun sekundaren Follikel entsteht (siehe Abb.1.3). Hier
steigert sich die Effektivitat der humoralen Immunantwort durch somatische Hypermu-
tation, also zahlreichen Punktmutationen (millionenfach haufiger als durch die basale
Mutationsrate erklarbar), um die Affinitat zum Antigen weiter zu erhéhen (Affinitats-
reifung). Die mutierenden B-Zellen stehen dabei untereinander im Wettbewerb und nur
die Zellen mit der starksten Antigenbindung erhalten Uberlebensfaktoren, wahrend die

Ubrigen absterben oder erneut mutieren (Murphy 2011b).

Danach durchlauft die B-Zelle den sogenannten ,Klassenwechsel®, der die Produktion
von Antikérpern mit gleicher Antigenspezifitéat bei unterschiedlicher Effektorfunktion
zum Ziel hat (Murphy 2011b). Dies gelingt durch das irreversible Entfernen der fir IgM
und IgD kodierenden Genabschnitte, sodass die anderen Ig-Klassen exprimiert wer-
den konnen (Murphy 2011Db).

SchluZendlich verlassen die B-Zellen das Keimzentrum und differenzieren zu
Plasmazellen oder Gedachtnis-B-Zellen. Diese Entscheidung héngt von der T-Zell-
Interaktion ab. Eine starke CD40-Aktivierung und hohe Konzentrationen der Zytokine
IL-2 und IL-10 fUhren zur vermehrten Ausbildung von Gedachtniszellen, eine schwach-
ere Interaktion, IL-15 und IL-21 eher zu einer Differenzierung zur Plasmazelle
(Sedlacek 2014b). Plasmazellen exprimieren kein MHC-II oder Kostimulatoren, sie
sind also weder zur Zellteilung noch zur Antigenpréasentation fahig. Man kann sie an
Oberflachenmolekilen wie CD38 oder CD138 erkennen. lhnen fehlt hingegen das B-
Zell-spezifische CD19 (Rawstron 2006, Sedlacek 2014b).
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Abb. 1.3: Schematisch darstellt sind die Abldaufe im Keimzentrum eines Sekundarfollikels.
Das Keimzentrum wird in eine dunkle Zone aus Zentroblasten und eine helle Zone aus
Zentrozyten unterschieden. Die Reste des verdrangten Primarfollikels bilden eine
Mantelzone aus ruhenden B-Lymphozyten. In der dunklen Zone proliferieren die aktivierten
B-Zellen mit deutlich erhdhter Mutationsrate (Somatische Hypermutation). Die
entstehenden Varianten wandern als Zentrozyten in die helle Zone. Dort werden diejenigen
B-Zellen (B) selektiert, die das von der follikularen dendritischen Zelle (DZ) und der
follikularen T-Zelle (T) prasentierte Antigen am besten binden kénnen, wahrend die Ubrigen
absterben oder als Zentroblasten erneut mutieren. Hochaffine Zentrozyten durchlaufen den
Ig-Klassenwechsel von IgM zu IgG, IgA oder IgE und differenzieren dann abh&ngig von
den ihnen prasentierten Zytokinen zu Antikérper-sezernierenden Plasmazellen oder zu B-
Gedachtniszellen (Murphy 2011d, Sedlacek 2014b).

Abbildung modifiziert, zur Veranderung und Verbreitung freigeben ,Billy10drs* auf
https://commons.wikimedia.org.

Wahrend die meisten Plasmazellen ins Blut, die Lymphknoten oder in die Milz
wandern, wo sie nach kurzer Zeit sterben, begibt sich ein kleiner Teil der Plasmazellen
ins Knochenmark, wo sie von den dortigen Stromazellen Uber Jahre am Leben

gehalten werden, um hochaffine IgG-Antikorper zu produzieren (Murphy 2011b).
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1.6 Immunologisches Gedéachtnis

Das immunologische Gedéachtnis ist der Grund fir eine langanhaltende Immunitat ge-
genuber einmal Uberwundenen Krankheiten und somit eines der wichtigsten Merkmale
der adaptiven Immunantwort. Verhindert wird das erneute Ausbrechen einer Krankheit
von einer kleinen Population langlebiger, antigenspezifischer Lymphozyten, den soge-
nannten Gedachtniszellen, die auch ohne Antigenpréasenz persistieren kénnen. Diese
werden unterschieden in Gedéachtnis-T-Zellen, die sich durch eine erleichterte Akti-
vierbarkeit auszeichen, und Gedachtnis-B-Zellen (Sedlacek 2014b).

Diese haben bereits die Affinitdtsreifung und den Klassenwechsel hinter sich und
produzieren daher vor allem IgG und IgA von hdherer Affinitat und in wesentlich
groRerer Menge als noch bei der Primarantwort. Gedachtnis-B-Zellen ruhen in Milz
und Lymphknoten oder zirkulieren im Blut (Murphy 2011h). Sie werden durch Zytokine
wie IL-2 oder IL-4 sowie Quervernetzung ihrer membranstandigen Immunglobuline,
Komplement- oder Fc-Rezeptoren aktiviert (Sedlacek 2014b). Dies geschieht direkt
bei erneutem Antigenkontakt, sodass sich innerhalb eines Tages die Gedachtniszellen
vermehren und zu antikérpersezernierenden Plasmazellen differenzieren. Dadurch,
dass das Ausmalf dieser Sekundarantwort deutlich stéarker als das der Primarantwort
ist (Booster-Effekt), wird der Korper praktisch immun gegentber dem Pathogen. Die
Medizin macht sich dies bei Impfungen zu Nutze (Murphy 2011h, Sedlacek 2014b).

1.7 Impfungen

Dass lebensbedrohliche Infektionskrankheiten wie die Pocken oder Poliomyelitis heute
in Deutschland nicht mehr vorkommen, ist auf flachendeckende Impfungen
zurUckzufahren. Impfungen sind aktive, antigen-spezifische Immunisierungen gegen
ein Pathogen mit einer niedrig-pathogenen Abwandlung des eigentlichen
Krankheitserregers, wobei abgeschwachte (attenuierte) lebendige Impfstoffe, ganzlich
inaktivierte Totimpfstoffe, einzelne isolierte Pathogenbestandteile, Konjugatimpfstoffe,
(an ein Tragereiweil3 gekoppelte Pathogenpartikel) und sogar rekombinant
hergestellte DNA-Impfstoffe méglich sind. Ziel ist eine langanhaltende Immunitat
gegen einen Krankheitserreger (Murphy 2011i, Sedlacek 2014c). Um den Impfschutz
bei solchen Immunisierungen zu verbessern, werden Adjuvantien hinzugefugt, die die

Aktivierung der angeborenen Immunantwort verstarken sollen. Am verbreitetsten sind
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hierfir Aluminiumhydroxid zur Aktivierung von Makrophagen und MF59, eine
Emulsion, die die Aufnahme des Immunogens in den Lymphknoten beschleunigt
(Coffman et al. 2010).

Impfungen funktionieren jedoch nicht immer. So entwickeln beispielsweise 5-15% der
Normalbevolkerung (Li et al. 2013) und bis zu 20% der besonders geféahrdeten Mitar-
beiter im Gesundheitswesen (Zaffina et al. 2014) nach dreimaliger Immunisierung
gegen das Hepatitis-B-Virus (HBV) keine ausreichend schitzende Antikorperantwort.
Diese Population wird abhangig von der Starke der Antikdrperantwort als Non-
Responder (anti-HBs-Antikérper <10 IU/l) oder als Poor-Responder (anti-HBs-
Antikdrper zwischen 10-100 I1U/l) bezeichnet (Robert-Koch-Institut 2014). Dies tritt
gehauft bei Personen auf, die mannlich, alter als 40 Jahre, Ubergewichtig, Raucher
und/oder immunsupprimiert sind (Li et al. 2013, David et al.2015). So entwickelten in
einer Studie weniger als die Halfte der Probanden, die alter als 60 Jahre waren,
schitzende Antikorper (Denis et al. 1984). Neben chronischen Erkrankungen sind
auch einige genetische Polymorphismen mit diesem Problem assoziiert. Diese
betreffen unter anderem die MHC-Molekule (Li et al.2013), Cytokine, den TLR sowie
CXCR5 und CXCL13 (Duan et al. 2014). Dies kann die bereits beschriebene
Zusammenarbeit zwischen den B-Lymphozyten und den Tru-Zellen empfindlich
storen. Zwar lasst die im Serum gemessene Menge antigenspezifischer Antikdrper
Ruckschlisse auf Anzahl und Aktivitat der im Knochenmark ansassigen langlebigen
Plasmazellen und den Schutz vor einer Infektion zu (Jack et al. 1999, Zaffina et al
2014), die absoluten Mengen an allen B-Lymphozyten im Blut und Gedéachtnis-B-
Zellen unterscheiden sich zwischen Gesunden und Non-Respondern aber nicht.
Ebenso finden sich keine Unterschiede in Titern gegen andere Impfantigene (Zaffina
et al. 2014).

Je nach Land variieren die Empfehlungen, wie mit Non-Respondern verfahren werden
sollte. In Deutschland empfiehlt das Robert-Koch-Institut neben dem Ausschluss einer
bestehenden chronischen HBV-Infektion die bis zu dreimalige Wiederholung der
Immunisierung (Robert-Koch-Institut 2014). In anderen Landern werden auch
Impfungen mit héheren Antigenmengen oder intradermaler Applikation in Betracht
gezogen (David et al. 2015). Die einfache Wiederholung der Impfung erwies sich
jedoch nicht als effektives Mittel zur Steigerung der Antikdrperantwort (Zaffina et al.
2014).
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Niedrige Impftiter werden auf3erdem bei Patienten beobachtet, die sich zum Beispiel
auf  Grund autoimmuner Erkrankungen oder Organtransplantationen in
immunsuppressiver Behandlung befinden. So ist die Immunantwort auf die dringend
empfohlene Pneumokokken-Impfung unter Therapie mit TNF-a-Blockern (Tay et al.
2007, Fiorino et al. 2012, Dezfoli et al. 2015) oder Methotrexat (Kapetanovic et al.
2006) vermindert. Ahnliches wird u.a. fur die Influenza-Impfung (Kobie et al. 2011,
Kotecha et al. 2016), die Tetanus-Impfung (Tay et al. 2006, Dezfoli et al. 2015), die
Hepatitis-A-Impfung (Van den Bijllaardt et al. 2013) sowie die Hepatitis-B-Impfung
(Rahier et al. 2010) beschrieben. Auch eine Infektion mit dem T-Zell-schadigenden
Humanen Immundefizienz Virus (HIV) kann zu einer unzureichenden Antwort auf
Impfungen fuhren (David et al. 2015). So zeigte eine Studie, dass nur etwa 18% der
HIV-Patienten eine adaquate Antikdrpermenge bilden konnten (Overton et al 2005).
Gerade immunsupprimierte Patienten sind aber auf die schitzenden Antikdrper
angewiesen, da Infektionen bei Ihnen oft dramatischer verlaufen als bei Gesunden
(Murphy 2011j). Bisher sind diese Patienten auf den Impfschutz der Gesunden
angewiesen. Nur wenn der grof3te Teil all ihrer Kontaktpersonen verlasslich geimpft
ist, besteht ein passiver Schutz dadurch, dass die Zahl der empfanglichen Personen
als Reservoir und Ubertrager der Krankheitserreger sehr gering ist (Herdenimmunitét)
(Murphy 2011i).

Autoimmune Erkrankung betreffen in der Gesamtheit mindestens 5% der westlichen
Bevdlkerung und ihre Inzidenz steigt weiterhin an (Bach 2002, Murphy 2011Kk).
Zusammen mit primaren und sekundaren Immundefizienzen und dem haufigen
Phanomen der unzureichenden Immunantwort auf die Hepatitis-B-Impfung bildet sich
so die groRe Population der Impfversager, die auf die Entwicklung neuer Impfstoffe

oder vertraglicher Adjuvantien durch die medizinische Forschung angewiesen ist.

1.8 Drug Repurposing

Die Umfunktionierung etablierter Medikamente von der urspriinglichen Indikation hin
zur Therapie anderer Erkrankungen wird als ,Drug Repurposing“ bezeichnet. Wurden
solche neuen Indikationen von Medikamenten friher vornehmlich durch Zufall
entdeckt, wird Drug Repurposing in den letzten Jahren auch in zum Tell
robotergestitzten Screeningverfahren systematisch durchgefiihrt. Grinde daftr gibt

es genug:. Die Entwicklung bisher unbekannter Wirkstoffe bis hin zur gewinn-
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bringenden Vermarktung ist Uberaus kostenintensiv und nur ein Bruchteil der
entwickelten Wirkstoffe halt den Testphasen zur Zulassung stand (DiMasi et al. 2002).
Fur etablierte Wirkstoffe liegen hingegen oft bereits umfangreiche Daten zur
Sicherheit, Pharmakodynamik und -kinetik vor, sodass sie schon zur Anwendung im
Menschen zugelassen sind. Viele dieser Substanzen sind auf3erdem nicht mit einem
Patent belegt. Die Entwicklung neuer Therapieoptionen auf der Basis des Drug
Repurposing spart also Kosten und Zeit (Chong und Sullivan 2007). Dies ist nicht
zuletzt fir den medizinischen Fortschritt in Entwicklungslandern von grof3er Bedeutung
(Moran 2005).

Ein Beispiel fur erfolgreiches Drug Repurposing ist Thalidomid (friher z.B.
Contergan®), das aufgrund seiner teratogenen Eigenschaften die Zulassung als
Beruhigungsmittel verlor und mittlerweile durch einen Zufallsbefund unter strengen
Sicherheitsauflagen zur Behandlung der Lepra und des Multiplen Myeloms indiziert ist
(Ashburn und Thor 2004). Aus einem systematischen Screening von uber tausend
Substanzen ging das weitverbreitete Antibiotikum Ceftriaxon als Behandlungsoption
der Amyotrophen Lateralsklerose (eine seltene neurodegenerative Erkrankung) hervor
(Rothstein et al. 2005). Vor allem solch seltene Erkrankungen kdnnten von Drug
Repurposing profitieren, da die de-novo-Entwicklung solcher Medikamente aufgrund

des kleinen Patientenkollektivs kaum Rentabilitat verspricht (Sardana et al. 2011).

Eine &hnliche Bibliothek liegt dieser Arbeit zu Grunde: Die Prestwick Chemical
Library® beinhaltet 1280 patentfreie, zugelassene Wirkstoffe mit einer groR3en
Bandbreite an biochemischen und pharmakologischen Eigenschaften. Die Chance,
mit dieser Sammlung vielversprechende Wirkstoffe auszumachen und diese auch bis
zur klinischen Anwendung bringen zu kdnnen, ist dadurch deutlich erhdht (Polireddy
etal. 2012, Prestwick Chemical 2016). So wurden mit dieser Bibliothek bereits mehrere
Hochdurchsatz-Screenings, gemeint ist die nicht-hypothesenbasierte, parallele
Untersuchung einer grol3en Zahl an Wirkstoffen hinsichtlich einer bestimmt Wirkung,
durchgeflihrt. Es fand sich beispielsweise, dass das Malaria-Medikament Chloroquin
ein vielversprechendes Mittel gegen in Asien vorkommende Erreger der
Gehirnentziindung darstellt (Porotto et al. 2009). Der Blutdrucksenker Guanabenz
zeigte eine in vivo Aktivitat gegen bisher unheilbare Prionerkrankungen (Tribouillard-
Tanvier et al. 2008).
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Grundlage dieser Arbeit ist ein Screening dieser Bibliothek. Im Rahmen einer weiteren
Doktorarbeit hat Kazuko Matsumoto am Lubecker Institut fur experimentelle
Dermatologie (LIED) die Prestwick Chemical Library® hinsichtlich einer méglichen
Beeinflussung der B-Lymphozytenfunktion untersucht. In Proliferationsmessungen an
isolierten, stimulierten B-Lymphozyten zeigte sich, dass acht dieser Wirkstoffe
maoglicherweise die B-Zell-Funktion steigern. Die Validierung und die vertiefte
Untersuchung dieser bisher unbekannten Funktion bekannter Medikamente werden in

dieser Arbeit vorgestellt.

1.9 Identifizierte, potentiell B-Zell-aktivierende Medikamente

Ceforanid (auch BL-S786, Precef® oder Radacef®) ist ein Antibiotikum aus der
Stoffklasse der Cephalosporine, das bakterizid wirkt, indem es mit seinem 3-Laktam-
Ring an das Penicillin-bindende Protein der Bakterien bindet und so die Zellwand-
synthese hemmt (Karow und Lang-Roth 2010a). Die intramuskulare Bioverfluigbarkeit
betragt 100%. Ceforanid akkumuliert auch nach wiederholter Gabe Uber bis zu elf
Tage nicht und wird Uber die Nieren ausgeschieden. In gesunden Erwachsenen
betragt die Plasmahalbwertszeit etwa drei Stunden (Campoli-Richards et al. 1987).
Seltene Nebenwirkungen sind Ausschlag und andere Hypersensitivitatsreaktionen,
nach intramuskularer Injektion Schmerzen an der Einstichstelle sowie
vorribergehende leichte Blutbildveranderungen wie Eosinophilie und Thrombozytose
(Wallace et al. 1979, Campoli-Richards et al. 1987). Wirkungen auf B-Lymphozyten

wurden bisher nicht beschrieben.

Itoprid (auch Ganaton®, Itomed® oder Itogard®) ist ein Dopamin D2-Rezeptor-
Antagonist mit zusatzlich hemmender Wirkung auf die Acetylcholinesterase (Iwanga
et al.1994). Es wird zur Behandlung der funktionellen Dyspepsie sowie der gastro-
osophagealen Refluxkrankheit verschrieben, da es die Motilitat des Magens stimuliert
(Holtmann et al. 2006). Itoprid wird schnell resorbiert und erreicht bei einer Bioverflig-
barkeit von 90% nach einer halben Stunde den hochsten Plasmaspiegel. Die
Elimination erfolgt vorwiegend renal mit einer Plasmahalbwertszeit von flunf Stunden
(Yoon et al. 2014). Nebenwirkungn kénnen abdominelle Schmerzen, Obstipation und
Diarrhoe sein. In hohen Dosen verabreicht kann Itoprid den Prolaktinspiegel erhéhen
und so theoretisch zu Galaktorrhoe und Gyndkomastie fihren (Holtmann et al. 2006).

Auch fur Itoprid wurden bisher keine Wirkungen auf B-Lymphozyten beschrieben.
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Progesteron ist ein physiologisch vorkommendes C2i1-Steroidhormon, das zur Gruppe
der Gestagene gehort. Es wird aus dem Gelbkorper, dem Follikel und der Plazenta
sowie bei beiden Geschlechtern aus der Nebennierenrinde freigesetzt. Die
Progesteronbildung unterliegt dem weiblichen Hormonzyklus und wird vermehrt in der
Schwangerschaft gebildet. Hier férdert es die Nidation und erhalt die Schwangerschaft
(Klocker 2010). AuRerhalb der Gelbkdrperphase und der Schwangerschaft sind die
Progesteronkonzentrationen im Serum zwischen Méannern und Frauen etwa gleich.
Therapeutisch werden Progesteron und seine Derivate vor allem zur Kontrazeption
und zur Behandllung der Endometriose eingesetzt. Die Pharmakokinetik ist individuell
sehr unterschiedlich, die Halbwertszeit ist kurz. Als Nebenwirkugen werden bei beiden
Geschlechtern  Appetitsteigerungen  mit  Gewichtszunahme,  pektangindse
Beschwerden, Elektrolytstérungen, Akne, Depressionen, Libidoverlust und Mudigkeit
beschrieben (Oettel und Mukkhopadhyay 2004, Karow und Lang-Roth 2010b).
Progesteron bindet an den Progesteronrezeptor und in hohen Konzentrationen auch
an den Glukokortikoidrezeptor (Hughes und Choubey 2014). Der EinfluR von
Progesteron auf das Immunsystem wird widerspriichlich beschrieben, wobei sowohl
Anstieg als auch Abfall der Serumkonzentrationen von Antikérpern nach Behandlung
mit verschiedenen Progesteronformen beobachtet wurden (Roubinian et al. 1979,
Hughes et al. 2009). Bei Mausen und Affen zeigt Progesteron einen steigernden Effekt
auf die lokale antigenspezifische Antikdrperproduktion im cervikovaginalen Trakt, ohne
Beeinflussung der Serum-Antikdrper (Johansson et al. 1998, LU et al. 1999).
AulRerdem soll Progesteron die B-Lymphopoese unterdricken (Medina und Kincade
1994). Ubereinstimmend zeigen die Studien, dass Progesteron den Verlauf
autoimmuner Erkrankungen wie des systemischen Lupus erythematodes (SLE)
abschwacht (Oettel und Mukkhopadhyay 2004, Hughes und Choubey 2014).

Famprofazon (auch Gewodin®, Gewolen®) ist eine analgetisch und antipyretisch
wirksame Substanz aus der Gruppe der Pyrazolone und wird im Korper teilweise zu
seinem aktiven Metaboliten Metamphetamin abgebaut, Gber den es durch Erhéhung
der zentralen und peripheren Noradrenalin-Konzentration seine Wirkung entfaltet
(Neugebauer et al. 1997, Karow und Lang-Roth 2010c). Die Halbwertszeit von
Metamphetamin betragt ca. zehn Stunden (Schepers et al. 2003). Metamphetamin-
bedingte Nebenwirkungen sind Blutdruckanstieg, psychotische Zustande,
Appetithemmung, Gefalispasmen und Herzrhythmusstérungen (Karow und Lang-Roth
2010c). Interaktionen mit B-Lymphozyten sind bisher nicht beschrieben.
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Vatalanib (auch PTK787) ist ein Tyrosinkinaseinhibitor, der die Gefal3neubildung in
Krebspatienten durch Blockade des VEGF-Rezeptors hemmt. Hervorgegangen aus
einem Hochdurchsatz-Screening kam es bisher in klinischen Studien zur Therapie
maligner Erkrankungen zum Einsatz. (Mariani 2004). Neben gastrointestinalen
Nebenwirkungen kdnnen bei Einahme von Vatalanib unter anderem Bluthochdruck,
Mudigkeit und Schwindel auftreten (Los et al. 2007). Es hat eine Halbwertszeit von
etwa funf Stunden. Des Weiteren wurde herausgefunden, dass es zur Caspase-
abhangigen Apoptose der B-Lymphozyten bei CLL und mit schwacherem Effekt auch
bei B-Zellen gesunder Spender fuhrt (Paesler et al. 2010). Dies konnte darauf
zurUckzufihren sein, dass B-Lymphozyten bei CLL VEGF exprimieren (Aguayo et al.
2000).

Trapidil (auch Rocornal®) ist ein nicht-selektiver Phosphodiesterase-Inhibitor. Es wird
zur Komplikationsprophylaxe bei koronarer Herzkrankheit verwendet, da es
vasodilatierend und positiv inotrop wirkt. Dariber hinaus hemmt es die
Thrombozytenaggregation (Karow und Lang-Roth 2010c). Immer wieder werden neue
Funktionen des Triazolpyrimidins bekannt. So steigert es die Prostaglandinsynthese,
vermindert aktive Makrophagen und wirkt anti-inflammatorisch (Zhou et al. 1999). Es
hat eine Halbwertszeit von ca. zwei Stunden und wird in der Leber metabolisiert
(Harder et al.1996). Als Nebenwirkungen treten Thrombozytopenien, gastrointestinale
Stérungen und Kopfschmerzen auf (Maresta et al. 1994). Trapidil kann den CD40-
Signalweg in Monozyten/Makrophagen sowie in T-Zellen hemmen (Zhou et al. 1999,

Kato et al. 2001). Eine direkte Wirkung auf B-Lymphozyten ist aber nicht bekannt.

Neostigminbromid (auch Prostigmin®) wirkt durch reversible Hemmung der Acetyl-
cholinesterase indirekt parasympathomimetisch. Es wird intravends bei Darm- und
Blasenatonien, paralytischem lleus, zur Antagonisierung nichtdepolarisierender
Muskelrelaxanzien sowie bei Myasthenia gravis eingesetzt. Unerwtinschte Wirkungen
sind Bradykardien, Bronchokonstriktion und Schwei3ausbriiche (Karow & Lang-Roth
2010c), die Halbwertszeit ist mit ca. zwanzig Minuten kurz (Calvey et al. 1979). Trotz
Forschungsergebnissen, die die Sensitivitait von B-Lymphozyten gegentber
Acetylcholin zeigen (Fernandez-Cabezudo et al. 2010), ist bisher keine direkte

Wirkung von Neostigminbromid auf B-Lymphozyten beschrieben.

Primaquindiphosphat ist ein orales Medikament zur Rezidivprophylaxe der Malaria.

Es wird nach oraler Applikation fast vollstandig resorbiert und mit einer Halbwertszeit
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von ca. sieben Stunden hepatisch eliminiert. Als Nebenwirkungen treten
gastrointestinale  Stoérungen sowie Blutbildverdnderungen im  Sinne von
Methamoglobindmien, hamolytischen Anamien und Leukozytosen auf (Graefe 2011).
Es ist beschrieben, dass Primaquin in vitro vergleichbar mit anderen
Malariamedikamenten immunsuppressiv auf Lymphozyten wirkt (Thong et al.1978),
was aber bei Untersuchungen zur Malariaprophylaxe am Menschen nicht bestatigt
werden konnte (Fryauff et al. 1996).

1.10 Ziele dieser Arbeit

Impfungen sind von grof3er Bedeutung in der Medizin und nur eine mdglichst hohe
Impfrate schafft einen flachendeckenden Schutz, der sich auch auf ungeimpfte
Individuen ausdehnt (Herdenimmunitat). Gewabhrleistet wird dieser Schutz durch B-
Lymphozyten und insbesondere von den aus ihnen hervorgehenden
antikorperproduzierenden Plasmazellen und Gedachtniszellen. Trotz Leitlinien-
gerechter Durchfuhrung der Impfung kommt es jedoch haufig vor, dass keine
ausreichende Immunitat generiert wird. Dies ist insbesondere bei der Hepatitis B-
Impfung und bei immunsupprimierten Patienten der Fall (David et al. 2015, Dezfoli et
al. 2015). Gerade fur medizinisch tatiges Personal und andere Risikogruppen ist aber
eine hohe Zahl schitzender Antikorper im Blut sehr wichtig. Die bisherige Empfehlung,
diese Non-Responder nur wiederholt zu impfen (Robert-Koch-Institut 2014), ist nicht
immer erfolgreich (Zaffina et al. 2014). Es wird also ein gut vertragliches Adjuvans, das

im besten Fall spezifisch die Imnmunantwort gegen ein Impfantigen steigert, gebraucht.

Ziel dieser Arbeit ist es, herauszufinden, ob acht Wirkstoffe, die aus einem zuvor mit
1280 patentfreien Substanzen (Prestwick Chemical 2016) durchgefiihrten Hochdurch-
satz-Screening hervorgingen, diese Funktion besitzen. Gleichzeitig wird sich also
zeigen, ob mit einem derartigen Screening tatsachlich vielversprechende Wirkstoffe
fur die weitere klinische Erprobung ausfindig gemacht werden konnen.

Diese Wirkstoffe untersuchte ich einzeln und in Kombination untereinander in
verschiedenen in vitro Experimenten auf ihr Potential, die Funktion der B-Lymphozyten
zu steigern. Diejenigen Medikamente, die sich in diesen Untersuchungen als die
aussichtsreichsten hervortaten, testete ich in vivo an Mausen mittels einer aktiven

Immunisierung.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Verwendete Laborgerate und Materialien

Chemikalien

Name

Firma, Firmensitz

17a-Hydroxyprogesteron

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Albumin Fraktion V

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Albumin Fraktion V, biotinfrei

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Ceforanid (Prestw-470)

Prestwick Chemical, lllkirch-Graffenstaden,

Frankreich

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

di-Natriumhydrogenphosphat
Dihydrat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

EDTA Dinatriumsalz-L6sung
0,1mol/I

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Ethanol 70% vergallt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Famprofazon

Prestwick Chemical, lllkirch-Graffenstaden,

Frankreich

FBS Superior

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Recombinant Human

Interleukin 21

Cell Sciences®, Newburyport, USA

Itoprid

Prestwick Chemical, lllkirch-Graffenstaden,
Frankreich

Ketamin-Hydrochlorid

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

mCol7-vWFA2-Protein

Hergestellt von Karsten Seeger und Claudia
Kauderer im Lubecker Institut fir experimentelle
Dermatologie (LIED) (Sitaru et al. 2005),

Universitat zu Liubeck, Lubeck, Deutschland

Natriumcarbonat, wasserfrei

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Natriumdihydrogenphosphat
Monohydrat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Natriumhydrogencarbonat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natronlauge 2 mol/l

Merck, Darmstadt, Deutschland

Neostigminbromid

Prestwick Chemical, lllkirch-Graffenstaden,

Frankreich

Ortho-Phosphorsaure 85%

reinst

Merck, Darmstadt, Deutschland

Penicillin-Streptomycin

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland

Primagindiphosphat

Prestwick Chemical, lllkirch-Graffenstaden,

Frankreich

Progesteron

Prestwick Chemical, lllkirch-Graffenstaden,

Frankreich

Salzsaure 2 mol/l

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Schwefelsaure 25%

Merck, Darmstadt, Deutschland

TiterMax® Classic Adjuvant
liquid

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Trapidil

Prestwick Chemical, lllkirch-Graffenstaden,

Frankreich

TRIS (hydromethyl)-
aminomethan (C4H11NO3)

Serva Electrophoresis, Heidelberg, Deutschland

Triton X 100

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Trypanblau-L6sung

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Turbo-TMB-ELISA

Thermo scientific, Waltham, USA

Tween 20 CsgH114026

Merck, Darmstadt, Deutschland

Vatalanib

Prestwick Chemical, lllkirch-Graffenstaden,

Frankreich

Xylazin-Hydrochlorid

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

22



Verbrauchsmaterialien

Name

Firma, Firmensitz

Cutasept F Hautdesinfizienz

Bode, Hamburg, Deutschland

End-to-End Kapillare 20 ul, K2 EDTA

Sarstedt, NUurmbrecht, Deutschland

Eppendorf Combitips advanced® 0,5ml,
2,5ml, 5ml, 10ml, 12,5ml

Eppendorf GmbH, Eppendorf,

Deutschland

epT.l.P.S.® Motion pipette tips 2-200pl,
20-300p!

Eppendorf GmbH, Eppendorf,
Deutschland

Falcon® Zellsieb 70um Nylon

Corning, Corning, USA

Filcon, unsteriles 20um Sieb

BD Biosciences, San Jose, USA

Filtopur V50 Filter

Sarstedt, NUurmbrecht, Deutschland

LD Columns Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland
LS Columns Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland

Microplate-96 Well-Flat bottom, high-
binding

greiner Bio-One, Kremsmuinster,

Osterreich

Microplate-96 Well-Flat bottom, non-
binding

Greiner Bio-One, Kremsm{unster,

Osterreich

Mikrotestplatte 96 Well, Flachboden, mit

Deckel, steril

Sarstedt, NUurmbrecht, Deutschland

Minisart® NML SpritzenvorsatZzfilter,
Porengrof3e: 0,2um

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Nunc-Immuno™ MicroWell™ 96 well

solid plate, flat bottom, MaxiSorp™

Thermo-Fisher scientific, Waltham, USA

Omnican®-F Feindosierungsspritze 1ml

B.Braun AG, Melsungen, Deutschland

Pasteur-Pipetten 1ml

BioSigma, Cona, Italien

Pasteurpipetten aus Glas

Glaswarenfabrik Karl Hecht, Sondheim,

Deutschland

Pipettenspitzen 10ul, 100pul, 2000ul

Sarstedt, Nirmbrecht, Deutschland

Ro6hre 5 ml, 75 x 12 mm

Sarstedt, Nurmbrecht, Deutschland

SafeSeal-Reagiergefalle 1,5ml, 2ml

Sarstedt, NUrmbrecht, Deutschland

Safety-Multifly-Kanule

Sarstedt, Nurmbrecht, Deutschland
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Schraubréhre 15 ml, 120 x 17 mm

Sarstedt, Nurmbrecht, Deutschland

Schraubréhre 50 ml, 114 x 28 mm

Sarstedt, NUurmbrecht, Deutschland

Serologische Pipetten 5ml,10ml, 25ml

Sarstedt, NUurmbrecht, Deutschland

S-Monovette EDTA 9ml

Sarstedt, Nurmbrecht, Deutschland

Spriuhpflaster

Beiersdorf, Hamburg, Deutschland

Sterile Einmalskalpelle Nr.21

FEATHER® SAFETY RAZOR, Osaka,

Japan

Gerate und Software

Name

Firma, Firmensitz

BD Cellquest™ Pro 5.2.1 Software

BD Biosciences, San Jose, USA

BD FACSCalibur™

BD Biosciences, San Jose, USA

BD LSR Il flow cytometer

BD Biosciences, San Jose, USA

Heraeus® Biofuge® Fresco

Heraeus instruments, Hanau,

Deutschland

Captair chem -Filterabzug

Erlab, Val-de-Reuil, Frankreich

Feinwaage Analytical Plus

OHAUS, Parsippany, USA

FlowJo Version 10

TreeStar, Ashland, USA

GraphPad Prism 6

GraphPad Software, La Jolla, USA

Haemocytometer-Cover-Glas

Marienfeld, Lauda Kénigshofen,

Deutschland

Heat-stir-plate CB162

Stuart, Staffordshire, UK

Heracell™ 240i CO2-Inkubator

Thermo-Fisher scientific, Waltham, USA

Infinite® M200 PRO Microplate Reader

Tecan Group, Mannedorf, Schweiz

LaminAir HB2448

Heraeus instruments, Hanau,

Deutschland

Megafuge® 1.0R

Thermo-Fisher scientific, Waltham, USA

MidiMACS™ Separator

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland

Mikro 20 Zentrifuge

Hettich-Zentrifugen Tuttlingen,
Deutschland
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Multipipetten 0,5-10 pl, 10-100ul, 30-
300ul

Eppendorf GmbH, Eppendorf,
Deutschland

Neubauer-Zahlkammer

Marienfeld, Lauda Kénigshofen,

Deutschland

Office 365

Microsoft, Redmond, USA

pH-Meter pH562

WTW, Weilheim, Deutschland

Pipetten Research 0,5-10 pl, 2-20 pl,
10-100pul, 100-1000ul

Eppendorf GmbH, Eppendorf,

Deutschland

pipetus®

HIRSCHMANN®-Laborgeréte,
Eberstadt, Deutschland

QuadroMACS™ Separator

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

SigmaPlot 13.0

Systat, Erkrath, Deutschland

Tail access rodent restrainer

Stoelting Co., Wood Dale, USA

Testplattenmischer TPM 4

Sarstedt, Nurmbrecht, Deutschland

Trocken- und Warmeschrank ED115

Binder, Tuttlingen, Deutschland

V-1 plus, Einzel-Vortex fir R6hrchen

Biosan, Riga, Lettland

VICTOR3™ Multilable Plate Reader

PerkinElmer, Waltham, USA

Vortex-Genie® 2

Scientific Industries Inc., Bohemia, USA

Waage EMB 220-1

KERN & Sohn, Balingen, Deutschland

Wasserbad 3043

Kottermann-Labortechnik, Uetze,

Deutschland

Wilovert S Mikroskop

hund GmbH, Wetzlar, Deutschland

Medien und Puffer

Name

Firma, Firmensitz

BD Cytofix/Cytoperm™

BD Biosciences, San Jose, USA

BD Perm/Wash™

BD Biosciences, San Jose, USA

Bio-Withaker
RPMI 1640 with L-glutamine, without
HEPES

Lonza, Basel, Schweiz

Buffer EL

Qiagen, Hilden, Deutschland
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Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(DPBS)

Thermo-Fisher scientific, Waltham, USA

Ficoll™-Paque PLUS

GE-Healthcare, Little Chalfond, UK

Minimum-Essential-Medium
Non-essential amino-acids (MEM-
NEAA)

Thermo-Fisher scientific, Waltham, USA

Selbsthergestellte Puffer

Name

Bestandteile

ELISA Beschichtungspuffer

Aqua dest. mit je 0,05 mol/l
Natriumcarbonat und

Natriumhydrogencarbonat bei pH=9,6

ELISA Blockierungspuffer

Aqua dest. mit 50mM Tris, 0,14M NacCl,
1%Albumin Fraktion V bei pH=8,0

ELISA Verdinnungslosung

Aqua dest. mit 50mM Tris, 0,14M NacCl,
1%Albumin Fraktion V und 0,05%
Tween20

ELISA Waschlésung

Aqua dest. mit 50mM Tris, 0,14M NacCl,
0,05% Tween20 bei pH=8,0

FACS-Puffer

PBS mit 3% Albumin Fraktion V

MACS-Puffer

490ml DPBS, 10ml EDTA, 2,5g Albumin
Fraktion V (0,5%, biotinfrei); sterilfiltriert

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

Aqua dest. mit 0,154M NacCl, 49mM
Na2HPO4 — 2H20, 6,5mM NaH2PO4—
H20 auf pH=7,2 mit HsPOa4 eingestellt

Zellkultur-Medium

88% RPMI (+L-Glutamin, ohne HEPES),
10% fetales Rinderserum (FBS), 1%
Penicillin/Streptomycin, 1% Nicht-

essenzielle Aminosauren

26




Antikorper und Antikdrperzusammenstellungen (Kits)

Name

Firma, Firmensitz

APC Mouse Anti-Human CD38 (HIT2)

BD biosciences, San Jose, USA

APC Mouse Anti-Mouse CD19 (6D5)

BioLegend, San Diego, USA

APC Rat Anti-Mouse Ly6G (1A8)

Miltenyi Biotec, Teterow, Deutschland

B Cell Isolation Kit I, human

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

B220-A405

Gekoppelt von Katharina Hofmann im
Institut far systemische
Entztindungsforschung, Universitat zu
Lubeck, Lubeck, Deutschland

Human CD40/TNFRSF5 (Monoclonal
Mouse IgG2B Clone #82111

R&D Systems, Minneapolis, USA

Cell Proliferation ELISA, BrdU

(colorimetric)

Roche, Basel, Schweiz

Cytotoxicity Detection Kit (LDH)

Roche, Basel, Schweiz

FITC Mouse Anti-Human CD19 (HIB19)

BD biosciences, San Jose, USA

FITC Mouse Anti-Mouse CD19 (6D5)

BioLegend, San Diego, USA

FITC Rat Anti-Mouse/Human
CD45R/B220 (RA3-6B2)

BioLegend, San Diego, USA

Human IgG ELISA Quantitation Set

Bethyl, Montgomery, USA

Human IgM ELISA Quantitation Set

Bethyl, Montgomery, USA

Kappa-A647

Gekoppelt von Katharina Hofmann im
Institut far systemische
Entztndungsforschung, Universitat zu
Lubeck, Libeck, Deutschland

Mouse IgG ELISA Quantitation Set

Bethyl, Montgomery, USA

Mouse IgM ELISA Quantitation Set

Bethyl, Montgomery, USA

PE Hamster Anti-Mouse CD3¢ (145-
2C11)

Miltenyi Biotec, Teterow, Deutschland

PE Mouse Anti-Human CD27 (M-T271)

BD biosciences, San Jose, USA

PE Rat Anti-Mouse CD138 (Syndecan-
1) (281-2)

BioLegend, San Diego, USA
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Purified Rat Anti-Mouse CD16/CD32 BD biosciences, San Jose, USA
(Mouse BD Fc Block™) (Clone 2.4G2)
VWFA2-A488 Gekoppelt von Katharina Hofmann im

Institut far systemische
Entztndungsforschung, Universitat zu
Lubeck, Lubeck, Deutschland

2.2 Probanden

Um eine adaquate Aktivierbarkeit der zu entnehmenden Zellen nach Méglichkeit zu
gewahrleisten, wurden nur Probanden rekrutiert, die sich zum Zeitpunkt der
Blutentnahme gesund fuhlten und keine bekannten chronischen
Entziindungskrankheiten aufwiesen. Ergebnisse zweier Probanden, die derartiges
nachtraglich angaben, wurden nicht verwendet. Vollig ausgeschlossen werden kdnnen
entztindliche Erkrankungen unter den Probanden mit dieser Methode allerdings nicht.
Samtliche Spender wurden vorher von mir Gber die Risiken der Blutentnahme und den
Rahmen der Studie aufgeklart und willigten schriftlich ein. Das zur Durchfihrung der
Versuche am Menschen bendétigte positive Votum der Ethikkommission lag zu
Versuchsbeginn vor (Ethikvotumsnummer 09-140, siehe Anhang).

2.3 Isolation humaner B-Lymphozyten

Die fir die in vitro-Experimente bendtigten B-Lymphozyten isolierte ich aus dem Blut
gesunder Probanden. Hierflir nutze ich zunachst den Dichteunterschied zwischen den
mononukledren Zellen, zu denen auch die Lymphozythen gehéren, und den tbrigen
Blutbestandteilen, um diese mittels Zentrifugation voneinander zu trennen (postive
Selektion). Aus diesen mononuklearen Zellen entfernte ich die unerwiinschten Zellen
mittels magnetischer Markierung (negative Selektion), sodass ich am Ende eine

nahezu reine B-Zell-Suspension erhielt.

Den Spendern wurden héchstens 36ml Blut in (zur Antikoagulation) EDTA-haltigen
Monovetten abgenommen und umgehend weiterverarbeitet. Samtliche folgenden
Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen an einer LaminAir HB 2448
Werkbank durchgeftihrt. Aus dem Blut isolierte ich zunachst die mononukleéren Zellen

des peripheren Blutes (im Folgenden PBMC fir Peripheral Blood Mononuclear Cells).
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Dazu verdunnte ich je 9ml Blut in 21ml steriler Dulbecco’s phosphatgepufferter
Salzlésung (DPBS) und schichtete das verdinnte Blut im Anschluss auf jeweils 15ml
Ficoll™-Paque vorsichtig unter Verwendung einer Pipettierhilfe auf, sodass zwei
getrennte Phasen entstanden. Dies wurde dann fir 25 Minuten in einer Megafuge 1.0R
bei 1600 Umdrehungen pro Minute (im Folgenden rpm fir rounds per minute)
(entspricht 535g) und Raumtemperatur ohne Bremse zentrifugiert, sodass sich vier
Phasen differenzierten (siehe Abb. 2.1).

Blutprobe, Plasma
mit DPBS

Zentrifuoation
verdiunnt > B PBMC

Ficoll™-Paaue
Ficoll™-Paque
Granulozyten und

Erythrozyten

Abb. 2.1: Dargestellt ist die Separation einzelner Blutbestandteile mittels Zentrifugation
unter Verwendung von Ficoll™-Paque. Links ist der Zustand vor Zentrifugation gezeigt.
Durch den hohen Dichtegradienten mischt sich das Ficoll™-Paque nicht mit der
aufgeschichteten Blutprobe. Durch die Zentrifugation bilden sich vier Phasen. Die
dichten Granulo- und Erythrozyten finden sich zu unterst, dariber kommen die
bendtigten PBMC auf einer Ficoll™-Paque-Schicht zu liegen. Dariiber befindet sich das
Blutplasma.

Modifiziert aus der Gebrauchsanweisung zu Ficoll™-Paque ,lsolation of mononuclear
cells* von GE-Healthcare.

Die PBMC-Schicht wurde mittels Einmal-Pasteurpipette in ein separates Réhrchen
Uberfahrt, mit MACS-Puffer auf 45ml aufgefullt und fur 10 Minuten in derselben
Zentrifuge bei 1800rpm (entspricht 677g) und 4°C zentrifugiert. Danach wurde der
Uberstand abgesaugt, das Sediment in 20ml MACS-Puffer resuspendiert und unter
den gleichen Bedingungen erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut
abgenommen und das Sediment in 300ul MACS-Puffer resuspendiert. Die Zellzahl
bestimmte ich mit einer Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop (siehe Abbildung
2.2). Hierfur verdiunnte ich 1ul der PBMC in 179ul DPBS und 20ul Trypanblau und

zahlte vier 4x4-Felder aus. Da Trypanblau nur abgestorbene Zellen anfarbt, zahlte ich
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die angefarbten Zellen nicht mit. Die Gesamtzellzahl berechnete ich anhand der
Formel:
(Q1+ Q2+ Q3+ Q4

Gesamtzellzahl = 2 x 10* x Verdiinnung X Gesamtvolumen

Q1-Q4 bezeichnet dabei die jeweils gezahlten Zahlen in den vier Quadraten. 104 ist
der Kammerfaktor, die Verdinnung ist hierbei 200, das Gesamtvolumen 0,3ml. Die

Gesamtzellzahl ist wichtig fur die korrekte Dosierung der in den Folgeschritten

bendtigten Antikorper.

Abb. 2.2: Gezeigt ist ein 5x4 Feld einer erweiterten Neubauer-Zahlkammer mit Zellen im
Phasenkontrast. Gezahlt werden alle Zellen innerhalb des gelben Rahmens. Jede Grenze
gehort zu jeweils rechts bzw. darunter gelegenen Feld, sodass die Zelle im griinen Kreis
mitgezahlt werden muss, wahrend die Zelle im roten Kreis nicht mitgezahlt werden darf. In
meinen Versuchen verwendete ich eine dhnliche Zahlkammer mit 4x4 Feldern.

Abb. modifizert, gemeinfrei zur Verfilgung gestellt von ,Albiciades” auf
https://commons.wikimedia.org.

30



Aus der erhaltenen Zellsuspension isolierte ich nun mittels magnetischer Zellsortierung
(im Folgenden MACS) die B-Lymphozyten. Die folgenden Schritte entsprechen dem
Protokoll des verwendeten ,B Cell Isolation Kit Il, human® von Miltenyi Biotec. Dazu
verdiinnte ich die Zellsuspension auf 250.000 PBMC/ul in MACS-Puffer und fligte
1ul/10%° PBMC des B Cell Biotin-Antibody Cocktails (enthalt biotinylierte Antikorper
gegen CD2, CD14, CD16, CD36, CD43 und CD235a) hinzu. Die Zellsuspension wurde
dann 10 Minuten lang im Kihlschrank inkubiert. Im Anschluss fugte ich pro 106 PBMC
3ul gekihlten MACS-Puffer sowie 2ul Anti-Biotin MicroBeads (monoklonale, murine
IgG1-Antikorper gegen Biotin, an die kleinste metallische Perlen gebunden sind) hinzu.
Nach weiteren 15 Minuten Inkubation im Kuhlschrank zentrifugierte ich die
Zellsuspension in der zuvor bereits verwendeten Zentrifuge bei 1400rpm (entspricht

409¢) und 4°C mit Bremse flr sieben Minuten.

Ich resuspendierte die Zellen in 0,5ml MACS-Pulffer, liel3 die Suspension durch eine
mit 2ml MACS-Puffer befeuchtete Trennsaule im MidiMACS®- bzw. QuadroMACS®-
Separator laufen und spulte die Saulen dann zweimal mit 1ml MACS-Puffer. Hierbei
wurden die markierten Zellen vom Magneten zuriickgehalten und nur die unmarkierten
B-Zellen durchgelassen. Den Durchfluss fing ich auf und zentrifugierte ihn wie zuvor.
Das entstandene Sediment wurde danach in 1ml Zellkultur-Medium (hier nur 1% FBS-
haltig) resuspendiert und die Zellzahl wie zuvor mit einer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Die erhaltene B-Zell-Suspension verdinnte ich dann mit Zellkultur-Medium

auf 2x10° Zellen pro Milliliter.

Die in der Trennsaule aussortierten Zellen presste ich aus der Saule in ein separates

Gefal3 und bewahrte sie fur die Reinheitsuntersuchung (siehe Kapitel 2.7) auf.

2.4 Stimulation und Inkubation der isolierten B-Zellen

Die in den Kapiteln 1.4 und 1.5 beschriebene B-Zell-Aktivierung tiber Antigenbindung,
T-Zellinteraktion und zahlreiche Zytokine I&sst sich in vitro nur aufwendig und nicht
umfassend nachbilden. Die Stimulation mit nur zwei Komponenten dieser Reaktion,
der Bindung an CD40 und dem essentiellen Zytokin IL-21 (Chen et al. 2007, Kuchen
et al. 2007), bot sich aus Kosten- und Aufwandsgriinden an, sodass diese Stimulation

Grundlage aller folgenden in vitro-Experimente ist.
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Ahnlich wie in Abb. 2.3 beispielhaft dargestellt, pipettierte ich die Zellsuspension auf
eine 96-Well-Flachboden-Suspensionsplatte. Zuerst fillte ich zwei Wells mit jeweils
2x10% unstimulierten B-Lymphozyten in je 100ul Zellkulturmedium. Die tbrigen Zellen
stimulierte ich mit CD40-Antikérpern in einer Konzentration von 2ug/ml und
rekombinantem IL-21 in einer Konzentration von 200ng/ml und gab davon je 2x10*
Zellen in die beiden fur stimulierte B-Lymphozyten vorgesehenen Wells. Den restlichen
Zellen fugte ich DMSO, das Lésungsmittel der zu untersuchenden Medikamente, zu
einem Anteil von 0,2% hinzu. Jeweils 2x10* Zellen in 100pl Zellkultur-Medium hiervon
wurden in die Ubrigen Wells pipettiert. In jedes Well wurden dann je 100ul in Zellkultur-
Medium verdinnten Medikaments hinzugefigt. Ich testete acht Medikamente jeweils
in den Konzentration 1yM, 0,1uM und 0,01uM. Den Kontroll-Wells fligte ich 100ul
Zellkultur-Medium hinzu, sodass jedes Well mit 200l Medium und 2x10* Zellen beftllt

war. Zwei weitere befillte ich mit je 200ul Zellkulturmedium.

Fur den LDH-Zytotoxizitatsassay passte ich das Zellkulturmedium dahingehend an,
dass es nur 1% FBS enthielt. Auf diesen Platten fillte ich zusétzlich zwei Wells mit
2x10* stimulierten Zellen und fligte diesen 0,4% zytotoxisches Triton X-100 hinzu.
Samtliche Versuchsansatze fihrte ich in Doppelbestimmung durch.

Die Platte wurde dann in einem Heracell™ 240i CO2-Inkubator bei 100%

Luftfeuchtigkeit, 37°C und 5% CO2-Partialdruck aufbewahrt.

2.5 LDH-Zytotoxizitatsassay

Den LDH-Zytotoxizitdtsassay wandte ich an, um zu testen, ob die Medikamente einen
toxischen Effekt auf die B-Lymphozyten haben. Das Enzym Laktatdehydrogenase
(LDH) kommt in fast allen Zellen vor und wird bei deren Absterben freigesetzt. Im
Serum kann es daher als unspezifischer Marker fir eine Gewebeschadigung
gemessen werden (Wiesinger 2009). Diese LDH wird durch eine gekoppelte
Enzymreaktion, deren Endprodukt Formazan ist, im Zytotoxizitatsassay durch eine bei
490nm messbare Extinktion reprasentiert. Ein im Vergleich zu den stimulierten
Kontrollzellen erhohter Wert sprache in diesem Test demnach fir einen B-Zell

schadigenden Effekt der getesteten Substanz.
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Abb. 2.3: Zu sehen ist die beispielhafte Belegung einer 96-Well-Platte. Es wurden immer
Doppelbestimmungen durchgefuhrt. In den Spalten 2-9 ist jeweils eines der acht
Medikamente in den Konzentrationen 1uM (Reihe B+C), 0,1uM (Reihe D+E) und 0,01uM
(Reihe F+G) aufgetragen. In den Spalten 10+11 befinden sich die Kontrollen ohne
Medikamente. U bezeichnet hierbei unstimulierte Zellen, S die stimulierten Zellen ohne
DMSO, SD stimulierte Zellen mit 0,1% DMSO, M alleiniges Medium und T bezeichnet
stimulierte Zellen mit 0,2% Triton X-100. Weil3e Felder sind leer. In jedem befullten Well
befinden sich 200pl Medium mit 2x10* Zellen (auBer in M), 1ug/ml CD40-Antikorper +
100ng/ml IL 21 (aufRer in M+U), ca. 0,1% DMSO (aufZer in M+U+S) und eines der acht
getesteten Medikamente in einer der drei genannten Konzentrationen (aul3er

Die Zellen wurden wie zuvor beschrieben isoliert, stimuliert und inkubiert. Am Folgetag
zentrifugierte ich die Platte bei 1500rpm (entspricht 367g) und Raumtemperatur fir 10
Minuten in der schon erwdhnten Megafuge 1.0R. Ich entnahm jedem Well 100ul des
entstandenen Uberstands und Uberfihrte diesen unter Beibehaltung der Platten-
belegung auf eine nicht-bindende 96-Well-Platte.

Die Quantifizierung der LDH-Freisetzung flhrte ich mithilfe des ,Cytotoxicity Detection
Kits (LDH)“ durch. Hierzu vermischte ich pro Well 2,5ul Catalyst mit 112,5ul dye
solution und pipettierte davon jeweils 100ul zum Uberstand in die Wells. Die Platte

inkubierte ich dann fur eine halbe Stunde in Dunkelheit bei Raumtemperatur.
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Die Extinktion der einzelnen Wells bei 490nm malf3 ich mit einem VICTOR3™ Multilable
Plate Reader. Sie ist proportional zur Konzentration der freigesetzten LDH und damit

zur Menge an toten Zellen im Well.

2.6 BrdU-Proliferationsassay

Um den Effekt der getesteten Substanzen auf die Proliferation der isolierten B-
Lymphozyten zu quantifizieren, fihrte ich 5-Brom-2-desoxyuridin- (BrdU)-
Proliferationsassays durch. Das Pyrimidinanalogon BrdU wird von Zellen anstelle von
Thymidin zur DNA-Replikation verwendet und kommt deshalb nur in den neu
entstandenen Zellen vor, nicht aber in den schon vorher prasenten (Merrick 2015).
Totet man diese Zellen nach einigen Tagen ab, lasst sich das eingebaute BrdU mit
Antikdrpern markieren und Uber einen an Meerrettichperoxidase (HRP) gebundenen
Sekundarantikdrper in einer farbigen Substratreaktion sichtbar und colorimetrisch

messbar machen.

Wie zuvor beschrieben isolierte, stimulierte und inkubierte ich humane B-
Lymphozyten. Vier Tage nach der Isolation gab ich unter sterilen Bedingungen 20pl
der 1:100 verdunnten ,BrdU labeling solution“aus dem ,Cell Proliferation ELISA, BrdU
(colorimetric)“Kit in jedes Well hinzu. Die Zellen wurden dann flr weitere 24 Stunden
bei 100% Luftfeuchtigkeit, 37°C und 5% CO2-Partialdruck inkubiert.

Am Folgetag zentrifugierte ich die Platte bei 1400rpm (entspricht 319g) und
Raumtemperatur fiir 10 Minuten. Den Uberstand entfernte ich durch Auskippen und
leichtes Ausklopfen. Im Anschluss trocknete ich die Platte, indem ich sie fur eine
Stunde offen bei 60°C in einen Trockenschrank stellte.

Auf die getrockneten Zellen gab ich pro Well je 200ul Fix Denat-L6sung und inkubierte
sie fur eine halbe Stunde bei Raumtemperatur. Danach entfernte ich das Fix Denat
durch Umdrehen und Ausschlagen und pipettierte in jedes Well 100ul anti-Brdu-POD-
working-solution, bestehend aus einem HRP-gekoppelten anti-BrdU-Antikérper 1:100
verdinnt in dilution solution. Es folgte eine weitere Inkubationsphase von 90 Minuten

dunkel bei Raumtemperatur.

Nach der Inkubationszeit wusch ich die Wells je dreimal mit 200ul DPBS und flgte
jedem Well 100ul substrate solution, also 3,3',5,5-Tetramethylbenzidin (TMB) — das
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Substrat der HRP, hinzu und inkubierte sie bei Raumtemperatur, bis die
Farbentwicklung zur photometrischen Detektion ausreichte, was in der Regel 10-20
Minuten dauerte. Die Farbreaktion stoppte ich dann mit 50ul 0,5M H2SO4 pro Well. Die
Extinktion in den Wells malR3 ich bei 450nm mit einem VICTOR3™ Multilable Plate

Reader.

2.7 Durchflusszytometrie isolierter humaner B-Lymphozyten

Die Durchflusszytometrie ermdglicht die Untersuchung einzelner Zellen und deren
Sortierung anhand ausgewahlter Merkmale, beispielsweise ihrer Oberflachen-
molekule. Zwar erlaubt allein schon die zweidimensionale Sortierung nach Grof3e im
Vorwartsstreulich (FSC) und nach Granularitat im Seitwartsstreulicht (SSC) eine
gewisse Unterscheidung der Zellart, zum Beispiel zwischen Lymphozyten und
neutrophilen Granulozyten, viel genauer wird dies aber durch die Markierung einzelner
Zellbestandteile mit farbstoffgebundenen Antikdrpern. Durch geschickte Auswahl und
Kombination dieser Antikorper lassen sich mitunter Subgruppen einer Zellart
guantitativ messen. Ich verwendete die Durchflusszytometrie bei den von mir isolierten
B-Lymphozyten einerseits zur Kontrolle der Reinheit in der Kultur, anderseits zur
Evaluierung der Medikamentenwirkung auf die Differenzierung zu den wichtigen,
antikdrperproduzierenden Plasmazellen innerhalb der Zellkultur. Hierfur farbte ich die
Zellen mit drei Farbstoffen an: anti-CD19-FITC, anti-CD27-PE und anti-CD38-APC. B-
Lymphozyten sind CD19*, die aus ihnen hervorgehenden Plasmazellen CD19
CD27+*CD38".

Fur die Reinheitsanalyse untersuchte ich sowohl die isolierte B-Zellsuspension als
auch die aussortierten Zellen. Ich zentrifugierte die zu untersuchenden Zellen fir 5
Minuten bei 4°C und 1400rpm (entspricht 409g), goR den Uberstand ab, resus-
pendierte die Zellen in 100ul FACS-Puffer pro Probe. Diesen Proben fligte ich dann je
1pl jeden Antikorpers hinzu, mischte grindlich und inkubierte die Proben fir eine halbe
Stunde bei 4°C in Dunkelheit. Danach flllte ich die Proben mit 1ml FACS-Puffer auf,
zentrifugierte sie erneut fur 5 Minuten bei 4°C und 1400rpm, verwarf den Uberstand
und resuspendierte kurz vor der Eingabe der Probe ins Durchflusszytometer BD
FACSCalibur™ in 300ul PBS. Die Messung und Analyse der Proben erfolgte mit der
Software CellQuest™ Pro 5.2.1. Pro Probe maR ich 104 Zellen. Die Auswertungen sind
exemplarisch in den Abbildungen 2.4 und 2.5 dargestellt.
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Abb. 2.4: Gezeigt ist die Reinheitsanalyse einer gerade isolierten Zellkultur mit dem
Programm CellQuest™ Pro 5.2.1.. A zeigt das fur FACS-Bilder typische Punktdiagramm,
wobei jeder Punkt eine Zelle reprasentiert. Deutlich sind hier zwei sogenannte ,Wolken®
so erkennen. Eine mit Zellen von geringer Grof3e und mit geringer CD19-Auspragung (am
ehesten tote Zellen und vereinzelte Erythrozyten), die andere mit grof3eren, CD19* Zellen
(B-Lymphozyten). B zeigt ein Hisotgramm Der CD19-Auspragrung in der B-Zellkultur,
wobei deutlich zu erkennen ist, dass die meisten Zellen im CD19*-Bereich liegen und somit
B-Zellen sind. C zeigt ein Histogramm der mittels MACS aussortierten Zellen. Hier finden
sich nur wenige CD19*-Zellen, sodass davon ausgegangen werden kann, dass die
Isolation erfolareich war.

2.8 ELISA zur Quantifizierung der IgG- und IgM-Konzentration

Das zentrale Element der B-Zell-Funktion und unabdingbar fir ein gut schiitzendes
Immunsystem ist die Produktion von Antikdrpern. Ob die verwendeten Medikamente
darauf einen Einfluss haben, testete ich mit sogenannten enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISA), die selbst mehrere Antikorperreaktionen nutzen, um
eine Antigenkonzentration messbar zu machen. In diesem Fall waren die humanen
IgM- und IgG-Antikérper bzw. deren murine Korrelate im Mausversuch die zu
qguantifizierenden Antigene. Diese werden zunachst durch spezifische Beschichtungs-
Antikorper gebunden, wahrend alles Ubrige entfernt wird. In einer zweiten
Antikdrperreaktion wird dann wie schon beim BrdU-Assay Uber HRP-gekoppelte
Sekundarantikdrper die Antikdrperkonzentration colorimetrisch messbar. Je hdher
hierbei der Extinktionswert ausfallt, desto grof3er ist die Konzentration an gebundenen

Sekundarantikérpern und damit die Antigenkonzentration.

Um diese zu bestimmen, verwendete ich Quantifizierungskits fur humane IgM- und
IgG-Antikorper sowie fir murines IgM und 1gG. Der Versuchsablauf ist fur alle diese
Versuche gleich, sie unterscheiden sich lediglich in den verwendeten Beschichtungs-
antikorpern, der Verdiinnung des Referenzserums und den verwendeten Sekundéar-

antikdrpern. In Tab. 2.1 sind die Refenrenzkonzentrationen aufgelistet.
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Abb. 2.5: Gezeigt ist die Evaluierung der Medikamentenwirkung auf die Plasmazell-
differenzierung mit dem Programm CellQuest™ Pro 5.2.1. A zeigt im Punktdiagramm
jeweils die B-Lymphozytenpopulation als Wolke im mittelgroRen, wenig-granulierten
Bereich bzw. als mittelgroBe CD19*-Zellen. B zeigt die Darstellung hinsichtlich der
Auspragung von CD27 und CD38 am Tag der Isolation innerhalb der eingerahmten
Population in A. Plasmazellen sind sowohl CD27* als auch CD38", also hier im oberen
rechten Quadranten zu finden, was zu diesem Zeitpunkt noch auf kaum eine Zelle zutrifft.
C zeigt die gleiche Population finf Tage spater. Sie gehort zur Kontrollgruppe, die stimuliert
und mit 0,1% DMSO sowie 0,1uM Progresteron inkubiert worden war. Hier zeigen sich
deutlich mehr Plasmazellen im oberen rechten Quadranten, was dafir spricht, dass die
Stimulation funktioniert hat.

Die Proben mit murinem IgM und IgG stammen aus wochentlichen Blutentnahmen
wahrend des Mausversuchs, die humanen aus den Zellkulturen der von mir isolierten
B-Lymphozyten nach funf bis sechs Tagen Inkubation. Diesen Zeitpunkt hatte ich

zuvor evaluiert (siehe Kapitel 3.1.1 und Abb. 3.2).
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Zunachst fuhrte ich den ELISA mit exemplarischen Proben in verschiedenen
Verdunnungen (1:10, 1:100, 1:1000, 1.10.000...) durch, um die geeignete
Probenverdinnung zu evaluieren. Die Proben aus der Zellkultur verdinnte ich 1:20 -
1:60, die murinen Seren 1:20.000 — 1:160.000. Die gemessenen Werte sollten dabei
in dem Wertebereich liegen, in dem die Messwerte der Standardreihe linear mit der
bekannten Konzentration ansteigen (siehe Abb.2.7).

Mensch IgM | Mensch IgG Maus IgM Maus IgG
Konzentrationen 1000 500 1000 500
in der 500 250 500 250
Standardreihe in 250 125 250 125
ng/ml 125 62,5 125 62,5
62,5 31,25 62,5 31,25
31,25 15,625 31,25 15,625
15,625 7,8125 15,625 7,8125
Leerwert in ng/ml 0 0 0 0

Tab. 2.1: Dargestellt sind die bekannten Konzentrationen des jeweiligen Antigens in den
Verdiunnungen des dazugehdrenden Referenzserums. Eine solche Standardreihe wurde
auf jeder Testplatte untersucht. Dadurch, dass diese Werte vorab bekannt sind, kénnen
die Messwerte der Proben auf der gleichen Testplatte zu den Standardwerten in Relation
gesetzt und so die Antigenkonzentration in der Probe berechnet werden.

Zu Beginn verdinnte ich den Beschichtungsantikérper (affinity purified antibody) aus
dem jeweiligen Kit 1:100 in carbonathaltigem Beschichtungspuffer und gab davon
100ul in jedes Well einer stark bindenden 96-Well-Testplatte, die dann Uber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert wurde. Im Anschluss wusch ich die Platte funfmal mit
300ul/Well der ELISA Waschlésung durch Ausschitten und Ausklopfen und befillte
die Wells mit je 200ul Blockierungspuffer gefolgt von einer halbstiindigen Inkubation

bei Raumtemperatur.

Zur Herstellung eines Standards verdinnte ich das Referenzserum nach
Protokollvorgabe (siehe Tab. 2.1) mit der Verdinnungslosung. Zusatzlich testete ich
Verdinnungslésung ohne Serum, um einen Leerwert zu erhalten. Die geblockte Platte

wusch ich erneut finfmal mit der Waschlésung, fugte dann in jedes Well 100ul der
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verdinnten Probe bzw. der verdiinnten Standardreihe jeweils in Doppelbestimmung
hinzu und inkubierte die Platte erneut fiir eine Stunde bei Raumtemperatur.

Den jeweiligen Sekundarantikbrper (HRP-gekoppelter Antikérper gegen humanes
bzw. murines IgG oder IgM) verdinnte ich 1:10.000 mit Verdinnungslosung, wusch
die Platte erneut funfmal mit Waschlésung und gab dann in jedes Well 100ul des
verdinnten Sekundarantikdrpers, bevor ich die Testplatte flr eine weitere Stunde bei
Raumtemperatur inkubierte. Nach Ablauf dieser Stunde wusch ich die Platte finfmal
mit Waschldsung, fugte dann jedem Well 100ul TMB hinzu und lie3 die Platte bei
Raumtemperatur und Dunkelheit inkubieren, bis die Farbreaktion zur photometrischen
Detektion ausreichte. War dieser Zeitpunkt erreicht, figte ich 200ul 0,5M H2S0O4 hinzu,

um die Farbreaktion abzustoppen. Es entstand ein Bild &hnlich Abb. 2.6. Die Extinktion
in den Wells malf3 ich bei 450nm mit einem VICTOR3™ Multilable Plate Reader. Sie
spiegelt die im Well enthaltene Menge an jeweils IgG bzw. IgM wieder.

Abb. 2.6: Gezeigt ist eine 96-Well-Testplatte nach mit H.SO, abgestoppter TMB-
Substratreaktion. Je dunkler die goldene Farbe desto héher ist die Antigenkonzentration
im Well. Diese steigt beispielsweise in den Spalten 2+3 mit jeder Reihe an, wie es bei einer
Standardverdiinnungsreihe der Fall wére.

Gemeinfrei zur Verflgung gestellt von .BiotechMichael* auf
https://wikimedia.commons.org.
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Zur Auswertung verwendete ich Microsoft Office 365, trug wie in Abbildung 2.7 gezeigt
die Messwerte der Standardreihe gegen deren jeweilige Antigenkonzentration (siehe
Tab. 2.1) auf und ermittelte den Bereich linearer Steigung durch Einfigen einer
Trendlinie. Nur innerhalb dieses Bereichs sind die Werte genau. Probenwerte
innerhalb dieses Bereichs setzte ich nach Abzug des Leerwertes (Ong/ml Antigen) in
Relation zu einem Standardwert, um die Antigenkonzentration zu berechnen.
Extinktionswerte einer Verdiinnungreihe des IgG-

Referenzserums
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0,600
0,500
0,400
0,300

0,200

abziglich des Leerwertes

0,100

Gemessene Extinktion bei 450nm

0,000
0 100 200 300 400 500 600

Konzentration in ng/ml

Abb. 2.7: Gezeigt sind die gemessenen Extinktionswerte 450nm abzlglich des
Leerwertes. Es ist zwischen den Extinktionswerte ca. 0 - 0,3 ein Bereich linearer
Steigung zu erkennen. Messwerte der Proben sollten in diesem Bereich liegen, Werte
dariiber werden falsch-niedrig, Werte darunter falsch-hoch gemessen. Standardwerte
in diesem Bereich eignen sich zur Berechnung der Antigenkonzentration in den Proben.

2.9 Mause

Die ingesamt 36 BALB/cJ-Mause (Stocknummer 000651) wurden von Charles River
Laboratories (Wilmington, USA) erworben, der Bestand stammt von The Jackson
Laboratory (Bar Harbor, USA). Alle Tiere wurden entsprechend den Auflagen des
Ministeriums fir Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt und léandliche R&ume
Schleswig-Holstein, des Tierschutzgesetzes sowie der Tierschutz-Versuchstier-
ordnung in der Gemeinsamen Tierhaltung der Universitat zu Liubeck gehalten. Sie
erfuhren einen zwdlfstiindigen Tag-Nacht-Rhythmus und erhielten Standard-

Mausfutter sowie angesauertes Trinkwasser ad libitum. Zu Versuchsbeginn waren die
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Mause zwischen funf und zweiundzwanzig Wochen alt. Sie wurden ab
Versuchsbeginn taglich von mir gesehen und zweimal woéchentlich gewogen, um
starke Abnahmen des Korpergewichts als Zeichen zu groRRer Belastung rechtzeitig zu
erkennen. Alle Tierversuche wurden zuvor von der Ethikkommission des Ministeriums
fur Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt und landliche Raume Schleswig-Holstein
genehmigt (Tierversuchsnummer: 122 5(94-8/14), siehe Anhang) und von mir als

zertifizierter Fachperson durchgefiihrt (siehe Anhang).

2.10 Immunisierung der Mause mit murinem Kollagen 7 (mCol7)

Das Immunisierungs-induzierte Modell der murinen Epidermolysis bullosa acquisita
(EBA), einer blasenbildenen, autoimmunen Hauterkrankung, mit der von-
Willebrandfaktor-A &hnlichen Domane 2 (VWFA2) des Antigens mCol7 (lwata et al.
2013) ist bereits etabliert und eignet sich besonders, da B-Lymphozyten hierin eine
zentrale Rolle spielen und es zu einer gut nachzuweisenden Autoantikdrperproduktion
kommt (Bieber et al. 2010, Ilwata et al. 2015). Dartber hinaus sind die verwendeten
BALB/c-Mause nicht empfanglich fur die EBA, es kommt also nicht zur Auspragung
eines klinischen Phéanotyps (Sitaru et al. 2006, Iwata et al. 2013).

Ich l16ste 4mg des mCol7-vWFAZ2 in 2ml sterilem PBS und mischte dies dann mit 2ml
des Adjuvans TiterMax® fir mindestens eine Stunde bei 4°C mittels Vortex, bis sich
eine feste  Suspension gebildet hatte. Den mit einem  Ketamin
(100ug/g)/Xylazin(15ug/g)-Gemisch i.p. narkotisierten Mausen injizierte ich dann
insgesamt 60ul (entspricht 60ug mCol7-vWFA2) der Antigen-Adjuvans-Suspension in
die FuRRballen der Hinterbeine. Alle M&ause Uberstanden diese Prozedur ohne
bleibende Schaden, entstandene Schwellungen an den Injektionsstellen bildeten sich
innerhalb weniger Tage vollstandig zurtick. Die intraperitoneale Injektion sowie die

Immunisierung in den Ful3ballen sind in Abbildung 2.8 dargestellt.

2.11 Verdiinnung und Applikation der Medikamente

Von den ursprunglich acht verschiedenen Medikamenten, die in den Zellkultur-

Versuchen zum Einsatz kamen, tbernahm ich zwei in die in vivo-Versuche:
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Abb. 2.8 Gezeigt sind die von mir angewandte Injektionstechniken.

A zeigt die intraperitoneale Applikation eines Medikaments. Die unbetdubte Maus wird
dabei fest am Schwanz und am Nacken- und Rickenfell gegriffen, injiziert wird in den
linken, kaudalen Quadranten der Peritonealhdhle.

B zeigt die Immunisierung mit mCol7-vWFA2 in den FuRballen der Hinterbeine. Dabei wird
der Ful? des narkotisierten Tieres zwischen Daumen und Zeigefinger fixiert und die Kantle
vorsichtig von der Ferse aus unter die Haut des FulR3ballens geschoben. Dort kann dann
ein Antigendepot platziert werden.

Die Abbildungen wurden von Kerstin Neuschiitz freundlicherweise zur Verfligung gestellt.

Ceforanid (Prestw-470) verdiunnte ich in sterlem DPBS auf 200pg/ml, 17a-
Hydroxyprogesteron auf 660ug/ml. Die gelosten Medikamente filtrierte ich

anschlieBend mit einem Spritzenvorsatzfilter (Porengré3e 0,2um) steril.

Einen Tag vor der Immunisierung beginnend applizierte ich den Méausen jeden Tag
1mg/kg Korpergewicht Ceforanid i.p. bzw. taglich 3,3mg/kg Korpergewicht 17a-
Hydroxyprogesteron i.p. Das maximal mdgliche tagliche Injektionsvolumen von 200pl

wurde dabei nie erreicht.

AulBerdem befand sich im Versuch eine Kontrollgruppe, die wie die Ubrigen Mause
immunisiert wurde und jeden Tag 5ml/kg Kérpergewicht steriles DPBS i.p. erhielt. Die
taglichen Injektionen erfolgten ohne Narkose, es wurden keine Unvertraglichkeiten
oder Nebenwirkungen der Medikamente beobachtet.
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2.12 Gewinnung murinen Serums und Leukozyten aus dem Blut

Vor Versuchsbeginn und danach in wdchentlichen Abstanden entnahm ich jeweils
zwei Blutproben. Eine (ca. 30-40ul) zur Gewinnung des Serums und eine (ca. 10-20pl),
um die darin enthaltenen Leukozyten mittels Durchflusszytometrie zu untersuchen. Zur
Blutentnahme liel3 ich die jeweilige Maus am Schwanz gepackt in eine Roéhre laufen,
die ich auf beiden Seiten verschloss, sodass nur der Schwanz zu erreichen war. Mit
einem Skalpell amputierte ich die Schwanzspitze (h6chstens 1mm) und fing das
austretende Blut in kleinen Verschlussgefal3en auf. Die fur die durchflusszytometrische
Analyse bestimmten Proben wurden unverziglich mit bereits vorgelegten 30ul EDTA
antikoaguliert. Im Anschluss stillte ich die Blutung durch Kompression und verschloss

die Wunde mit Spruhpflaster.

Zur Serumgewinnung zentrifugierte ich die Proben bei 10.000rpm (entspricht 8944q)
in einer Biofuge® Fresco bei 4°C fur 30 Minuten. Dadurch wurde das Serum von den
zellularen Blutbestandteilen getrennt und lie3 sich abpipettieren. Die gewonnenen

Serumproben fror ich bis zur weiteren Verwendung bei -20°C ein.

Um die antikoagulierten Proben fur die Duchflusszytometrie vorzubereiten, verdinnte
ich sie jeweils in 1ml EL-Puffer (Erythrozyten lysierender Puffer) und inkubierte sie fur
zehn Minuten bei Raumtemperatur. Danach zentrifugierte ich sie in einer Mikro20-
Zentrifuge fiir 5 Minuten bei 2500rpm (entspricht 559g) und pipettierte den Uberstand
ab. Um die Reinheit zu verbessern, wiederholte ich die Erythrozytenlyse.

2.13 FACS-Farbung der murinen Leukozyten aus dem Blut

Ich untersuchte, ob die taglich applizierten Medikamente einen Einfluss auf die
Verteilung der Leukozyten oder die Differenzierung der B-Lymphozyten zu
Plasmazellen haben. Dazu entnahm ich wochentlich Blut, bereitete es wie in 2.10

beschrieben vor und fiihrte eine durchflusszytometrische Analyse durch.

Nachdem die Erythrozyten entfernt waren, nahm ich die Proben in jeweils 100ul FACS-
Puffer auf und teilte die Proben, um zwei Farbungen parallel durchzufihren, in zwei
50ul Ansatze auf. Die erste Farbung zielte auf alle Leukozyten ab und enthielt anti-
CD19-FITC (als B-Zell-Marker), anti-CD3-PE (T-Zell-Marker) und anti-Ly6g-APC (zur
Markierung neutrophiler Granulozyten). Die zweite Farbung bestand aus anti-CD19-

43



APC und anti-B220-FITC zur B-Zell-Markierung sowie aus anti-CD138-PE zur

Idenfizierung von Plasmazellen.

Zu jeder Probe gab ich 1ul jedes bendétigten Antikdrpers, mischte grindlich und
inkubierte sie fur 30 Minuten bei 4°C in Dunkelheit. Danach fllte ich sie mit 300ul PBS
aus und maR 10 Zellen im Durchflusszytometer BD FACSCalibur™ mit der Software
CellQuest™ Pro 5.2.1.

Abbildung 2.9 zeigt das Vorgehen bei der Auswertung der Leukozytenfarbung,
Abbildung 2.10 das hinsichtlich der Plasmablasten und Plasmazellen.
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Abb. 2.9 Dargestellt ist die Auswertung der Leukozytenfarbung mit dem Programm
CellQuest™ Pro 5.2.1.

In Bild A sind alle analysierten Zellen nach Gré3e und Granularitat aufgetragen. Im roten
Kreis befindet sich die Lymphozytenpopulation, im griinen werden zuséatzlich die
Granulozyten eingeschlossen. B zeigt die Auftrennung der Lymphozytenpopulation nach
ihrer Expression von CD3 (T-Zellen, unterer rechter Quadrant)) und CD19 (B-Zellen, oberer
linker Quadrant) In C wiederum sind die Zellen innerhalb des griinen Kreis (siehe A) durch
ihre Expression von Ly6g (neutrophile Granulozyten) von den anderen Zellen getrennt.
Rechts befinden sich die Granulozyten, links die tbrigen Zellen.

2.14 Totung, Organentnahme und Isolation der Leukozyten aus Milz

und Lymphknoten

Nach drei Wochen Versuchsdauer totete ich die Mause tierschutzgerecht durch
zervikale Dislokation (schnelles Durchtrennen des Rickemarks/Hirnstamms). Die
Mause wurden vorher mit mindestens 100ug/g Ketamin und 15ug/g Xylazin i.p.
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betdubt und erst unter sichergestellter tiefer Narkose getdtet. Danach punktierte ich
das Herz zur Blutentnahme und entnahm die Milz sowie inguinale und popliteale

Lymphknoten.
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Abb. 2.10 Dargestellt ist die Auswertung der Plasmazellenfarbung mit dem Programm
CellQuest™ Pro 5.2.1.

A zeigt die Sortierung aller gemessenen Zellen nach Gro3e und Granularitat. Im roten Kreis
befindet sich die Lymphozytenpopulation, die in B in eine B220 (griner Kasten) - und eine
B220*-Population (goldener Kasten) geteilt ist. C zeigt den Inhalt des griinen Kastens nach
CD19 und CD138 sortiert. Die CD19'CD138"B220—Plasmazellen sind im unteren rechten
Quadranten von C lokalisiert. D zeigt die gleiche Sortierung der B220*-Zellen (goldener
Kasten), wobei die CD19°CD138"B220*-Plasmablasten im oberen rechten Quadranten zu
finden sind.

Aus der Milz und den Lymphknoten bendétigte ich die Leukozyten, um sie fur die

durchflusszytometrische Analyse anzufarben. Zunéchst zerdriickte ich die Organe
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jeweils Uber einem Sieb (Porengrof3e 70um) mit dem Stempel einer Spritze, um die
Zellen vom Bindegewebe zu trennen, und spulte mit 1ml FACS-Puffer nach. Die Zellen
zentrifugierte ich dann bei 2000rpm (entspricht 358g) fur funf Minuten in einer Mikro20-
Zentrifuge. Bei den Milzen wandte ich zusatzlich eine Erythrozytenlyse an. Hierflr
verwarf ich den Uberstand, resuspendierte die Milz-Zellen in 1ml Erythrozyten
lysierenden Puffers und inkubierte sie fir zehn Minuten bei Raumtemperatur. Danach
zentrifugierte ich sie fir 5 Minuten bei 2500rpm (entspricht 5599) und pipettierte den
Uberstand ab. Auch hier wiederholte ich die Erythrozytenlyse. Danach nahm ich die
Zellen in 150ul FACS-Puffer (in diesem Versuch 0,5% BSA-haltig) auf. Ich bestimmte
die Zellzahl mit einer Neubauer Zahlkammer unter einem Lichtmikroskop (siehe 2.3
und Abb. 2.2,) und verdinnte auf 107 Zellen/ml.

2.15 FACS-Farbung zur Analyse der B-Lymphozyten und

antigenspezifischen Plasmazellen aus Milz und Lymphknoten

Ich farbte die Leukozyten aus murinen Milzen und Lymphknoten hinsichtlich der
Anzahl der spezifischen Plasmazellen gegen das Antigen VWFA2, einer Doméane des
Proteins mCol7, mit dem ich die Mause immunisiert hatte. Dies diente dazu, zu
untersuchen, inwieweit die verabreichten Medikamente einen Einfluss auf die zellulare
Proliferation und die Bildung antigenspezifischer Plasmazellen haben. Daruiber hinaus
farbte ich 2x10% Zellen pro Probe mit den unter 2.13 beschriebenen Farbungen nach
den ebenfalls dort beschriebenem Verfahren. Ausgangspunkt sind jeweils die wie

unter 2.14 beschrieben gewonnen Zellen aus Milz und Lymphknoten.

Ich zentrifugierte die Proben (107 Zellen/ml) fur 10 Minuten in einer Biofuge® Fresco
bei 4°C bei 1500rpm (entspricht 201g). Vorsichtig kippte ich den Uberstand ab und
resuspendierte in 50ul verdinntem Fcy-Block (anti-CD16/CD32-Antikdrper, 1:250fach
verdunnt in FACS-Puffer), mischte auf dem Vortex und inkubierte die Proben fur funf
Minuten auf Eis. Nach Ablauf der Inkubationszeit gab ich 50ul des Oberflachen-
Antikorper-Mix, bestehend aus anti-CD138-PE (0,5ug/ml) und anti-B220-Alexa
Fluor®405 (10ug/ml) in FACS-Puffer verdinnt, hinzu und inkubierte flr weitere zehn
Minuten im Dunkeln auf Eis. Ich flllte die Proben dann mit PBS auf 1ml auf, zentri-
fugierte sie erneut bei 300g fiir zehn Minuten bei 4°C und kippte den Uberstand

vorsichtig ab. Nachdem ich das Pellet resuspendiert hatte, gab ich 100ul
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Cytofix/Cytoperm™zu jeder Probe, mischte auf dem Vortex und inkubierte sie fur 40
Minuten in Dunkelheit bei Raumtemperatur. Im Anschluss verdinnte ich die Zellen mit
1ml Perm/Wash™  zentrifugierte bei 3300rpm (entspricht 1000g) fir 10 Minuten bei
4°C, schuttete den Uberstand vorsichtig ab und resuspendierte, indem ich die
ReagenzgeféalRe mehrmals tUber einen metallenen Reagenzglashalter zog. Dann gab
ich zu jeder Probe 100ul des intrazellularen Anti-kOrper-Mix aus Kappa-Alexa
Fluor®647 (2ug/ml) und mCol7-vWFA2-Alexa Fluor®488 (4ug/ml) (jeweils verdinnt in
Waschpuffer), mischte auf dem Vortex und inkubierte die Proben fur 20 Minuten im
Dunklen auf Eis. Danach fillte ich die Proben auf 1ml mit Waschpuffer auf, zentri-
fugierte sie erneut bei 3300rpm fiir zehn Minuten bei 4°C, schiittete den Uberstand
vorsichtig ab und resuspendierte die Zellen. Fir die Analyse fillte ich die Reagenz-
gefalRe auf 500ul mit PBS auf, filtrierte die Proben mit einem 20um-Sieb und lagerte
sie bei 4°C bis zur Messung im BD LSR II-Durchflusszytometer. Die Analyse der Daten
fuhrte ich mit FlowJo 10 wie in Abb. 2.11 gezeigt durch.

2.16 ELISA zum Nachweis spezifischer IgM- und IgG-Antikérper
gegen mCol7-vWFA2

Die Produktion spezifischer Antikorper gegen ein Antigen ist Kernbestandteil der
Impfung und gilt als ein wichtiges Kriterium fur den Impferfolg (Jack et al. 1999,
Burgmann et al. 2010). Ob die von mir verabreichten Medikamente die Produktion
spezifischer Antikorper gegen das Antigen mCol7-vWFA2 und damit den Impferfolg
beeinflussen konnen, testete ich mit einem ELISA. Ein derartiger Test war nicht
kommerziell verfligbar, weshalb ich die Testplatte selbst mit dem Antigen beschichtete.
Antigenspezifische Antikérper binden an diese Antigenmolektle und lassen sich dann
durch die Substratreaktion HRP-gekoppelter Sekundarantikérper nachweisen. Den

Sekundarantikdrper entnahm ich jeweils den unter 2.6 beschriebenen Kits.

Die Quantifizierung der gesamten IgM- und IgG-Antikorper im murinen Serum habe
ich bereits unter 2.6 beschrieben. Im Vergleich zu diesen Versuchen ergeben sich
beim Nachweis antigenspezifischer Antikbrper zwei Unterschiede. Zum einen
beschichtete ich die Testplatte nicht mit einem Antikérper, sondern mit dem Antigen
mCol7-vWFA2, indem ich jedes Well einer stark-bindenden 96-Well-Testplatte mit
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100p! des mit Beschichtungspuffer auf 2,5ug/ml verdinnten Antigens befillte und die
Testplatte Uber Nacht bei 4°C inkubierte.
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Abb. 2.10 Dargestellt ist die Auswertung der Farbung hinsichtlich mCol7-vWFA2-
spezifischer Plasmazellen im Lymphknoten mit dem Programm FlowJo 10.

Das Streudiagramm A zeigt die Sortierung aller gemessenen Zellen nach GréRe und
Granularitat. Im roten Kreis befindet sich die Lymphozytenpopulation, die in B nach ihrer
Auspragung der Oberflachenmolekile CD138 und B220 aufgetragen ist, wobei die
Plasmazellen (CD138'B220°) im goldenen Kasten liegen. Diese sind in C wiederum nach
ihrer Auspragung der Kappa-Leichtkette und ihrer Fahigkeit, das Antigen mCol7-vWFA2 zu
binden, getrennt. Im griinen Kasten liegen dabei die Kappa*rmCol7-vWFA2*-Plasmazellen.

Zum anderen war kein Standardserum zur Quantifizierung verfuigbar, daher bildete ich
aus den Teilen der am letzten Versuchstag gewonnenen Seren einen Seren-Pool, den
ich in sieben verschiedenen Verdinnungen (1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800,
1:1600 bzw. nach gleichem Schema 1:100 — 1:6400) auf die Testplatte pipettierte. Die
Proben sowie den Antikdrper verdunnte ich hierbei mit Blockierungspuffer. Der
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restliche Versuchsablauf entsprach dem unter 2.6 beschriebenen. Auch hier fuhrte ich
fur jeden Versuchsansatz Doppelbestimmungen durch.

Fur die Auswertung nahm ich den Messwert einer Pool-Verdinnung, der im linearen
Bereich ihrer Messkurve lag, und setzte alle Gbrigen Messwerte zu diesem in Relation.
Dies erlaubte zwar keine direkte Quantifizierung der Antikérper-konzentrationen, aber
dennoch eine gute Vergleichbarkeit der Werte zwischen Kontroll- und

Behandlungsgruppe.

2.17 Auswertung und Statistik

Die mittels Durchflusszytometrie erworbenen Daten wertete ich mit Cellquest™ Pro
5.2.1 bzw. FlowJo 10 aus. Fur die tbrigen Daten verwendete ich Microsoft Office 365.
Fur die graphische Darstellung verwendete ich GraphPad Prism 6 und Microsoft
Office. Fur die Daten aus den in vitro-Assays erstellte ich jeweils Streudiagramme mit
arithmetischem Mittel und 95%-Konfidenzintervallen respektive Balkendiagramme mit
arithmetischem Mittel und der Standardabweichung. Die Tierversuchsdaten stellte ich

in Box&Whisker-Plots mit Median, Quartilen und 95%-Konfidenzintervallen dar.

Fir die statistische Auswertung verwendete ich Systats SigmaPlot 13.0 respektive
GraphPadPrism. Die Daten der in vitro-Experimente analysierte ich mittels
einfaktorieller (Behandlung) Varianzanalyse (One-Way-ANOVA). Da es sich hierbei
um nicht-normalverteilte, unverbundene Daten handelte, wéhlte ich hier den Kruskal-
Wallis-Test, als Post-hoc-Test wéhlte ich jeweils multiple Vergleiche der Methode nach
Dunn gegen die Kontrollgruppe. Firr die in 3.1.1 und 3.2.1 dargestellten Uberprifungen
der Methoden und Analysen hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs innerhalb einer Gruppe
wandte ich stattdessen den Friedmann-Test, da es sich in diesen Fallen um
verbundene Daten handelte. Fir die Daten aus den Mausversuchen kam eine
zweifaktorielle (Behandlung und Zeitpunkt) Varianzanalyse (Two-Way-ANOVA) zum
Einsatz. Es folgten jeweils multiple Vergleiche der Methode nach Student-Newman-
Keuls. Da fur Daten aus Lymphknoten und Milz nur ein Zeitpunkt existierte, wandte ich
hier den Kruskal-Wallis-Test an. Die Ergebnisse der ELISA des Mausversuchs wurden
mit Hilfe von Dr. Yask Gupta (LIED, AG lbrahim) mittels ,Limma R Package®
normalisiert und mit einem Kruskal-Wallis-Test und der Benjamini-Hochberg-Prozedur
ausgewertet. Fur samtliche Experimente wurde das Signifikanzniveau zuvor auf p <

0,05 festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Validierung der Wirkung potentiell B-Zellfunktionssteigernder

Substanzen auf die Aktivitdt humaner B-Lymphozyten in vitro

Aus einem Screening durch die Prestwick Chemical Library®, das im Rahmen der
Doktorarbeit von Kazuko Matsumoto im Libecker Institut fir experimentelle
Dermatologie durchgefiihrt wurde, stachen acht Substanzen mit einer steigernden
Wirkung auf die B-Zell-Funktion hervor. Ich validierte diesen Effekt und fuhrte weitere
Untersuchungen durch. Diese Validierung erfolgte zunachst mittels eines BrdU-
Proliferationsassays, der bereits fur das zu Grunde liegende Screening angewandt
wurde. Parallel prifte ich mit einem LDH-Zytotoxizitatsassay, ob die Substanzen eine
toxische Wirkung auf die B-Lymphozyten haben. Mittels FACS und ELISA evaluierte
ich dartiber hinaus den Effekt der Wirkstoffe auf die Differenzierung der B-Zellen zu
Plasmazellen und die Menge der von diesen produzierten IgM- und 1gG-Antikorpern.

3.1.1 Die Stimulation mit anti-CD40-Antikérpern und IL-21 steigert die

Proliferation und ermdglicht die Bildung von Plasmazellen und Antikdrpern

Um diesen Effekt sicher nachweisen zu kdnnen, musste ich zunachst prifen, ob die
Stimulation mit IL-21 und anti-CD40-Antikdrpern (siehe Kapitel 2.4) funktioniert. Dies
traf zu. Wie in Abbildung 3.1 zu sehen ist, proliferierten die stimulierten Zellen deutlich
starker als die unstimulierten. Ebenfalls wurde durch die Stimulation erfolgreich die
Differenzierung zu Plasmazellen, die IgM- und IgG-Antikdrper bildeten, induziert. Als
Referenz wahlte ich die stimulierten B-Zellen, denen ich zusatzlich noch DMSO, das

Losungsmittel der Substanzen, beigeflgt hatte und normalisierte auf diese Werte.

Ich evaluierte ebenfalls, zu welchem Zeitpunkt die Kulturen fur die Untersuchung der
Plasmazell- und Antikorperbildung am besten gestoppt werden sollte, also zu welchem
Zeitpunkt der Plasmazellanteil und die Antikbrperkonzentrationen am grof3ten sind, da
hier ein potentieller Effekt der Wirkstoffe am deutlichsten zu Tage treten sollte. Weil
die Isolation von B-Lymphozyten sowohl sehr kosten- als auch zeitaufwendig ist,
suchte ich hierbei auch nach einem Kompromiss, um gleichzeitig die Zellen am

GefaRboden und die Ig-Konzentrationen im Uberstand zu untersuchen. Es stellte sich
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heraus, dass dieser Zeitpunkt am sechsten Tag nach der Isolation lag, da hier die Ig-

Konzentrationen bereits deutlich angestiegen, die kurzlebigen Plasmazellen aber noch

nicht abgestorben waren (siehe Abb. 3.2).
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Abb. 3.1: Als Punkte in Streudiagrammen dargestellt sind jeweils normalisiert die
Mittelwerte der Doppelbestimmungen der isolierten B-Lymphozyten (n=14) sowie deren
Differenzierung zu Plasmazellen (n=7) und die Bildung von IgM- und IgG-Antikérpern (je
n=4) mit Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall als Linien, verglichen werden jeweils
unstimulierte Zellen mit stimulierten Zellen ohne DMSO-Zusatz und mit stimulierten Zellen
mit DMSO-Zusatz, auf deren Werte zur besseren Vergleichbarkeit jeweils normalisiert
wurde. Die Stimulation mit anti-CD40-Antikérpern und IL-21 steigert dabei die Proliferation
der B-Lymphozyten und induziert die Bildung von Antikérpern und Plasmazellen, die
jeweils in unstimulierten Kulturen kaum nachweisbar sind. Ich wandte hier den Friedmann-
Test fur verbundene, nicht-normalverteilte Daten mit multiplen Vergleichen nach Student-

Newman-Keuls an.
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Verlauf der Plasmazellanteile und
Antikdrperkonzentrationen in der B-Zellkultur
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Abb. 3.2: Dargestellt sind gemessenen Werte der IgM- und IgG-Konzentrationen
(rechte Hochachse) sowie der Anteil an Plasmazellen in der Lymphozytenpopulation
(linke Hochachse) (je n=1) jeweils an verschiedenen Tagen nach Isolation der Zellen.
Angezeigt ist jeweils der Mittelwert der Doppelbestimmung. Am sechsten Tag war der
Plasmazellanteil am hdchsten, wéhrend die Antikbrperkonzentrationen am siebten Tag
noch etwas anstiegen. Danach blieben die IgG-Konzentrationen konstant, wahrend sich
die IgM-Menge verringerte. Aufgrund des starken Abfalls des Plasmazellanteils am
siebten Tag und der auch schon am Vortag deutlich erhdhten Antikdrpermengen wahlte
ich den sechsten Tag als Endpunkt der B-Zellinkubation fur die Plasmazell- und
Antikdrperversuche aus.

3.1.2 Ceforanid, Itoprid und Progesteron steigern die Proliferation isolierter

humaner B-Zellen

Fir die Validierung des im ersten Screening aufgefallenen proliferationssteigernden
Effekts der acht Substanzen stimulierte ich aus humanem Blut isolierte B-Lymphozyten
von bis zu 15 Spendern und inkubierte sie jeweils fur funf Tage mit den Wirkstoffen in
drei Konzentrationen (1uM. 0,1uM und 0,01uM) sowie deren Lésungsmittel DMSO
(siehe Kapitel 2.4), wobei ich die Ergebnisse mit unstimulierten Zellen und
unbehandelten, stimulierten Zellen derselben Kultur verglich. Proliferierende Zellen
bauen angebotenes BrdU in ihre DNA ein, wobei dieser Einbau mit der
Proliferationsrate ansteigt. Ein Anstieg der B-Zellproliferation lasst darauf schliel3en,
dass das aktivierende Signal verstarkt wurde und lasst eine Steigerung der

Immunantwort, also eine durch den Wirkstoff verursachte Wirkung, vermuten.

52



Die vollstandigen Ergebnisse der BrdU-Proliferationsassays sind in Abbildung 3.3.
dargestellt. Die im Assay gemessen Werte wurden jeweils gegen die zugehoérige
Kontrolimessung (stimulierte Zellen mit DMSO ohne Medikamente) normalisiert. Das
bedeutet, dass der Kontrollwert als 100% definiert wurde und die tbrigen Werte ins
Verhaltnis zu diesem gesetzt wurden. Dies ermdglicht es, die Messwerte

untereinander besser zu vergleichen.

Ich konnte zeigen, dass die Medikamente Ceforanid und Itoprid (je 0,2uM und 1uM)
sowie das Hormon Progesteron (1uM) in der Lage sind, die B-Zell-Proliferation in vitro
signifikant gegenuber der Kontrolle zu steigern (berechnet wurde eine Varianzanalyse,
siehe Kapitel 2.17). Im Mittel betrug diese Steigerung 23-43%, wobei die Einzelwerte
individuell variierten. Mit steigender Konzentration stieg jeweils auch die
Zellproliferation. Die Ubrigen Substanzen konnten zwar im Mittelwert die Proliferation
ebenfalls steigern, dies konnte ich jedoch nicht ausreichend statistisch untermauern.
Diese Ergebnisse schliel3en die Ergebnisse der Kombinationstestungen (siehe unten)
sowie drei Vorversuche von Kazuko Matsumoto mit ein, die im gleichen Labor nach
gleichem Protokoll durchgefuhrt wurden. Es kam zu unterschiedlichen Anzahlen der
Versuchsdurchfiihrungen, da ich nicht immer gentigend Zellen von jedem Spender
isolieren konnte, um jedes Medikament zu testen, aul3erdem wurde nicht jeder
Wirkstoff in die spater beschriebenen Kombinationsuntersuchungen Ubernommen.
Diese Ergebnisse zeigen dartber hinaus, dass sich die im urspringlichen Screening
erhobenen Befunde fir einige Wirkstoffe erfolgreich validieren lassen und dass eine
dosisabhangige Steigerung der mit anti-CD40-Antikérpern und IL-21 erwirkten

Proliferation mdglich ist.

3.1.3 Alle Wirkstoffe haben in den untersuchten Konzentrationen keine toxische

Wirkung auf isolierte humane B-Zellen

Parallel fuhrte ich Zytotoxizitatsassays durch, die die Freisetzung intrazellularen LDHs
messen. Diese lasst Ruckschlisse auf die Menge der abgestorbenen Zellen im

ReaktionsgefalR und damit auf einen mdglichen toxischen Effekt eines Wirkstoffs zu.
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Abb 3.3: Gezeigt sind Streudiagramme der Ergebnisse der BrdU-Proliferationsassays (n
= 7-15), wobei jeder Punkt dem Mittelwert einer Doppelbestimmung entspricht. Je hdher
ein Punkt, desto starker proliferierten die Zellen in dieser Kultur nach funf Tagen Inkubation.
Ich testete acht Wirkstoffe in je drei Konzentrationen. Die schwarzen Punkte entsprechen
der Kontrollkultur (stimulierte Zellen mit DMSO ohne Medikament) auf die normalisiert
wurde, blau sind die mit Medikamenten versetzen Kulturen, wahrend diejenigen, die eine
statistisch signifikante Steigerung der Proliferation gegentber der Kontrollkultur (in einer
einfaktoriellen Varianzanalyse mit multiplen Vergleichen nach Dunn) aufwiesen, rot
dargestellt sind. Dies ist bei Ceforanid, Itoprid und Progesteron der Fall. Die Linien
zwischen den Punkten zeigen jeweils den Mittelwert sowie das 95%-Konfidenzintervall.
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Hatte eine Substanz einen derartigen Effekt, sprdche das gegen weitere
Untersuchungen in Tierversuchen und wirde einen moglichen B-Zell-Funktions-
steigernden Effekt in Frage stellen. Um einen madglichen toxischen Effekt nicht mit
falsch-positiven Befunden durch die natirliche Apoptose ,verbrauchter aktivierter
Zellen zu verdecken, fuhrte ich diesen Test bereits am Folgetag der Isolation durch.
Wie die Abbildung 3.4 zeigt, wies keine der Substanzen in den getesteten
Konzentrationen einen zytotoxischen Effekt auf. Fir die meisten Substanzen lag der
Mittelwert der normalisierten LDH-Freisetzung geringflgig unter dem Kontrollwert.
Einzig Neostigminbromid zeigte in Konzentrationen von 0,1uM und 1uM sogar eine
signifikante Reduktion der freigesetzten LDH-Menge, also weniger tote Zellen als in
der Kontrollkultur. Fir die statistische Berechnung kam eine einfaktorielle
Varianzanalyse mit multiplen Vergleichen (Methode nach Dunn) zur Anwendung
(Siehe 2.17).

3.1.4 Die Kombination der wirksamen Substanzen steigert die Proliferation nicht
starker als die Einzelsubstanzen

Des Weiteren untersuchte ich, ob sich der gezeigte proliferationssteigernde Effekt
durch Kombination der Einzelsubstanzen verstarken lasst. Dies wére therapeutisch
bedeutsam, sollte sich hieraus eine Dosisreduktion der einzelnen Wirkstoffe
ermdglichen, was eine Verringerung unerwiinschter Nebenwirkungen mit sich bringen
konnte. Zu diesem Zweck kombinierte ich Ceforanid (0,1uM), Itoprid (0,01uM) und
Progesteron (1uM). Ich wéhlte die jeweilige Konzentration, da diese zum Zeitpunkt des
Experiments knapp keinen signifikanten proliferationsférdernden Effekt zeigte.
Getestet habe ich die drei moglichen Kombinationen, eine Kombination aller drei
Substanzen sowie die Substanzen allein im BrdU-Proliferationsassay und im LDH-

Zytotoxizitatsassay.

Das Ergebnis ist in Abbildung 3.5 dargestellt. Keine der Kombinationen konnte die
Einzelsubstanzen im BrdU-Proliferationsassay ubertreffen, die Mittelwerte liegen im
gleichen Bereich wie die der Einzelsubstanzen oder sogar etwas niedriger. Im LDH-
Zytotoxizitdtsassay zeigten sich ebenfalls keine statistisch (siehe Kapitel 2.17)

signifikanten Abweichungen zwischen den Testgruppen.
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Abb 3.4: Gezeigt sind Streudiagramme der Ergebnisse der LDH-Zytotoxizitatsassays (n= 4-
12) nach einem Tag Inkubation, wobei jeder Punkt dem Mittelwert einer Doppelbestimmung
entspricht. Je hoher ein Punkt, desto mehr tote Zellen waren in der Kultur. Die Linien zwi-
schen den Punkten zeigen den Mittelwert sowie das 95%-Konfidenzintervall. Ich testete acht
Wirkstoffe in je drei Konzentrationen. Die schwarzen Punkte entsprechen der Kontrollkultur
(stimulierte Zellen mit DMSO ohne Medikament) auf die normalisiert wurde, blau sind die mit
Medikamenten versetzen Kulturen, wahrend diejenigen, die eine statistisch signifikante
Abweichung vom Kontrollwert (in einer einfaktoriellen Varianzanalyse mit multiplen
Vergleichen nach Dunn) aufwiesen, rot dargestellt sind. Dies ist bei Neostigminbromid der
Fall. Keine der Substanzen wirkte auf die B-Zellen toxisch.
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BrdU-Proliferationsassay der Kombinationen
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Abb. 3.5: Dargestellt sind die Ergebnisse des BrdU-Proliferationsassays (obere Abb.) und
des LDH-Zytotoxizitatsassays (untere Abb.) (n = 5) fir Kombinationstestung der Wirkstoffe
Ceforanid (C), Itoprid (I) und Progesteron (P). Die Werte sind jeweils zu der Kontrollkultur
(Zellen stimuliert mit anti-CD40-Antikérpern und IL-21 mit Zusatz von DMSO, aber ohne
Medikamente) des jeweiligen Spenders, die 100% entspricht, in Bezug gesetzt. Keine
Kombination konnte die Proliferationssteigerung durch die Einzelsubstanzen weiter
steigern. Keine Kombination hatte in den untersuchten Konzentrationen einen signifikanten
toxischen Effekt auf die isolierten B-Zellen. Fir die statistische Berechnung kam eine
einfaktorielle Varianzanalyse (One-Way-ANOVA) mit multiplen Vergleichen (Methode nach
Dunn) gegen die Kontrollkultur und die Einzelsubstanzen zum Einsatz.
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3.1.5 Sieben der getesteten Wirkstoffe erhéhen den Plasmazellanteil in der B-
Zellkultur am sechsten Tag nach Isolation

Der entscheidende Schritt zur Entwicklung einer effizienten Antikérperantwort ist die
Differenzierung der B-Lymphozyten zu Plasmazellen. Daher fihrte ich
durchflusszytometrische Untersuchungen an isolierten humanen B-Lymphozyten
durch, die ich wie in Kapitel 2.4 beschrieben stimulierte und fiir sechs Tage mit den
acht Wirkstoffen inkubierte. In Kapitel 1.4 und 1.5 habe ich beschrieben, dass
Plasmazellen sowohl den Rezeptor CD27 als auch das Enzym CD38 exprimieren,
aber im Gegensatz zu B-Lymphozyten nicht mehr CD19 aufweisen. Dies kommt hier
zum Tragen: Plasmazellen sind demnach die Zellen innerhalb der
Lymphozytenpopulation, die sich gleichzeitig tber CD27 und CD38 anfarben lassen,
aber nicht Gber CD19. Zunéachst evaluierte ich in Vorversuchen ohne die zu testenden
Substanzen, dass der optimale Zeitpunkt hierfir um den sechsten Tag nach Isolation
der Zellen liegt (siehe 3.1.1). Im Anschluss inkubierte ich isolierte, stimulierte B-Zellen
auf die gleiche Weise wie zur Vorbereitung auf die zuvor beschriebenen Assays (siehe
2.4) und fuhrte nach sechs Tagen die FACS-Analyse durch (siehe Abb. 2.5). In
Abbildung 3.6 sind die normalisierten Ergebnisse der FACS-Analyse hinsichtlich der
Plasmazell-Entwicklung dargestellt. Die statistische Berechnung entspricht der zuvor

beschriebenen (siehe 2.17).

Ceforanid, Vatalanib und Neostigminbromid bewirkten jeweils in Konzentrationen von
0,1uM und 1uM eine statistisch signifikante Steigerung der Plasmazellbildung
gegenuber der Kontrolle. Mit Itoprid, Progesteron, Famprofazon, und Trapidil gelang
dies sogar in allen getesteten Konzentrationen. Wie in Abb. 3.6 zu sehen ist, sind dabei
oftmals mehr als doppelt so viele Plasmazellen wie in der Kontrollkultur nachweisbar.
Die Einzelwerte schwankten dabei jedoch deutlich, vor allem in den niedrigeren
Konzentrationen. Die Mittelwerte in den 1uM-Kulturen liegen zwar etwas niedriger,
jedoch féllt die Standardabweichung hier deutlich starker ab. Keine statistisch
signifikante Steigerung der Plasmazellbildung findet in den mit Primaquindiphosphat

behandelten Kulturen statt.
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Abb 3.6: Gezeigt sind Streudiagramme der Ergebnisse der FACS-Analyse der B-Lymphozy-
tenkultur hinsichtlich der Plasmazellbildung (n = 8). Je hdher ein Punkt, desto gréRer war der
Anteil an Plasmazellen (CD19CD27*CD38*-Zellen) in der betrachteten Lymphozyten-
population nach sechs Tagen Inkubation. Ich testete acht Wirkstoffe in je drei Konzentrationen.
Die schwarzen Punkte entsprechen der Kontrollkultur (stimulierte Zellen mit DMSO; ohne
Medikament), auf die normalisiert wurde, blau sind die mit Medikamenten versetzen Kulturen,
wahrend diejenigen, die eine statistisch signifikante Steigerung des Plasmazellanteils
gegenuber der Kontrollkultur (in einer einfaktoriellen Varianzanalyse mit multiplen Vergleichen
nach Dunn) aufwiesen, rot dargestellt sind. Dies ist nur bei Primaquindiphosphat nicht der Fall.
Die Linien zeigen jeweils den Mittelwert sowie das 95%-Konfidenzintervall.
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3.1.6 Ceforanid, Itoprid, Progesteron, Famprofazon und Trapidil steigern sowohl
die Produktion von IgM- als auch die von IgG-Antikdrpern in vitro

Das zentrale Element der B-Zell-Funktion ist die Produktion von Antikdrpern, die im
Immunsystem eine Schlusselrolle einnehmen, indem sie einerseits direkt
Krankheitserreger bek&mpfen und andererseits als Kommunikationsmittel zum
unspezifischen Immunsystem fungieren. IgM-Antikérper werden dabei zu Beginn der
Immunantwort produziert und im Verlauf von den langanhaltenden IgG-Antikérpern
abgelost. Diese werden daher als Parameter zur Evaluation des Impferfolges
herangezogen. Ich prifte deshalb, ob sich durch die Zugabe der Substanzen auch die
Antikdrperproduktion durch die entwickelten Plasmazellen steigern lasst. Dazu
entnahm ich am sechsten Tag nach Isolation der Zellen den Uberstand, bevor ich die
Zellen fur die zuvor beschriebene FACS-Analyse (siehe 3.1.5) farbte, und maf} die
IgM- und lgG-Konzentration mittels ELISA. Mehrere Proben konnten dabei aufgrund
sehr geringer Antikdrperkonzentrationen oder zu spéat erkannter Erkrankung der
Spender nicht ausgewertet werden. Die statistische Berechnung erfolgte wie unter
2.17 beschrieben.

Die Abbildungen 3.7 und 3.8 zeigen die Ergebnisse getrennt nach IgM und IgG.
Ceforanid (1uM), Itoprid (0,1uM und 1pM), Progesteron (0,01uM und 0,1uM),
Famprofazon (0,1uM) sowie Trapidil und Neostigminbromid (jeweils 1uM) steigerten
signifikant die Menge der IgM-Antikérper im Uberstand durchschnittlich auf etwa das
Doppelte der Kontrollkultur. Nicht ganz so deutlich fiel der Effekt fur die IgG-Antikérper
aus. Jeweils in der héchsten getesteten Konzentration (1uM) konnten Ceforanid,
Itoprid und Progesteron (zusatzlich bei 0,01uM) die produzierte IgG-Menge im
Uberstand durchschnittlich auf das Anderthalbfache der Kontrolle steigern. Ebenfalls
gelang dies durch Beigabe von Famprofazon (0,01uM und 0,1uM) und in etwas
schwacherem Ausmalfd fur Trapidil (0,01uM). Diese funf Wirkstoffe bewirkten also
sowohl eine Steigerung der I1gG- als auch der IgM-Produktion, wahrend die
Neostigminbromidbeigabe nur die IgM-Menge erhdhte. In Kulturen, die mit Vatalanib
oder Primaquindiphosphat versetzt wurden, konnte ich keine statistisch signifikante

Steigerung der Antikdrperproduktion feststellen.
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Abb 3.7: Gezeigt sind Streudiagramme der normalisierten Ergebnisse der IgM-Quantifizie-
rungs-ELISAs der B-Lymphozytenkultur (n = 4). Je héher ein Punkt, desto groRer war die
Menge produzierten IgMs im Uberstand nach sechs Tagen Inkubation. Ich testete acht
Wirkstoffe in je drei Konzentrationen. Die schwarzen Punkte entsprechen der Kontrollkultur
(stimulierte Zellen mit DMSO ohne Medikament) auf die normalisiert wurde, blau sind die
mit Medikamenten versetzen Kulturen, wahrend diejenigen, die eine statistisch signifikante
Steigerung der IgM-Konzentration gegenuber der Kontrollkultur (in einer einfaktoriellen
Varianzanalyse mit multiplen Vergleichen nach Dunn) aufwiesen, rot dargestellt sind.
Ceforanid, Itoprid, Progesteron, Famprofazon sowie Trapidil und Neostigminbromid
steigerten signifikant die Menge der IgM-Antikorper im Uberstand. Die Linien zwischen den
Punkten zeigen jeweils den Mittelwert sowie das 95%-Konfidenzintervall.
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Abb 3.8: Gezeigt sind Streudiagramme der normalisierten Ergebnisse der IgG- Quantifi-
zierungs-ELISAs der B-Lymphozytenkultur (n = 4). Je hoéher ein Punkt, desto gréRer war
die Menge produzierten IgGs im Uberstand nach sechs Tagen Inkubation. Ich testete acht
Wirkstoffe in je drei Konzentrationen. Die schwarzen Punkte entsprechen der Kontrollkultur
(stimulierte Zellen mit DMSO ohne Medikament) auf die normalisiert wurde, blau sind die
mit Medikamenten versetzen Kulturen, wahrend diejenigen, die eine statistisch signifikante
Steigerung der 1IgG-Konzentration gegentber der Kontrollkultur (in einer einfaktoriellen
Varianzanalyse mit multiplen Vergleichen nach Dunn) aufwiesen, rot dargestellt sind. Dies
war bei finf der getesteten Wirkstoffe der Fall. Die Linien zwischen den Punkten zeigen

jeweils den Mittelwert sowie das 95%-Konfidenzintervall.
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3.2 In vivo Validierung der in vitro beobachteten B-

Zellfunktionssteigernden Wirkungen von Ceforanid und Progesteron

Die in vitro gewonnenen Ergebnisse zeigen bisher unbekannte Wirkungen etablierter
Pharmaka. Diese gehen jedoch auf isolierte B-Lymphozyten und eine kinstliche
Stimulation mit nur zwei Elementen der komplexen B-Zell-Aktivierung (siehe Kapitel
1.4 und 2.4) zurick. Bindeglied zwischen der kunstlichen B-Zell-Aktivierung im
Reagenzglas und der Anwendung bei Impfungen am Menschen ist hier der
Tierversuch. Ein murines Modell einer aktiven Immunisierung bringt gegentber den in-
vitro-Experimenten die zusatzlichen Vorteile der Aktivierung durch ein Antigen und der
umfangreichen Stimulation durch das Zusammenspiel der Immunzellen, sodass die
neu entdeckten Wirkungen der Substanzen viel realitatsgetreuer untersucht werden
kénnen. Die aufwendige in vitro-Untersuchung war jedoch unbedingt notwendig, um
eine Vorauswahl der vielversprechendsten Substanzen zu treffen und dadurch

moglichst wenig Tiere verwenden zu missen.

Heraus stachen hierbei Ceforanid, Itoprid und Progesteron, die jeweils in allen in vitro-
Versuchen die B-Zell-Funktion signifikant steigerten. Die Umstande ermoglichten die
in vivo-Testung zweier Medikamente gegen eine Kontrollgruppe, also wahlte ich
Ceforanid und 17a-Hydroxyprogesteron (als physiologische, hydrophile Form des
Steroidhormons) fir die Anwendung im Tierversuch aus, da fur beide die
intraperitoneale Applikation mit PBS als Losungsmittel bereits beschrieben war (Joiner
et al. 1981, Veillon et al. 2009), sodass nur eine Kontrollgruppe, die nur das
Lésungsmittel PBS erhielt, bendtigt wurden. Da ich aufgrund des ganzlich anderen
Versuchsaufbaus von einer geringeren benétigten Wirkstoffmenge, bei gleichzeitiger
Gabe Uber einen langeren Zeitraum ausging, verringerte ich die beschriebenen Dosen,
um etwaige Nebenwirkungen zu reduzieren und Kosten zu sparen. Gewahlt wurde das
unter 2.10 beschriebene Modell der aktiven Immunisierung zur Induktion der
Epidermolysis bullosa acquisita, welches den Vorteil aufweist, bei den verwendeten
BALB/cJ-Mausen zwar eine Antikdrperbildung auszuldsen, ohne dabei aber die
klinischen Symptome auszuprégen. Eine mogliche Steigerung der Immunreaktion

wurde demnach nicht zwangslaufig mit einer Leidensvergrof3erung einhergehen.

Die Mause erhielten tGber drei Wochen taglich das jeweilige Medikament respektive
nur PBS (Kontrollgrupppe), ich entnahm wodchentlich Blut und bei Versuchsende

zuséatzliche Milz und Lymphknoten (inguinal und popliteal). Der Versuch wurde
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zweimal hintereinander mit insgesamt sechs Tieren pro Gruppe durchgefuhrt, deren
Ergebnisse hier zusammengefuhrt dargestellt werden. Aus der Kontrollgruppe der
letzten Woche des ersten Versuchs konnten nur drei der urspringlichen sechs Mause
ausgewertet werden. Es traten keine Nebenwirkungen der Medikamente auf oder

Symptome der EBA wie Blasen, Kusten oder andere L&sionen auf.

3.2.1 Die Immunisierung mit mCol7-vWFA2 bewirkt eine Immunreaktion, die mit
einer Steigerung der Plasmazellanteile und Antikérperproduktion, aber nicht der

B-Lymphozyten, einhergeht

Nur wenn das Immunsystem der Mause dieses Antigen als solches erkennt und
dementsprechend bekampft, ware das Modell zur Betrachtung einer etwaigen
Steigerung der B-Zell-Funktion geeignet. Um zu priufen, ob die Immunisierung mit
mCol7-vWFA2 tatsachlich die beabsichtigte Immunreaktion auslést, betrachtete ich
zunéachst die Kontrollgruppe, die taglich nur PBS ohne weiteres Medikament enthielt.
Die Daten (siehe Abb 3.9) sind den Ergebnissen der durchflusszytometrischen

Analysen und den Antikdrperkonzentrationsbestimmungen mittels ELISA entnommen.

Zwar stiegen die Anteile der B-Lymphozyten innerhalb der Lymphozytenpopulation
nicht an, zwei Wochen nach der Immunisierung waren aber statistisch signifikant mehr
Plasmazellen sowie IgM- und IgG-Antikorper (jeweils sowohl in der Gesamt-
konzentration als auch nur die Menge mCol7-spezifischer Antikérper) nachweisbar,

sodass ich von einer adaquaten Immunreaktion ausgehe.

3.2.2 Weder Ceforanid noch Progesteron haben einen Einfluss auf die Menge der

B-Lymphozyten, Plasmablasten und Plasmazellen

In vitro konnte ich zeigen, dass die beiden getesteten Substanzen die Proliferation
humaner, isolierter B-Lymphozyten erhéhen und dartber hinaus die Differenzierung
zu Plasmazellen zu steigern vermdgen. Um zu Uberprifen, ob dieser Befund in vivo
anhalt, fihrte ich FACS-Analysen des entnommenen Blutes in zwei Farbungen durch.
Die erste Farbung ermoglichte es, CD3* T-Lymphozyten, CD19* B-Lymphozyten und
Ly-6G*-Neutrophile Granulozyten voneinander zu unterscheiden. Die Durchfiihrung
und Analyse der Farbung ist in Kapitel 2.13 beschrieben. In Abbildung 3.10 ist der
prozentuelle Anteil der B-Lymphozyten innerhalb der Lymphozytenpopulation

dargestellt.
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Abb. 3.9: Gezeigt sind die Medianwerte, Quartile und die 90%-Perzentile der jeweiligen
Messungen innerhalb der Kontrollgruppe (nur PBS) fiir die durchflusszytometrische Bestim-
mung der Anteile der B-Lymphozyten und Plasmazellen in der Lymphozytenpopulation so-
wie der Konzentrationen des jeweils gesamten und mCol7-spezifischen IgM und 1gG. Die
Plasmazell- und Antikérperkonzentrationen steigen nach der Immunisierung jeweils statis-
tisch signifikant an, der B-Zell-Anteil bleibt etwa konstant. Zur Berechnung wurde der
Friedmann-Test mit multiplen Vergleichen nach Student-Newman-Keuls angewandt.
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Abb. 3.10: Dargestellt sind jeweils die Medianwerte, Quartile und 90%-Perzentile der
Kontrollgruppe (PBS) und der beiden Behandlungsgruppen (Ceforanid und Progesteron)
(je n=6, auRer Woche 3 PBS, hier ist n = 3) flr die jeweiligen normalisierten Anteile der B-
Zellen innerhalb der Lymphozytenpopulation tber die Zeit. Zur Analyse wurde CellQuest™
Pro 5.2.1 verwendet. Wahrend die Werte besonders in der Progesteron-Gruppe deutlich
schwanken, bleiben die Medianwerte konstant und ohne deutliche Unterschiede zwischen
den Gruppen. Dementsprechend liel3 sich auch mittels zweifaktorieller Varianzanalyse und
multiplen Vergleichen nach Student-Newman-Keuls keine statistische Signifikanz
nachweisen.

Der Anteil der B-Lymphozyten bleibt weitestgehend konstant. Zwischen den
Behandlungsgruppen lassen sich keine starken Unterschiede ausmachen, wobei die
Messwerte sich besonders innerhalb der Progesteron-Gruppe deutlich unterscheiden.

Inerhalb keiner Gruppe steigen die B-Zellen mit der Zeit an.

Die zweite Farbung zeigt die Expression der Oberflachenmolekile CD19, CD138 und
B220 (eine CDA45 Isoform). Dies ermdoglicht die Identifizierung muriner Plasmazellen
(CD19:CD138*B220) und muriner Plasmablasten CD19*CD138*B220*) (zur
Auswertung siehe 2.13). Deren Anteil im zeitlichen Verlauf ist in Abbildung 3.11
gezeigt. Zu sehen ist, dass in allen Gruppen die Plasmazellanteile innerhalb der
Lymphozytenpopulation nach der Immunisierung ansteigen. Dies ist statistisch
signifikant und spricht dafiur, dass die Immunisierung eine adaquate Immunantwort
auszulosen vermag. Zwischen den Behandlungsgruppen lassen sich jedoch keine

Unterschiede feststellen.
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Abb. 3.11: Dargestellt sind jeweils die Medianwerte, Quartile und 90%-Perzentile der
Kontrollgruppe (PBS) und der beiden Behandlungsgruppen (Ceforanid und Progesteron)
(je n=6, nur Progesteron n=5) fur die jeweiligen normalisierten Anteile der Plasmazellen
(obere Abb.) (CD19CD138*B220) (siehe 2.13) und die Plasmablasten (untere Abb.)
(CD19'CD138*B220") (siehe 2.13) innerhalb der Lymphozytenpopulation Gber die Zeit. Die
Auswertung erfolgte mit CellQuest™ Pro 5.2.1. Nach der Immunisierung steigen die
Plasmazellanteile jeweils statistisch signifikant an, was fir den Erfolg der Immunisierung
spricht. Bei den Plasmablasten ist nur innerhalb der Ceforanid- und der Progesteron-
Gruppe ein statistischer Anstieg Uber die Zeit zu beobachten. Auch durch die deutlichen
Schwankungen innerhalb der einzelnen Gruppen lasst sich zwischen der Kontrolle und den
behandelten Mausen statistisch kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Plasmazell-
und Plasmablastenanteile feststellen. Angewandt wurde eine zweifaktorielle
Varianzanalyse fur die Vergleiche zwischen den Gruppen und der Friedmann-Test fur die
Vergleiche innerhalb einer Gruppe, jeweils mit multiplen Vergleichen nach Student-
Newman-Keuls als Post-hoc-Test.
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Auch die Plasmablasten als Vorstufen der ausdifferenzierten Plasmazellen steigen mit
dem zeitlichen Verlauf an. Statistisch signifikant ist dieser Anstieg aber nur innerhalb

der Ceforanid- und der Progesterongruppe.

Neben der FACS-Analyse der Blutproben entnahm ich am Versuchsendpunkt
(entspricht Zeitpunkt ,Woche 3 nach Immunisierung®) im Rahmen der Tétung inguinale
und popliteale Lymphknoten sowie die Milz. Beide Organe wurden nach gleichem
Schema gefarbt und analysiert. Die CD19/CD138/B220-Farbung wurde fur die Woche
3-Blutproben sowie Milz und Lymphknoten durch eine weitere Farbung zum Nachweis
antigenspezifischer Plasmazellen in den entnommenen Milzen und Lymphknoten
ersetzt. Diese Farbung (siehe Kapitel 2.15) war gegen extra- und intrazellulare
Zellbestandteile gerichtet und farbte CD138, B220, VWFA2 und die Kappa-Kette.
Zellen mit dem Muster CD138*B220VWFA2* entsprechen dabei Plasmazellen, die
spezifisch fir mCol7-vWFA2 sind Die Ergebnisse aus Milz und Lymphknoten sind
jeweils in Abbildung 3.12 dargestellt.

Zwar erhohten sich bei Ceforanidgabe im Mittel die Anteile der B-Lymphozyten und
Plasmazellen im Lymphknoten, die mCol7-spezifischen Plasmazellen fielen hier
jedoch ab. In der Progesterongruppe ist das ebenso in schwacherer Auspragung zu
beobachten. Hingegen findet sich in der Milz ein umgekehrter Effekt: Bei im Mittel
jeweils etwas geringerem Anteil der Plasmazellen an den Lymphozyten finden sich in
der Milz bei Ceforanid- oder Progesterongabe durchschnittlich etwas mehr
antigenspezifische Plasmazellen. An keiner Stelle konnte jedoch ein solcher

Unterschied mit statistischer Signifikanz belegt werden.

Verglichen mit den in vitro erhobenen Ergebnissen (siehe 3.1.2 und 3.1.5) lasst sich
der Einfluss der beiden Substanzen auf die B-Zellproliferation und die
Plasmazelldifferenzierung in vivo nicht in diesem Ausmal} nachweisen. Ausgehend
von den mittels Durchflusszytometrie erhobenen Daten gehe ich nicht davon aus, dass
Ceforanid oder Progesteron in einem Immunisierungsmodell einen Einfluss auf die

Proliferation der B-Zellen oder ihre Differenzierung hin zu Plasmazellen haben.
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Abb. 3.12: Gezeigt sind Medianwerte, Quartile und 90%-Perzentile der normalisierten
Ergebnisse der Kontrollgruppe (PBS) und der beiden Behandlungsgruppen (Ceforanid und
Progesteron) (je n = 3 - 6) fur die jeweiligen normalisierten Anteile der B-Zellen und
Plasmazellen an der Lymphozytenpopulation sowie der mCol7-spezifischen an den
Ubringen Plasmazellen. Links sind jeweils die Zellen aus der Milz, rechts die aus den
inguinalen und poplitealen Lymphknoten dargestellt. Die Analyse erfolgte mittels
CellQuest™ Pro 5.2.1 (B-Zellen) und FlowJo 10 (Plasmazellen).

Zwischen den Behandlungsgruppen ist kein statistisch signifikanter Unterschied
festzustellen, auch da innerhalb der Gruppen teils deutlich Schwankungen der Messwerte
auftraten. Geprift wurde dies mit dem Kruskal-Wallis-Test.
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3.2.3 Ceforanid und Progesteron steigern die Produktion antigenspezifischer
Antikorper gegenlber der Kontrollgruppe in vivo

Ziel dieser Arbeit war die medikamenttse Steigerung der Immunantwort auf eine
Immunisierung, wie sie auch bei Impfungen bendtigt wird. Diese wird an der Menge
der produzierten Antikérper gegen das Immunogen gemessen, an der sich unabhéngig
von der B-Zell-Zahl die Aktivitat langlebiger Plasmazellen und damit auch der
Impferfolg beziffern lasst (Jack et al. 1999, Zaffina et al. 2014). Ein Wirkstoff muss, um
in diesem in vivo-Versuch erfolgreich zu sein, vor allem die Konzentration der

Antikorper erhohen.

Um zu prifen, ob die Menge an Antikdrpern im Serum der Mause ansteigt,
quantifizierte ich zunachst die Konzentration des gesamt-IgM und gesamt-IgG im
Serum wie schon bei den in vitro-Versuchen (siehe Kapitel 2.8 und 3.1.6). Wie zuvor
sind diese Daten aus zwei nacheinander durchgefihrten Mausversuchen
zusammengefihrt worden und in Abbildung 3.13 bis 3.16 dargestellt. Gezeigt sind
hierbei jeweils die Werte zu den vier Messpunkten und die Flache unter der Kurve
(AUC fur area under the curve), also die Gesamtmenge uber die Zeit.

Betrachtet man die Konzentrationen des gesamten IgM im Serum (Abb. 3.13), erkennt
man zundachst, dass in allen Behandlungsgruppen die IgM-Konzentrationen nach der
Immunisierung ansteigen, was sich mit dem in 3.2.2 beschriebenen Plasmazellanstieg
deckt und dafiir spricht, dass die Immunisierung in allen Behandlungsgruppen
erfolgreich war. Dieser Anstieg ist statistisch signifikant und betrug zwischen dem
Startzeitpunkt und der zweiten Woche nach Immunisierung fiir die Kontrolle und die
Progesterongruppe je p < 0,001, fur die Ceforanidgruppe p = 0,003 unter Verwendung
des Friedmann-Tests. Vergleicht man hingegen die Verlaufe der Behandlungsgruppen
oder die normalisierte AUC gegeneinander, so erkennt man, dass die mit Ceforanid
oder Progesteron behandelten M&ause durchschnittlich eine etwas hohere IgM-

Konzentration im Serum aufwiesen, dies war jedoch nicht von statistischer Signifikanz.

Fur die Konzentrationen des Gesamt-IgG (siehe Abb. 3.14) bietet sich ein &hnliches
Bild. In allen Behandlungsgruppen stiegen die gemessenen IgG-Konzentrationen
signifikant (fuir Woche 0 gegen Woche 3 ist jeweils p < 0,001 in allen Gruppen). Im
Verlauf findet sich aber zwischen den Gruppen ebenso wie bei Betrachtung der AUC

kein signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen.
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Abb. 3.13: A zeigt Medianwerte, Quartile und die 90%-Perzentile der im Serum
gemesseren Gesamt-lgM-Konzentrationen in den drei Behandlungsgruppen (PBS: n =9,
Ceforanid und Progesteron je n = 12). Uber die Zeit ist hier in jeder Gruppe ein statistisch
signifikanter Anstieg der IgM-Konzentrationen zu erkennen. Zwischen den
Behandlungsgruppen besteht ein solcher Unterschied nicht. Die Berechnung erfolgte
mittels Friedmann-Test innerhalb der Gruppen respektive zweifaktorieller Varianzanalyse
fur die Gruppen gegeneinander. In beiden Fallen folgten multiple Vergleiche nach Student-
Newman-Keuls als Post-hoc-Test.

B zeigt Medianwerte, Quartile und die 90%-Perzentile der normalisierten relativen AUC der
Gesamt-IgM-Konzentrationen in der jeweiligen Behandlungsgruppen. Auch hier sind, unter
Verwendung des Kruskal-Wallis-Tests, keine statistisch signifikanten Unterschiede
festzustellen.
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Abb. 3.14: A zeigt Medianwerte, Quartile und die 90%-Perzentile der im Serum
gemesseren Gesamt-IgG-Konzentrationen in den drei Behandlungsgruppen (PBS: n = 9,
Ceforanid und Progesteron je n = 12). Uber die Zeit ist hier in jeder Gruppe ein statistisch
signifikanter Anstieg der IgG-Konzentrationen zu erkennen, zwischen den
Behandlungsgruppen besteht ein solcher Unterschied nicht. Die Berechnung erfolgte
mittels Friedmann-Test innerhalb der Gruppen respektive zweifaktorieller Varianzanalyse
fur die Gruppen gegeneinander. In beiden Fallen folgten multiple Vergleiche nach Student-
Newman-Keuls als Post-hoc-Test.

B zeigt Medianwerte, Quartile und die 90%-Perzentile der normalisierten relativen AUC der
Gesamt-lgG-Konzentrationen in der jeweiligen Behandlungsgruppen. Auch hier sind, unter
Verwendung des Kruskal-Wallis-Tests, keine statistisch signifikanten Unterschiede
festzustellen.
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Neben der Quantifizierung der Gesamt-Antikbrperkonzentrationen gelang mir die
Messung spezifischer IgM- und IgG-Antikorper gegen mCol7-vWFA2 in einem
weiteren ELISA (siehe Kapitel 2.16) Uber die Relation zu einem Fixpunkt in einem
Serum-Pool. Wahrend die spezifischen IgM-Antikorper die akute humorale
Immunantwort darstellen, sind spezifische 1gG-Antikorper erst etwas spater messbar.
Dafur persistieren diese langer und sind fur den langanhaltenden Schutz durch die

Impfung mitverantwortlich.

Die Ergebnisse fur die Messung der spezifischen IgM-Antikorper gegen mCol7 sind in
Abbildung 3.15 dargestellt. Zun&chst ist auch hier ein statistisch signifikanter Anstieg
der mCol7-IgM-Konzentrationen innerhalb der einzelnen Behandlungsgruppen
festzustellen (z.B. zwischen Woche 0 und Woche 2 ist p = 0,003 fir die Kontrollgruppe
und p < 0,001 in der Ceforanid- und der Progesterongruppe). Anders als bei der
Gesamt-IgM-Messung liegt hier jedoch aul3erdem ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen vor: Uber die gesamte Behandlung
sind die mCol7-spezifischen IgM-Antikdrper im Serum der mit Ceforanid oder
Progesteron behandelten Mause gegenuber der Kontrollgruppe erhdht (jeweils p =
0,002). Der gleiche Befund ergibt sich bei Betrachtung der Messwerte in der zweiten
Woche nach Immunisierung. Hier sind die Konzentrationen ebenfalls gegentber der
Kontrolle um ein Drittel bis die Hélfe der Kontrolle erhéht (p = 0,006 fur Ceforanid und
p = 0,004 fur Progesteron), in der dritten Woche ist dies bei Ceforanid noch immer der
Fall (p = 0,028).

Betrachtet man die AUC, ergibt sich ein ahnliches Bild mit einer Erhéhung innerhalb
der mit Ceforanid oder Progesteron behandelten Gruppen gegeniuber der
Kontrollgruppe. Dieser Unterschied ist hier allerding nur zwischen der Progesteron-
und der Kontrollgruppe signifikant (p = 0,027, fir Ceforanid gegen die Kontrollgruppe
istp = 0,083).
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Abb. 3.15: A zeigt normalisierte Medianwerte, Quartile und die 90%-Perzentile der im
Serum gemesseren mCol7-spezifischen-lgM Konzentrationen in den drei Behandlungs-
gruppen (PBS: n = 9, Ceforanid und Progesteron je n = 12). Uber die Zeit ist hier in jeder
Gruppe ein statistisch signifikanter Anstieg der mCol7-IgM-Konzentrationen zu erkennen.
Auch zwischen den Gruppen besteht ein signifikanter Unterschied: So sind die Mengen an
spezifischen IgM-Antikorpern in mit Ceforanid oder Progesteron behandelten Mausen
jeweils insgesamt (je p = 0,002) und an Woche 2 allein erhdht. Fur Ceforanid trifft dies auch
noch in der dritten Woche nach Immunisierung zu. Die Berechnung erfolgte mittels
Friedmann-Test innerhalb der Gruppen respektive zweifaktorieller Varianzanalyse fur die
Gruppen gegeneinander. In beiden Féllen folgten multiple Vergleiche nach Student-
Newman-Keuls als Post-hoc-Test. B zeigt Medianwerte, Quartile und die 90%-Perzentile
der normalisierten AUC der mCol7-lgM-Konzentrationen in der jeweiligen Behandlungs-
gruppen. Auch hier zeigt sich eine Erhéhung in der Ceforanid- und der Progesterongruppe,
wobei nur letztere das Signifikanzniveau erreicht (p = 0,027 in einer einfaktoriellen
Varianzanalyse mit paarweisen t-Test-Vergleichen mit gepoolter Standardabweichung).
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Zuletzt betrachtete ich den Effekt von Ceforanid und Progesteron auf die Produktion
mCol7-spezifischer 1gG-Antikorper. Diese antigenspezifischen 1gG-Antikorper
entsprechen denen, die auch bei der Evaluation des Impferfolges beim Menschen
bestimmt werden, weshalb sie auch hier von besonderem Interesse sind. Eine
Steigerung der spezifischen, humoralen Immunantwort spricht dabei fir einen
erhohten Schutz vor einer Infektion mit einem Pathogen, das dieses Antigen tragt.

Wie in den zuvor beschriebenen Antikdrpermessungen zeigte sich auch fur die mCol7-
spezifischen 1gG-Antikorper (siehe Abb. 3.16) eine statistisch signifikante Steigerung
mit der Zeit (z.B. ist zwischen Woche 0 und Woche 3 p < 0,001 in allen Gruppen).

Wie schon bei den mCol7-spezifischen IgM-Antikérpern zeigt sich auch fur das
spezifische 1gG jeweils in der Ceforanid- und in der Progesterongruppe ein statistisch
signifikanter Anstieg der Konzentration im Serum insgesamt (fur die Ceforanidgruppe
ist p = 0,008, fur die Progesterongrupe ist p < 0,001). Deutlich ist auch zu erkennen,
dass die bei Versuchsende (Woche 3 nach Immunisierung) gemessenen Konzen-
trationen des spezifischen IgG in beiden Versuchsgruppen mehr als doppelt so hoch,
verglichen mit der Kontrollgruppe, sind (in beiden Gruppen ist jeweils p < 0,001)

Diese Ergebnisse spiegeln sich auch in der darunter dargestellten AUC wieder, wobei
hier vor allem Progesteron eine Steigerung der AUC gegeniber der Kontrollgruppe
von durchschnittlich mehr als 100% erreicht. Sowohl die Behandlung mit Progesteron
als auch die mit Ceforanid erhéhten die AUC der mCol7-spezifischen IgG Produktion
gegenuber der Kontrollgruppe signifikant. Flr Ceforanid ist dabei p = 0,023 und fir die
Progesterongruppe ist p = 0,0052.

Anders als bei den Ergebnissen der Durchflusszytometrie zeigen sich hier also die in
vitro-Experimente an isolierten, humanen B-Lymphozyten bestétigt. Die
medikamentdse Steigerung der B-Lymphozytenfunktion, gemessen an der Produktion
spezifischer Antikdrper nach Immunisierung in vivo, ist gelungen, indem aus den
ursprunglich Uber tausend Substanzen der Prestwick Chemical Library® die
vielversprechendsten validiert und eingehender untersucht wurden, sodass sich die in
vitro aufgetretenen Befunde schlussendlich auch im komplexen Immunsystem der

Maus beobachten lief3en.
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Abb. 3.15: A zeigt normalisierte Medianwerte, Quartile und die 90%-Perzentile der im
Serum gemesseren mCol7-spezifischen-lgG  Konzentrationen in  den drei
Behandlungsgruppen (PBS: n = 9, Ceforanid und Progesteron je n = 12). Uber die Zeit ist
hier in jeder Gruppe ein statistisch signifikanter Anstieg der mCol7-lgG-Konzentrationen zu
erkennen. Auch zwischen den Gruppen besteht ein signifikanter Unterschied: So sind die
Mengen an spezifischen IgM-Antikdrpern in mit Ceforanid oder Progesteron behandelten
Mausen jeweils insgesamt (Ceforanide: p = 0,008, Progesteron: p < 0,001) und an Woche
3 (je p < 0,001) allein erhoht. Die Berechnung erfolgte mittels Friedmann-Test innerhalb
der Gruppen respektive zweifaktorieller Varianzanalyse fur die Gruppen gegeneinander. In
beiden Fallen folgten multiple Vergleiche nach Student-Newman-Keuls als Post-hoc-Test.

B zeigt Medianwerte, Quartile und die 90%-Perzentile der normalisierten, relativen AUC
der mCol7-IgG-Konzentrationen in den jeweiligen Behandlungsgruppen. Auch hier zeigt
sich eine Erh6hung in der Ceforanid- und der Progesterongruppe, die jeweils im Kruskal-
Wallis-Test mit Dunn’s-post-hoc-Test sowie Benjamini-Hochberg-Vergleich das
Signifikanzniveau erreichen (Ceforanide:p = 0,023, Progesteron: p = 0,0052).

76



4 Diskussion

4.1 Resimee

Ziel dieser Arbeit war die Validierung der in einem vorangegangenen Screening der
Prestwick Chemical Library® durch einen B-Zellfunktionssteigernden Effekt aufgefal-
lenen acht Substanzen und der Transfer der vielversprechendsten dieser Wirkstoffe in
ein in vivo-Modell einer aktiven Immunisierung (Abb. 4.1). Ein solcher Ansatz
entspricht dem Drug Repurposing, einer Zeit und Geld sparenden Alternative zur de
novo-Entwicklung neuer Medikamente, bei der patentfreie Wirkstoffe, die bereits zur
Anwendung am Menschen zugelassen wurden, neue Indikationen erhalten.
Substanzen, die die B-Lymphozytenfunktion steigern, kdnnten sich dabei als Adjuvans
bei Impfungen bewéhren, die bei immunsupprimierten Patienten und bei Non-

Respondern oft nicht die gewiinschte Immunitat erzeugen.

Abb. 4.1: Trichterformig dargestellt ist

A Prestwick Chemical Library®- hier die Struktur des Screenings durch
! Hochdurchsatzscreening mit 1280 die PCL. Grundlage (A) war dabei ein
Substanzen, (durchgefiihrt von von Kazuko Matsumoto durchge-

Kazuko Matsumoto) fuhrtes Hochdurchsatzscreening der

A y 1280 patentfreien Medikamente hin-
‘\,\ B In vitro-Validierung von acht / sichtlich einer hemmenden oder stei-

‘\\ Substanzen und I;' gernden Wirkung auf isolierte humane
\ o y B-Lymphozyten. Hierbei taten sich acht

\ weiterfuhrende Untersuchung  / Wirkstoffe mit einem férdernden Effekt

‘\\ der Wirkung dieser auf die B- ;, auf die B-Zellproliferation hervor, deren
\ Lymphozytenfunktion ;’f Effekt ich zunachst validierte (B). Des
‘\\ y Weiteren testete ich ihre Wirkung auf
\ y zusatzliche Aspekte der B-Zell-
\ / Funktion, wie der Differenzierung zu
Plasma-zellen oder der Produktion von
Antikérpern. Zwei der nach diesen
Ergebnissen vielversprechendsten
Substanzen, das Antibiotikum Cefo-
ranid und das Hormon Progesteron
Ubernahm ich in einen Mausversuch
(C), um zu testen, ob sie in vivo die
Immunantwort auf eine aktive Immu-
nisierung mit dem Antigen mCol7-
VWFA2 steigern. Fur beide Wirkstoffe
konnte ich dabei eine signifikante
Steigerung der spezifischen Antikor-

perproduktion nachweisen.
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Ausgangspunkt und Grundlage war dabei ein von Kazuko Matsumoto im gleichen
Labor durchgefiihrtes, nicht-hypothesenbasiertes Hochdurchsatzscreening, in dessen
Rahmen sie mehr als tausend patentfreie, zugelassene Wirkstoffe hinsichtlich einer
Beeinflussung der B-Zell-Funktion testete. Hierbei fielen acht Substanzen durch eine
wiederholte Steigerung der Proliferation isolierter, humaner B-Lymphozyten auf. Ich
validierte diesen Effekt und fiihrte dartber hinaus Untersuchungen hinsichtlich einer
Wirkung auf die Differenzierung zu Plasmazellen und deren Antikdrperproduktion
sowie eine weitere Steigerung der Wirkung durch Kombination dieser Wirkstoffe durch.
Zwei der acht Substanzen, Ceforanid und Progesteron, kamen auf Grund der in vitro
erhobenen Ergebnisse fur eine Erprobung in einem aktiven Immunisierungsmodell in
vivo in Betracht. Ich immunisierte BALB/c-Mause mit dem Antigen der Epidermolysis
bullosa acquisita (EBA), einer blasenbildenden Autoimmunerkrankung, und maf3 Uber
drei Wochen die Verteilung der Lymphozyten in Blut, Lymphknoten und Milz sowie die
Immunglobulinkonzentrationen im Serum. Es zeigte sich, dass beide Wirkstoffe bei
taglicher Applikation die Produktion spezifischer IgM- und 1gG-Antikorper signifikant
steigern, was zum einen bedeutet, dass die verwendeten Substanzen tatsachlich die
B-Zell-Funktion mit der humoralen Immunantwort steigern und nach weiterer Prifung
als mogliche Adjuvantien bei Impfungen in Frage kdmen, zum anderen zeigt das aber
auch, dass sich durch ein solches Screening tatsachlich vielversprechende Wirkstoffe

ausmachen lassen, die auch in Tierversuchen bestehen.
4.2 Ergebnisse nach Medikamenten

4.2.1 Ceforanid

Wie alle spater genannten Medikamente fiel Ceforanid durch einen proliferations-
steigernden Effekt im Screening der Prestwick Chemical Library® auf. Diese Wirkung
konnte validiert werden: Die Beigabe von Ceforanid zur B-Zellkultur steigert signifikant
die Aktivierung in Konzentrationen von 0,1uM und 1uM ohne dabei eine toxische
Aktivitat zu zeigen. Aul3erdem kam es zu einer knappen Verdopplung der generierten
Plasmazellen und in der Konsequenz einer ebenfalls signifikanten deutlichen
Steigerung der produzierten Menge an IgM- und IgG-Antikérpern. Diese Steigerung ist
im Mittel die hdchste, verglichen mit den tbrigen Medikamenten.

Aufgrund dieser Ergebnisse bot es sich an, Ceforanid in vivo im Rahmen einer aktiven
Immunisierung (ahnlich einer Impfung) zu testen. Hier konnten vor allem die

antigenspezifischen IgM- und IgG-Antikérper gegentber der Kontrollgruppe deutlich
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vermehrt werden. Besonders zu beachten ist, dass diese Steigerungen maglich waren,
obwohl bereits TiterMax® als Adjuvans eingesetzt wurde.

Wie also kann diese Wirkung erklart werden? In der STITCH-Datenbank (,search tool
for interacting chemicals®, http://stitch.embl.de/, Kuhn et al. 2014), einer Suchmaschine
fur Molektle und ihre bekannten Interaktionen, wird keine bekannte Interaktionsstelle
im menschlichen Koérper, sondern nur die Interaktion mit dem Penicillin-bindenden-
Protein 2 an der bakteriellen Zellwand beschrieben. Uber dieses entfaltet Ceforanid
seine ursprunglich angedachte Wirkung als B-Lactam-Antibiotikum der Cephalosporin-
Gruppe. Literatur zu diesem Medikament kommt zum Uberwiegenden Teil aus den
80er-Jahren des letzten Jahrhunderts und betrifft die antibiotische Aktivitat in vitro und
in vivo. Im Menschen ist die Sicherheit auch fir die systemische Anwendung hoher
Dosen sowohl in Erwachsenen als auch fur Kinder und Neugeborene belegt, wobei
Cephalosporine, wenn keine Allergie gegen sie vorliegt, in der Regel sehr gut
vertraglich sind (Smyth et al. 1979, Dajani et al. 1982, Thirumoorthi et al. 1983). Dies
ist wichtig fur eine mégliche klinische Erprobung. Bisher ist fir Ceforanid also keinerlei
Interaktion mit dem Immunsystem beschrieben. Die von mir zuvor beschriebenen
Effekte sind demzufolge bisher unbekannt. Uber welche Gene die beobachtete
Wirkung entfaltet wird, kénnte mittels Genexpressionsanalyse naher untersucht

werden.

Fur weitere Mitglieder der Cephalosporin-Gruppe lassen sich &hnliche
immunmodulatorische Beobachtungen in BALB/c-Mausen und immunsupprimierten
Patienten (Limbert et al. 1984, Labro et al. 1988, Vanholder et al. 1988, Auer et al.
1992) finden. Dies betrifft vor allem phagozytorische Aktivitaten und oxidative
Zytotoxizitat. Allgemein zeigte sich, dass Antibiotika oft Gber direkte Wirkung am
Bakterium hinaus Einfluss auf das Immunsystem nehmen kénnen (Labro 1993,
Kwiatkowska et al. 2013). Der vielversprechendste Vertreter der immunstimula-
torischen Substanzen, das Cephalosporin Cefodizim, konnte nicht erfolgreich als
Immunantwortmodifikator etabliert werden. Im Vergleich mit der antibakteriellen
Wirksamkeit wurde der klinische Nutzen als gering angesehen. (Labro 2005). Die
beobachtete Wirkung wird auf einen gemeinsamen Substituenten zurtickgefihrt, der
aber im Ceforanid-Molekul nicht vorliegt (Bryskier 2000), sodass ich davon ausgehe,
dass die von mir erfasste Wirkung auf B-Lymphozyten nicht hierin, sondern in einer

anderen, bisher unbekannten Ursache begriindet ist.
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Zusammenfassend stellte sich Ceforanid als eines der beiden erfolgreichsten
Medikamente in meinen Versuchsreihnen und bezuglich einer Kklinischen
Anwendbarkeit als vielversprechendstes heraus. Gerade die im Tierversuch gezeigte
alleinige Steigerung der antigenspezifischen Antikdrper ist fur die erwinschte
Steigerung der Impfwirkung sehr wichtig, da Uber die gemessenen Impftiter der
Impferfolg definiert wird (Jack et al. 1999, Robert-Koch-Institut 2014). Bestatigt sich
die Wirksamkeit weiter, sollten erste Versuche unternommen werden, mit Ceforanid

die Impfreaktion im Menschen zu steigern.

4.2.2 Progesteron

Progesteron ist wohl die bekannteste und am weitesten erforschte Substanz unter den
von mir verwendeten Medikamenten und gehoérte neben Ceforanid zu den beiden
Substanzen, die ich in den Tierversuch uUberfiihrte. Diese Entscheidung basierte
darauf, dass Progesteron in jedem in vitro-Versuch die B-Zell-Funktion steigerte, ohne
dabei eine toxische Wirkung zu zeigen. In vivo bewirkte es dann ebenfalls eine

Steigerung der Konzentration spezifischer Antikdrper im Serum.

Zur Wirkung von Progesteron auf B-Lymphozyten und das Immunsystem sind bereits
Daten publiziert worden, allerdings mit oft gegenlaufigen und teilweise
wiederspruchlichen Ergebnissen. Lymphozyten in BALB/c-Mausen exprimieren
Progesteron-Rezeptoren (Zhang et al. 2014). Auch konnte gezeigt werden, dass
Progesteron in murinen B-Lymphozyten die Expression der co-stimulatorischen
Oberflachenmolekiile CD80 und CD86 reduziert, wodurch die B-Zell-Aktivierung
gehemmt wird, Untersuchungen hinsichtlich der Differentierung zu Plasmazellen und
der Antikdrperproduktion zeigten fir im Vergleich zu meinen Experimenten zehn- bis
tausendfach geringere Konzentrationen keinen Effekt (Zhang et al. 2014). Andere
Untersuchungen zeigen, dass Progesteron die Expression der Aktivierungs-
induzierten Desaminase, die fur die Affinitatsreifung und den Klassenwechsel der B-
Zellen unabdingbar ist, deutlich senkt (Pauklin und Petersen-Mahrt 2009) und die
Proliferation von Lymphozyten (Wyle und Kent 1977) sowie die B-Lymphopoese
vermindert (Medina und Kincade 1994). In an experimentellem ystemischen Lupus
erythematodes (SLE) erkrankten Mausen hatte Progesteron einen protektiven Effekt
und verringerte die Menge an IgG-Autoantikdrpern (Hughes et al 2009, Hughes und
Choubey 2014).
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Andererseits fand eine andere Studie ebenfalls in einem murinen SLE-Modell, dass
unter Progesteron-Gabe sowohl die Uberlebenszeit als auch die Menge an
produzierten Autoantikdrpern gesteigert sind (Roubinian et al. 1979). Bei Mausen und
Affen zeigt eine lokale Behandlung mit Progesteron einen steigernden Effekt auf die
lokale antigenspezifische Antikdrperproduktion im cervikovaginalen Trakt, ohne
Beeinflussung der Serum-Antikorper oder der Anteile der verschiedenen Immunzellen
in der Mukosa (Johansson et al. 1998, LU et al. 1999, Ma et al 2001). Eine weitere
Vermutung ist, dass Progesteron einen stimulierenden Einfluss auf eine anti-
inflammatorische Subpopulation der B-Lymphozyten hat, um die Toleranz gegenuber
dem semiallogenetischen Fotus wahrend der Schwangerschaft zu gewahrleisten
(Fettke et al. 2014). In einem murinen Modell der Experimentellen Autoimmunen
Encephalitis (EAE), die der Multiplen Sklerose des Menschen ahnelt, konnte gezeigt
werden, dass sowohl die regulatorischen B-Zellen durch Produktion von IL-10
(Fillatreau et al. 2002, Matsushita et al. 2008) als auch die Behandlung mit Progesteron
allein die Krankheitsaktivitat verringern kénnen (Yates et al. 2010). Hier konnte
aulRerdem eine Zunahme der CD19*-Zellen beobachtet werden (Yates et al. 2010).
Die Proliferation IL-10 produzierender B-Lymphozyten lasst sich insbesondere durch
agonistische CD40-Antikorper, wie ich sie zur in-vitro-B-Zell-Stimulation verwendete,
provozieren (Evans et al. 2007).

Statt eine konstante, geradlinige Wirkung auf B-Lymphozyten auszutiben, scheint der
Einfluss des Progesterons auf diese Zellen komplexer und vielgestaltiger zu sein. Es
kommt offenbar auch auf die Umgebung, den Krankheitsstatus und das
Zusammenspiel mit anderen Sexualhormonen in einem regulatorischen Netzwerk an
(Hughes und Choubey 2014, Muzzio et al. 2014).

Auch aufgrund dieser Komplexitat dirfte es im Sinne der eigentlichen Zielsetzung
dieser Arbeit schwierig werden, Progesteron medikamentds zur Steigerung der
Immunantwort bei Impfungen anzuwenden. Zurzeit wird Progesteron meist zur
Schwangerschaftsverhiitung respektive zur Schwangerschaftserhaltung angewendet
und findet daher vor allem bei Frauen im gebarfahigen Alter Verwendung. Als
Nebenwirkungen werden - nicht zuletzt durch eine deutliche Testosteron-
Supprimierung bei Mannern - Appetitsteigerungen mit Gewichtszunahme, Brustenge,
Elektolytverschiebungen, Akne, Depressionen, Libidoverlust und Mudigkeit
beschrieben (Oettel und Mukkhopadhyay 2004, Karow und Lang-Roth 2010b). Hoher

dosierte Progesteronpraparate werden deshalb auch zum Gewichtsaufbau bei
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starkem Gewichtsverlust angewendet, bergen aber durch den Eingriff in den
empfindlichen Hormonregelkreis auch die Gefahr einer unbehandelt tddlich

verlaufenden Nebenniereninsuffizienz (Oettel und Mukkhopadhyay 2004).

In Anbetracht der doch bei Anwendung Uber einen langeren Zeitraum gravierenden
Nebenwirkungen sowie der Diversitdt der beschriebenen Wirkungen auf die
Immunantwort, ist die Verwendbarkeit Progesterons eingeschrankt und nicht zur
Erstlinientherapie bei Gesunden geeignet, sondern wenn tberhaupt als zweite Wahl
bei Patienten mit erh6htem Infektionsrisiko und dringendem Bedarf an einer
schitzenden Impfantwort. Weitere Experimente missen ebenso zunachst zeigen, ob
Progesteron tatséachlich den Impfschutz in einem Krankheitsmodell erhéht oder eher

eine immunregulatorische Rolle spielt.

4.2.3 Sechs Wirkstoffe, die nur in vitro getestet wurden

Aufgrund der zur Verfiigung stehenden Ressourcen war es mir nicht moglich, mehr als
zwei Substanzen in die in vivo-Experimente zu tbernehmen. Ich wahlte Ceforanid und
Progesteron aus, weil sie einerseits beide in samtlichen Testreihen zuvor eine B-Zell-
Funkstionssteigerung gezeigt hatten und andererseits fur beide bereits die Losung in
PBS samt intraperitonealer Applikation beschrieben war (Joiner et al. 1981, Veillon et
al. 2009), sodass nur eine Kontrollgruppe (PBS ohne weiteres Medikament) benétigt
wurde. Die ubrigen Wirkstoffe hatten sich entweder in vitro als weniger erfolgreich
erwiesen oder sie hatten eine andere Kontrollgruppe benétigt. Die Uberfiihrung wenig
vielversprechender Substanzen in den Tierversuch ist schon aufgrund des
wahrscheinlich unnétig entstehenden Leids der Tiere und des zusatzlichen Kosten-
und Zeitaufwands abzulehnen. Nichtsdestotrotz zeigten einige dieser Substanzen
bisher unbekannte Wirkungen auf isolierte, humane B-Lymphozyten nach kinstlicher

Stimulation in vitro:

So zeigte, wie schon Progesteron und Ceforanid, auch das Prokinetikum Itoprid in
allen durchgefuhrten in vitro-Versuchen eine signifikante Steigerung der B-
Lymphozytenfunktion ohne dabei eine zytotoxische Wirkung zu entfalten. Im BrdU-

Proliferationsassay zeigt es sogar die starkste Wirkung aller getesteten Substanzen.

In klinischen Studien zeigte Itoprid sich inkonsistent in seiner Effektivitat (Holtmann et

al. 2006, Talley et al. 2007), (Neben-)wirkungen mit Bezug zum Immunsystem oder
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gar eine direkte Wirkung von Itoprid auf Lymphozyten wurden bisher aber nicht
beschrieben.

Itoprid bindet an den Dopamin-Rezeptor D2 und inhibiert dariber hinaus die
Acetylcholinesterase (lwanga et al. 1996). Der D2-Rezeptor wird auf B-Lymphozyten
und anderen Zellen des Immunsystems exprimiert (McKenna et al. 2002). Es konnte
bereits gezeigt werden, dass eine hohe Dopamin-Konzentration im Plasma die
Proliferation von T-Lymphozyten inhibiert, die durch spezifische Inhibition des
Dopamin-Rezeptors D1 nahezu vollstandig aufgehoben werden kann (Saha et al.
2001). Mause mit erhohten Dopaminspiegeln im Blut zeigen eine schwéachere
Reaktion auf Krankheitserreger (Alaniz et al. 1999). Auch der Dopamin D2-Agonist
Bromocriptin  zeigt immunsuppressive Wirkung sowohl auf B- als auch auf T-
Lymphozyten (Morikawa et al. 1993, Morikawa et al. 1994). Es ist also wahrscheinlich,
dass der Neurotransmitter Dopamin eine Rolle in der Regulation der lymphozytaren
Proliferation spielt, die sich medikamentds beeinflussen lasst. Auf Basis der genannten
Literatur und der Ergebnisse aus den in vitro-Versuchen kann man vermuten, dass
auch Itoprid Uber dieses System an B-Lymphozyten wirkt. Ein Tierversuch konnte
weiteren Aufschluss daruber geben, ob sich diese Wirkung nur unter einfachen
Bedingungen im Reagenzglas oder auch im vielschichtigen Zusammenspiel der

Immunantwort zeigt.

Der Aspekt der Acetylcholinesterase-Inhibition ist Itoprid und Neostigminbromid
gemeinsam. Beide wirken auf diese Weise parasympathomimetisch. In meinen
Versuchen zeigte Neostigminbromid keine Erhéhung der B-Lymphozytenproliferation,
wohl aber eine geringe Steigerung der Plasmazellbildung und der Produktion von IgM-
Antikdrpern. Als einziges der verwendeten Medikamente senkte es im LDH-
Zytotoxizitdtsassay den Anteil an abgestorbenen Zellen im Vergleich zur Kontrolle
signifikant. Bisher ist bekannt, dass Neostigmin bei Ratten in Kombination mit
Anisodamin antiinflammatorisch wirkt und die Zellregeneration in der Leber fordert (Li
et al. 2014). Dies konnte die beobachtete Erhéhung der Uberlebensrate der Zellen
erklaren. Eine direkte stimulierende Wirkung auf Lymphozyten ist bisher nicht
beschrieben  worden. Neostigmin  verlangert, vermutlich  Uber einen
antiinflammatorischen Signalweg das Uberleben septischer Mause (Hofer et al. 2008),
fur eine wirksame Acetylcholinesterase-Inhibition mit einem anderen Wirkstoff ist
allerdings auch eine Erh6hung inflammatorischer Zytokine ohne Beeinflussung der B-

Lymphozytenzahl in der Maus belegt (Fernandez-Cabezudo et al. 2010). Fir ein
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besseres Verstandnis der eventuellen Itoprid- unf Neostigmin-Wirkung auf die B-
Lymphozyten-Aktivierung durch Inhibition der Acetylcholinesterase sind also zunachst

weitere Untersuchungen notwendig.

Famprofazon steigerte in vitro sowohl die Bildung von Plasmazellen als auch die
Produktion von IgM-und IgG-Antikdrpern, aber nicht die Proliferation der B-Zellen. Sein
aktiver Metabolit Metamphetamin, oft missbraucht als gefahrliches und
suchterregendes Psychostimulanz, verfugt tber eine immmunmodulatorische Wirkung
(Harms et al. 2012). Fur Amphetamin ist eine proliferationshemmende Wirkung auf B-
und T-Lymphozyten beschrieben (House und Thomas 1994), allerdings in hundertfach
hdherer Konzentration als ich sie verwendete. Auch in mehreren Mausmodellen zeigte
Metamphetamin eine immunotoxische Wirkung auf B-Lymphozyten (Yu et al. 2002,
Wey et al. 2008). Auch daher erprobte ich Famprofazon nicht im Tierversuch. Nimmt
man dies alles zusammen, wirde ich von in vivo Versuchen absehen. Eine
Anwendung im Menschen zur Steigerung der Immunantwort halte ich fir sehr

unwahrscheinlich.

Auch Trapidil, eigentlich zur Therapie der koronaren Herzkrankheit zugelassen,
zeigte in der B-Zell-Kultur eine signifikante Steigerung der Bildung von Plasmazellen
und Antikdrpern ohne die Proliferation zu steigern oder zytotoxisch zu wirken. Wenn
auch nicht fr B-Lymphozyten, ist doch ein Einfluss von Trapidil auf das Immunsystem
belegt: Trapidil inhibiert den CD40-CD40L-Signalweg in Monozyten (Zhou et al. 1999,
Kato et al. 2001), die wie B-Lymphozyten CD40 exprimieren und ebenfalls durch den
CD40-Liganden der T-Helferzellen aktiviert werden. Ob es diese Funktion auch bei B-
Zellen ausuibt, ist nicht belegt, in der von mir durch gefuhrten Zellkultur war die
Aktivierung der B-Lymphozyten durch CD40-Antikorper nicht durch die Beigabe von
Trapidil beeintrachtigt. Trotzdem sprach dies fir mich ebenfalls gegen eine

Ubernahme in den Mausversuch.

Der VEGF-Rezeptortyrosinkinase-Inhibitor Vatalanib zeigte nur hinsichtlich der

Plasmazellbildung einen signifikant steigernden Effekt auf B-Zellen.

Das Malaria-Medikament Primaquindiphosphat ist der einzige Wirkstoff, der in
meinen Experimenten keinen statistisch zu bekraftigenden Effekt auf die B-
Lymphozytenfunktion hatte. Aufgrund dieser Ergebnisse hielt ich eine tatsachliche

stimulatorische Wirkung auf B-Lymphozyten fur unwahrscheinlich.
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4.2.4 Wirkstoff-Kombinationen

Ceforanid, Itoprid und Progesteron zeigten wie beschrieben einen
proliferationssteigernden Effekt auf die isolierten B-Lymphozyten. Es interessierte
mich, ob sich diese Wirkung durch die Kombination der Wirkstoffe noch weiter
verstarken lasst, nicht zuletzt, weil dann durch eine solche Kombination die jeweilige
Dosis der Einzelsubstanzen reduziert werden konnte, was die Nebenwirkungen
abschwéachen sollte. Ich testete hierfur diese drei Wirkstoffe einzeln und in jeder
maoglichen Kombination (siehe 3.1.4) in einer Konzentration die jeweils zu diesem
Zeitpunkt knapp das Signifikanzniveau verpasst hatte, um zu prifen, ob die
Kombination die Wirkung auf die B-Zellproliferation tber die der Einzelsubstanzen
hinaus wiurde steigern konnen. Meine Ergebnisse zeigen jedoch, dass B-
Lymphozyten in vitro nicht von einer Kombination der drei Substanzen profitieren.
Moglicherweise deutet dies an, dass die medikamentdse Stimulation der B-
Lymphozytenproliferation mit der Einzelsubstanz-Behandlung bereits voll ausgereizt
ist. Ich konnte keine Vero6ffentlichungen finden, die diese Kombinationen untersuchten.
Aufgrund dieser in vitro-Ergebnisse fuhrte ich keine Testung der Kombinationen in vivo
durch. Weitere Versuche mit Kombinationen verschiedener Wirkstoffe konnten sinnvoll
werden, sollten sich die Einzelsubstanzen in weiteren Tests als in hohen

Konzentrationen schlecht vertraglich erweisen.

4.3 Limitationen

Ein Screening von uber tausend Substanzen ohne automatisierte Unterstiitzung muss
einfach sein, um praktikabel zu bleiben. Initital wurden die Komponenten der PCL in
nur einer Konzentration an B-Lymphozyten je zweier Probanden getestet. Bis zum
meiner Experimente hatte sich die Zahl der mdglichen B-Zellfunktionssteigernden
Wirkstofffe bereits auf ca. 0,6% der Bibliothek verringert (siehe Abb. 4.1). Auch lasst
sich, wie in Kapitel 3.1.3 zu sehen ist, eine deutlich Schwankung der Messwerte
zwischen den Probanden feststellen. Es kann dabei also nicht ausgeschlossen
werden, dass im initialen Screening Substanzen falsch-negativ getestet wurden,
allerdings ware allein aufgrund dieser Méglichkeit eine aufwendige Validierung aller

1280 Substanzen mit den zur Verfiigung stehenden Mittel nicht durchfthrbar.
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Mein Interesse galt also vielmehr der Elimination falsch-positiver Ergebnisse. Dies
gelang mir einerseits durch die wiederholte Testung in verschiedenen Konzentrationen
hinsichtlich einer Dosisabhangikeit und andererseits durch die Erprobung in weiteren
in vitro Experimenten wie der Durchflusszytometrie oder der Bestimmung der
Antikorperkonzentration. Dies gelang, da am Ende der Validierung zwei Substanzen
(25%) ubrig blieben, die sich auch in vivo in einem aktiven Immunisierungsmodell
bewéahrten (100%). Eine direkte Ubernahme aller acht Substanzen hatte eine viel
groRere Anzahl an Versuchstieren bendétigt, jedoch wahrscheinlich nicht die gleiche
Erfolgsrate aufgewiesen. So konnte vielen Tieren unnétiges Leid erspart werden. Ein
solches Vorgehen wird bei Hochdurchsatzscreenings héaufig mit dem Erfolg
angewandt, dass die Entdeckungen direkt patentierbar sind (Roehrl et al. 2004, Yip et
al. 2006, Stoilov et al. 2008).

Die dargestellten Ergebnisse unterliegen weiteren Limitationen. Hier sind zunachst die
teilweise kleinen Gruppengréf3en innerhalb der in vitro-Assays zu nennen, die durch
die nachtragliche Exklusion der Ergebnisse erkrankter Probanden zustande kommen.
Auch in den Tierexperimenten finden sich teilweise kleine Gruppengro3en. Dies
optimierte ich im Rahmen der Madglichkeiten durch Umstellung auf 17a-OH-
Progesteron und Streichen der Itoprid-Gruppe samt Wasser-Kontrollgruppe. Durch die
extern begrenzte Anzahl zur Verfugung stehender Tiere konnten keine grol3eren
Gruppen zusammengestellt werden. AuRerdem kam es oft vor, dass die gemessenen

Werte zwischen den individuellen Probanden bzw. Mausen deutlich schwankten.

4.4 Ausblick

Im Rahmen meiner Experimente stellten sich Ceforanid und Progesteron sowohl in
vitro als auch in vivo als wirksame Medikamente zur Steigerung der B-Zell-Funktion
heraus. Es sollte ermittelt werden, wie haufig die Applikation des Medikaments
tatsachlich notwendig ist. Es ware moglich, dass nur in der ersten Woche nach der
Immunisierung die Wirkung auf die B-Lymphozyten-Aktivierung von Noten ist.
Zumindest in den in vitro-Assays zeigten sich deutliche Beeinflussungen der B-Zell-
Proliferation und -Differenzierung bereits nach sechs Tagen. Eine Verkirzung des
Applikationszeitraums konnte nicht nur Kosten senken, sondern auch den
Behandlungsaufwand senken und somit beim Menschen die Compliance und

Vertraglichkeit weiter verbessern.
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Weitere Tierversuche, zum Beispiel in einem Modell mit Immunisierungen unter
Immunsuppression (z.B. mit im klinischen Alltag h&aufig vorkommenden Medikamenten
wie Azathioprin oder Etanercept), konnten zuséatzliche Einsichten in die tatsachlichen
Moglichkeiten dieser Wirkstoffe geben. Sollte es auch hier zu einer Steigerung der
Antikorperspiegel kommen, kann ein Versuch am Menschen erwogen werden. Hier
bieten sich neben Patienten unter immunsuppressiver Behandlung auch Non-
Responder im Rahmen einer Hepatitis-B-Impfung an, da diese relativ haufig

vorkommen.

Auch durch ein genaues Verstandnis der Wirkungsweise der Medikamente konnte
eine Behandlung zur Steigerung der Impfantwort weiter optimiert werden. In vitro-
Experimente mit isolierten B-Zellen und einer anschlieBenden Genexpressionsanalyse
konnten zeigen, Uber welche Gene die Lymphozytenaktivitat gesteigert wird. Diese
konnten nuatzlich fur die Entwicklung weiterer B-Zell-Stimulatoren werden oder aber
geeignete Zielproteine fir die gezielte B-Zell-Inhibition darstellen, sodass diese Arbeit
auch als Ausgangspunkt zur Entwicklung neuer Therapiemdglichkeiten autoimmuner

Erkrankungen dienen kodnnte.
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5 Zusammenfassung

B-Lymphozyten sind die Effektorzellen der humoralen Immunantwort und schlagen die
Briicke zwischen dem angeborenen und dem erworbenen Immunsystem. Aktivierte
Lymphozyten differenzieren sich zu Gedachtniszellen und Plasmazellen, die wiederum
Antikorper produzieren. Diese sind essenziell zur Bekdmpfung von Krankheitserregern
und ihre messbare Konzentration im Blut quantifiziert den Erfolg einer Impfung. Dieser
Impferfolg ist bei der Immunisierung gegen Hepatitis B und bei der Impfung
immunsupprimierter Patienten oft beeintrachtigt und bisher fehlt die Mdoglichkeit,
mittels Medikamenten die B-Zell-Funktion gezielt zu steigern. Eine vergleichsweise
schnelle und kosteneffektive Methode zur Entwicklung von Wirkstoffen ist das
sogenannte ,Drug Repurposing“. Hierbei werden etablierte Medikamente fir andere

Indikationen als ihre urspringliche angewandt.

Grundlage dieser Arbeit ist ein Screening von uber eintausend patentfreien,
zugelassenen Wirkstoffen. Ich validierte acht aufgefallene Substanzen hinsichtlich
ihres Potentials, die B-Lymphozyten-Funktion zu steigern. Hierflr aktivierte ich in vitro
isolierte B-Zellen gesunder Spender mit IL-21 und aktivierenden CD40-Antikdrpern
und inkubierte sie Uber mehrere Tage mit den Wirkstoffen in verschiedenen
Konzentrationen. In diesen Versuchen stachen drei Substanzen heraus. Ceforanid,
Itoprid und Progesteron konnten in allen Versuchen die B-Zell-Funktion signifikant im
Vergleich zur Kontrolle um 33%-43% steigern, sieben Wirkstoffe steigerten die Bildung
von Plasmazellen. Um 100% - 200%, wobei die Einzelwerte auch innerhalb einer
Gruppe teils deutlich schwankten. Mit dem steigenden Plasmazellanteil stieg auch die
Menge an produzierten IgM-Antikérpern. Sechs Substanzen konnten die gemessene
IgM-Konzentration verdoppeln, funf steigerten auf3erdem die Produktion der IgG-
Antikdrper um 37%-53% verglichen mit unbehandelten Zellen als Kontrolle. Kein

Wirkstoff hatte dabei einen toxischen Effekt.

Ich wéhlte Ceforanid und Progesteron fur die Validierung ihrer Wirkung in vivo aus. Im
Modell der aktiven Immunisierung mit mCol7-vWFAZ2 konnte ich an BALB/c-M&usen
zeigen, dass sich durch die tagliche Gabe von Ceforanid oder Progesteron die
Konzentration der antigenspezifischen IgM- und IgG-Antikérper im Serum deutlich
steigern lasst. Diese Wirkungen waren fur die untersuchten Wirkstoffe bisher nicht
bekannt und lassen sich durch die Literatur nicht vollstdndig erklaren. Hier sind weitere

Experimente notwendig, um die Grundlagen dieser Wirkungen zu entschlisseln.
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digitale Dokumentation / Narkose, Schmerzausschaltung /Abbruchkriterien zur Leldensbegrenzung
/ Sicheres handling von Nagerm / Methoden der Applikation Nager, Kaninchen, Probenentaahme
Nager {ip, sc, iv, po, iaterale Schwanzvene, retrobulbir, mandibulir, intrakardial /
Tierschutzgerechte Totung vﬂ')'{ersud\i‘tleten / 3R-Prinzip / Weiterbildungsmiglichkeiten.

Lubeck, den 26.05,2016

M FOCUS DAS LEBEN

WISSEN SCHUTZY YIS
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Leatung

UNIVERSITAT ZU LUBECK Dy, meod. wot, Barthel Sthemhing, Ph.D.
CEMEINSAME TIERHALTUNC Fachtesaert fir Versuthistierk imde

Tarschutzbeaultraglon Sor Unrecatat

Ratzeburger Alee 1£0
13563 Lubeck

Tel. w49 451 €00 287%
Far ¢4 453 596 4353

sshrehrg@gth is-luebeck oo

Johannes Zanken
hat vom 27,10, ~03.11,.2014 an enem 20-stindigen Praxiskurs der Universitat zu Lubeck
+Emnflihrung In die Versuchstierkunde”

tesigenommen,

Folgende Kursinhalte mit entsprechender Praxis wurden vermittelr:
Blologie der wichtigsten Versuchstierarten
{Maus, Ratte, Meerschweinchen, Kaninchen)

Anatomee, Physiclogie, Verhalten (Maus, Ratte)/ Umgang mit Versuchstieren (Maus, Ratte,
Meerschwelnchen, Kaninchen, Schaf) / Erkennen von Schmerzen, Leiden und Schiaden

Pllege und Haltung
Tierhaltungsraume, Basriere, Haltungseinheiten, Kafigsysteme
Hygiene in Versuchstierhaltungen

Reinigung, Desinfektion / Verhinderung von Infektionen / Arbeiten, Hygieneprinzip unter
Umsetzstationen

DurchfGhrung und Planung von Tierversuchen

Versuchsplanung und Protokollfiihrung / analoge und digitale Dokumentation / Narkose, /
Sicheres handling von Nagern und Kaninchen / Methoden der Applikation Nager, Probenentnahme
Nager (ip, st, iv, po, laterale Schwanrvene, retrobulbir, mandibular, intrakardial) /
Tierschutzgerechte Totung von Versuchstieren / Sektion Maus

%' eck

Lilbeck, den 26,06.2016 " BIESSthnSehing. R,
alzeburger Ao 16

23562 Libeck

IM FOCUS DAS LEREN

EN SCHUTIT TIERE
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7 Universitat zu Libeck

\hlzim Fahoet

Ethik-Kemmission

Vorsitzender

Herr Prof Dy, med. Dy. phil. H. Raspe
Universitit zu Lobeck

Uneeatatzu Lobeck - Rarachergar Alkes 160 - 21538 Lebock Sselly. Vorsitnende:
) Frau Prof. Dr, med M., Schrnder
Hr. Prof. Dr. Ludwig tatntwrger Allee 160
Kiinik flr Dermatologee und Venerologie 21538 L.0beck
imH Sechwarbatung: Dr. Angelika Hoppe

Tel.: +49 451 500 5354
Fax: +49 451 500 5872

engelike hooppeiiuksh.de

Altenseichen: (19-140
Datum 13112009

Sitzung der Ethik-Kommission am 06. Oktober 2009, Nachreichung vom 06.11.2009
Antragstelier: Hr. Prof. Dr. Ludwig

Titel: Pathogenese und Therapie Autoantikdrper-induzierter Gewebsschidigung
Sehr geehrier Herr Luadwg,

der Antrag wurde unter berufsetheschan, medizinisch-wssenschafthchen und berufsrechtichen
Gesichspunktan gepraft. Die Kommission hat keine Bedenken mehr.

Bei Andevung des Studiancesigns solfe der Aniag ameul vormakag! wevgen, Ob«ammmdmoda

Mit freundichemn Grud
QQ.\ Ny
Prof. Dr. DIVH. Raspe
Vorsitzender
arwesmds Kummissionanigheder. §
W Peot. Dr. Dr 11011 Raspe Fras H Malha B e ool Dv. Moo
1Sonalmedzin, Yorswender der 1K) (Pllege) (Medizinische Klinik [y
@ et De Schweger (Psychiatns} D, Kuger B Fraw Prod e, M. Scheader
® Paof. Dy Descnrfer {Pharmabclogic) (Kirdeshinegs) {Memtische Chinegie, Sty Vors )
0 Feas Prof £ Stubbe { Thebogin) 1 B Dy, Ficber B e [0, Sicjan
Pruf. De. Beeck (Madicn. ard (Rackier am Auntspericht Alreraburg) {Prisadonl dox Ambyper chis Labock)
Wasorsdralbgodchnine 6 Mool. Schrwitgeer (1 hostasgoncii )
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Schleraig-kalsiein Shdbuswig-Holstan
Cior echite Morden Mlinisbaiiunm Bir Eneegia-
wards, Landwirtschaft,

Umwalt und BEndichs Raume

Minisierium e Energiovands, Landwinschel, Uil
wnd igndiche Rume | Postfach T8 51 | 249171 Kl

Ihr Antrag vom: 17002014

Frau . Y

Or. Katja Biober hiain Zaichen: W 242-TEk4,122-8 (B4-8114)
Klinik fir Dermatologie, Allergologie Herr Buichemgt
und Venerologie ,
Universitatsklinikum Schiaswig-Holstein D
Campus LObeck

Ratzeburger Allee 160

23528 Liback

nachrichtlich:

Herrn Dr. B. Schmelting
Gemeinsame Tierhaltung
der Universitit zu Libeack
Ratzeburger Allee 160
23538 Lubeck

T. November 2014

Genehmigung zur Durchflihrung von Versuchen an Wirbeltieran

Sehr geehrie Frau Dr. Bieber,

gemal § B Abs. 1 des Twerschutzgesetzes In der Fassung der Bekanntmachung vom
1B8. Mai 2006 (BGBI. | S. 1206), zuletzt gedndert durch Gesetz vom 28. Juli 2014 (BGEI
| 5. 1308), ertelle ich Ihnen die Genehmigung, im Rahman des Versuchsvorhabens

In vive Validierung der neu identifizierten B Zell-modulierendan
Funktion etablierter Pharmaka

2u Versuchszwecken Eingrifie und Behandlungen an Tieren vorzunehmen.
Die Genshmigung ist mit folgenden Nebenbeastimmungen verbunden:

1. Es dlrfen bis zu 867 Mause verwendat werden.

2. Die Genehmigung ist bis zum 31, Oktober 2017 befristat.

Déensigetdude; Mercalnmiralia 3.5, 7, 24106 Kil | AdoT-Westphal-5ir. & 24143 Kisl | Telefon 0431 053-0 | Telefax 0431 B25.7230 |
otz b malur langsh de |

weaew, il SCE - Notiisn dg | E<sfal-Admssen: Kein Sugang fur aekinenisch weeschilsssis
Cokumame.
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3. Ort der Durchflihrang:
Universitét zu Lidbeck, Gemeinsame Tierhaltung

4, Leiterin des Versuchsvarhabens:
Frau Dr. Katja Bieber

5. Stelvertreter:
Herr Prof. Dr. Ralf Ludwig

6. Wechsalt die Leiterin des Versuchsvorhabens oder ihr Stellvertreter, so ist mir diese
Anderung unverzilglich anzuzeigen; die Genehmigung gilt weiter, wenn sie nicht
innarhalb eines Monats widermufen wind.

7. Verantwortlicher Tierarzt nach § 28 der Tierschutz-Versuchstierverordnung wom 1.
August 2013 (BGEL | 5. 3125):
Herr Dr. B. Schmelting

8. Weitere Nebenbestimmungen:
Die Genehmigung beschriinkt sich zundchst auf die Validierungsansatze der ersten
Stufe. Anschhelend ist ein Zwischenbericht vorzulegen,

Die im Antrag gemachien Angaben sind Bestandteil dieser Genehmigung. Sofern
vorstehend abweichande Mebenbestimmungen getroffen wurden, gehen diese den
Angaben im Antrag vor.

Die Bestimmungen des § 8 des Tierschutzgesetzes, der Tierschutz-Versuchstierverord-
nung sowia der §§ 116 und 117 des Landesverwaltungsgeselzes in der Fassung der
Bekanntmachung vom 2_ Juni 1992 (GVOBI, Schl.-H, S, 243) sind zu beachten,

lch weise insbesondera darauf hin, dass Tierversuche nur durch den in § 16 der
Tierschutz-Versuchstierverardnung genannten Parsonankreis durchgefihr werden
dirfen,

Rechtsbehelfsbelehrung

Gegen diesan Bescheid kann innerhalb eines Monats nach Zustellung schriftlich oder zur

Miederschrift des Urkundsbeamten der Geschaftssielle Klage baim Verwaltungsgencht
Schileswig-Holstein in 24837 Schleswig, Brockdorff-Rantzau-Stralle 13, erhoben werden,

Mit freundlichan Griiien

el
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Schleswig-Holstein
Der @chta Norden

Mnistedum e Encegiomendo, Lanowkiscralt Urmak
und Bndiche Riume | Postfach 7141 | 24171 Kl

Frau

Dr, Katja Bieber

Institut fur Experimentelle Dematologie
Universitat zu Libeck

Ratzeburger Allee 160

23538 Lubeck

nachrichtlich:

Herm Dr. B, Schmelting
Gemeinsame Tierhaltung
der Universitat zu Lubeck
Ratzeburger Allee 160
23538 Lubeck

Schleswig-Holstein
Ministerium fur Energie-
wende, Landwirtschaft,

Umwelt und Bndiche RBaum:

Inre Anzeigen vom: 21.04.2016
Mein Zeichen V 242.7224 122.5
Herr Buttcharalt

Tedafon: 0431 883-7128
Telafax: 0431 983-7042

29, April 2015

Durchfihrung von Tierversuchsvorhaben

Sehr geehrte Frau Dr. Bieber,

gegen die angezeigte Anderung der Versuchsplanung fir die genehmigten Tierversuchs-
vorhaben  In vivo Validierung der neu identifizierten T Zell-modulierenden Funiktion etab-
lerter Pharmaka® sowie ,In vivo Validierung der neu identifizierten B Zell-modulierenden
Funktion etablierter Pharmaka® erhebe ich keina Einwénde.

Mit freundlichen Grulan

Bu'{ }‘lelré#’]

!

Diraizebiude Musrionstmiio 3, 5, 7. 24100 Kiel | AdofWestphalStr. &, 26143 Kiel | Telefon 0431 9620 | Tefelie 0431 985-7239 |
et Rs e odeh,de | wew mofur schleswin-holgiain do

Dokumanste

{ EMabAdrossen: Ken Zugang fir elebironiach verscrlissele
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09/2014 — 03/2015
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Promotion
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03/2015

Gymnasium Damme, Abitur
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Wissenschaftliche Mitarbeit im Lubecker Institut fur

Experimentelle Dermatologie

Beginn der Promotion unter Prof. Dr. med. Ralf Ludwig im
Institut fir Experimentelle Dermatologie, Universitat zu
Labeck, Mitglied des Graduiertenkollegs 1727 ,Modulation
von Autoimmunitat®

Promotionssemester mit Stipendium der Deutschen
Forschungsgemeinschaft fur das im Graduiertenkolleg
durchgeflihrte Projekt MD TP12

Durchfihrung der Experimente

Fertigstellung der Dissertation

Posterprasentation GRK1727-on-site visit, Libeck
Posterprasentation, 42. Tagung der Arbeitsgemeinschaft

Dermatologische Forschung, Ulm
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