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1 Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

Jacqueline du Pré galt lange Zeit als eines der hoffnungsvollsten Talente auf dem Cello.
Als sie 1967 auch noch den Pianisten und Dirigenten Daniel Barenboim heiratete, schien
der Weg frei zu sein fiir eine aullergewdhnliche Karriere als Musikerin. Doch es kam
anders: Anfang der siebziger Jahre erkrankte Jacqueline du Pré an Multipler Sklerose und
verstarb nach einer langen Leidensgeschichte bereits im Alter von 42 Jahren. Zwar fiihrt
die Krankheit meist nicht zum Tode, doch dieses Beispiel zeigt, wie sie das Leben
unzdhliger Menschen ganz unvorbereitet verdndern kann. Weit mehr als 100 Jahre nach
ihrer Erstbeschreibung bleiben enormen Forschungsanstrengungen zum Trotz auch heute

noch viele zentrale Fragen ungeldst, insbesondere die nach der Ursache.

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Die Multiple Sklerose (MS, Enzephalomyelitis disseminata) ist eine entziindliche
Entmarkungskrankheit des zentralen Nervensystems (ZNS) und stellt die haufigste
Ursache neurologischer Behinderung im jungen Erwachsenenalter dar. Allein in
Deutschland geht man von ca. 120.000 Betroffenen aus, weltweit sind es etwa 2,5
Millionen (Compston und Coles, 2002). Erkrankungsbeginn ist iiblicherweise die dritte
bis vierte Lebensdekade, bei Kindern tritt die MS nur duflerst selten auf. Eine klare
Bevorzugung von Frauen gegeniiber Minnern besteht beziiglich des schubformigen
(~1,6:1), nicht jedoch des progredienten Verlaufstyps. Haufig ist die MS in Nordeuropa,
Stidaustralien und Nordamerika, in Japan und Afrika wird die Diagnose kaum gestellt.
Siedeln Personen aus einem Hochrisikogebiet nach Vollendung der Pubertdt in ein Land
mit seltenem Auftreten von MS, so nehmen sie das hohe Risiko aus ihrer Heimat mit.
Umgekehrt gilt fiir Einwanderer die niedrige Erkrankungswahrscheinlichkeit des
Ziellandes, wenn sie eine Region mit hdufigem Vorkommen von MS bereits vor der

Pubertit verlassen (Poser, 1994). Nach gegenwértiger Vorstellung wird die MS iiber ein



Zusammenwirken von Umwelteinfliissen und Genen ausgelost. Die Liste verdédchtiger
Erreger als Umweltfaktoren wichst stindig, kritischen Uberpriifungen konnten diese
Berichte jedoch zumeist nicht standhalten (Giovannoni et al., 2006; Meinl, 1999). Eine
Beziehung besteht indes zwischen dem Auftreten von Schiiben und vorausgegangenen
Infekten (Sibley et al., 1985). Fiir die Rolle genetischer Faktoren im Sinne eines
polygenen  Vererbungsmusters sprechen Familienanalysen. So  betrdgt die
Konkordanzrate eineiiger Zwillinge 31 Prozent gegeniiber 5 Prozent bei zweieiigen
Zwillingen (Noseworthy et al., 2000). Eine soeben verodffentlichte genomweite Studie
identifizierte mit dem Interleukin-2-Rezeptor (IL2RA) und dem Interleukin-7-Rezeptor
(IL7RA) zwei Kandidatengene und bestitigte die schon vorbekannte Assoziation der MS
mit HLA-DR2 (The International Multiple Sclerosis Genetics Consortium, 2007).

1.1.2 Kilinik, Verlaufsformen und Prognose

Die Symptome und Zeichen von MS spiegeln die funktionelle Anatomie einer infolge
von pathologischen Entmarkungsprozessen gestorten Impulsleitung wieder. ,,Schiibe
neurologischer Funktionsstdrungen treten subakut innerhalb von Stunden bis Tagen auf,
erreichen dann ein Plateau und bilden sich binnen weniger Tage oder Wochen entweder
spontan oder unter Einsatz von Kortikosteroiden meist, jedoch nicht immer vollstédndig
zuriick. Je nach Lokalisation der Lésion konnen beispielsweise vorkommen: Visusverlust
bei Befall des N. opticus; Hemi-, Para- oder Tetraparese mit oder ohne Blasen-/
Mastdarmstorung bei Riickenmarksbeteiligung; Doppelbilder oder Schwindel bei
Hirnstammlésionen; Ataxie bei zerebelldrer Affektion. Nicht alle Lésionen werden
jedoch klinisch manifest, andererseits kommen haufig unspezifische Symptome wie die
charakteristische Fatigue dazu.

Etwa 85 Prozent der Patienten prédsentieren sich initial mit der schubférmigen
Verlaufsform der MS (,relapsing-remitting MS*“, RR-MS), gekennzeichnet durch
klinische Schiibe mit anschlieBender Besserung. Meist erfahren diese Patienten nach
einigen Jahren bei abnehmender Schubfrequenz eine kontinuierliche neurologische
Verschlechterung, die den Ubergang in die sekundidr chronisch-progrediente

Verlaufsform (,,secondary-progressive MS*“, SP-MS) bildet. Bei etwa 15 Prozent der



Betroffenen zeigt die Erkrankung von Beginn an den fortschreitenden Verlauf und wird
dann primér chronisch-progrediente MS (,,primary-progressive MS®, PP-MS) genannt
(Keegan und Noseworthy, 2002). Die individuelle Prognose ist kaum vorherzusagen:
Wihrend etwa ein Viertel der MS-Kranken kaum in den Alltagsaktivititen eingeschrankt
wird, erleiden umgekehrt bis zu 15 Prozent innerhalb kiirzester Zeit einen Zustand

schwerster Beeintrachtigung (Compston und Coles, 2002).

1.1.3 Diagnostik

Die MS ist eine Ausschlussdiagnose, es gibt keinen isolierten Befund, der fiir diese
Erkrankung spezifisch ist. Die auf Poser zuriickgehenden Kriterien (Poser et al., 1983)
wurden in letzter Zeit wesentlich liberarbeitet (McDonald et al., 2001), 2005 erfolgte eine
weitere Anpassung dieser neuen McDonald-Kriterien (Polman et al., 2005b). Zur
Diagnosestellung wird der Nachweis rdumlich und zeitlich getrennter ZNS-Lésionen
gefordert basierend auf klinischen und paraklinischen Befunden wie der
Kernspintomographie (MRT), Elektrophysiologie und Liquordiagnostik (,,Dissemination
in Raum und Zeit*). Charakteristische Befunde in der Analyse der
Zerebrospinalfliissigkeit sind eine leichte Pleozytose, das Auftreten von Plasmazellen und
erhohten Immunglobulinen sowie die so genannten oligoklonalen Banden (OKB).
Letztere sind bei iiber 90 Prozent der Patienten vorhanden und werden noch mal im

Zusammenhang der Immunpathogenese im folgenden Abschnitt erwihnt.

1.1.4 Immunpathogenese

Die Integritdt der Einheit aus Myelinscheide und Axon stellt die Voraussetzung fiir die
regelrechte Erregungsleitung dar. Das kennzeichnende pathologische Merkmal der MS ist
der Entmarkungsherd (Plaque). An seiner Entstehung ist eine Vielzahl entziindlicher,
moglicherweise aber auch neurodegenerativer Prozesse beteiligt (Hemmer et al., 2002).
Selbst gesunde Individuen verfiigen iiber autoreaktive, myelinspezifische T-Zellen, die

aber entweder erst gar nicht aktiviert oder von regulatorischen T-Zellen unter Kontrolle



gehalten werden (Burns et al.,, 1983). Zur Erklirung des Zusammenbruchs der
Immunregulation bei Autoimmunerkrankungen wird haufig molekulare Mimikry
angefiihrt. Diese Hypothese geht davon aus, dass ein gemeinsam mit dem entsprechenden
MHC-Komplex (eine Komponente des erblichen Risikos) présentiertes Peptid (der
Umweltfaktor) immunologisch nicht von einem Selbstantigen unterschieden werden
kann. In der Folge entwickelt sich aus einer addquaten Antwort auf den Erreger
zusitzlich eine unangemessene Entziindungsreaktion gegen Komponenten aus der Einheit
von Oligodendrozyt und Myelin. Das Versagen von Regulationsmechanismen fiihrt zu
Proliferation, Aktivierung und Eintritt autoreaktiver T-Zellen in die Zirkulation. Diese
exprimieren nun verstirkt Adhédsionsmolekiile, induzieren Verdnderungen an
Endothelzellen und erreichen so nach Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke das ZNS.
Dort angekommen treffen die T-Zellen wieder auf ihr Antigen und aktivieren
Mikrogliazellen. Diese wiederum prisentieren den T-Zellen erneut das Antigen und eine
Kaskade inflammatorischer Prozesse wird in Gang gesetzt. Die Folgen sind eine weitere
Schidigung der Blut-Hirn-Schranke, die Entwicklung eines entziindlichen Infiltrates und
schlieBlich die Schidigung von Glia und Axonen (Trapp et al., 1998). Gleichzeitig leitet
die Entziindung aber auch den Vorgang der endogenen Remyelinisierung ein. Langfristig
jedoch fithren die Astrozyten eine Vernarbung — daher der Name Multiple Sklerose —
herbei, welche diese Reparaturprozesse letztendlich begrenzt und den Ubergang in
bleibende Defekte markiert.

Uber mehrere Jahrzehnte hat die zellvermittelte Immunitit die Studien zur MS-
Pathogenese beherrscht (Sospedra und Martin, 2005). Diese etwas einseitige
Fokussierung auf die T-Zellen ist wesentlich in der Entdeckung von aktivierten T-Zellen
in MS-Lasionen und Analogien zu dem Tiermodell der experimentellen autoimmunen
Enzephalomyelitis (EAE) begriindet. So kann in Transferexperimenten mit CD4'-
myelinspezifischen T-Zellen die EAE auf ein gesundes Tier iibertragen werden. In jedem
Fall scheinen T-Zellen entscheidend beteiligt zu sein an der Eréffnung der Blut-Hirn-
Schranke und damit an der Auslosung des Autoimmunprozesses. An dem Vorgang der
Demyelinisierung selbst ist jedoch noch eine Reihe von Mechanismen beteiligt, die weit
iiber die Rolle der T-Zellen hinausgeht. Neben den Bestandteilen der angeborenen

Immunabwehr hat in jiingerer Zeit vor allem das System der B-Zellen und Antikdrper als



wichtiger Effektor in der Immunpathogenese der MS grofle Aufmerksamkeit erlangt
(Archelos et al., 2000; Cross et al., 2001; Duddy und Bar-Or, 2006; Meinl et al., 2006).
Einer der bedeutendsten und ersten Hinweise auf eine Rolle von B-Zellen und
Antikorpern in der Pathologie von MS ergab sich bereits im Jahre 1948, als Elvin Kabat
die wegweisende Beobachtung von erhohten Immunglobulinen im Liquor MS-Kranker
machte (Kabat et al., 1948). Mindestens zwei Quellen dieser Antikorper im Liquor lassen
sich unterscheiden: Zum einen konnen B-Zellen und Immunglobuline iiber eine gestorte
Blut-Hirn-Schranke in das ZNS gelangen. Wie jedoch der hiufige Befund iiber Jahre
stabiler oligoklonaler Banden bei MS-Patienten zeigt, wird ein wesentlicher Teil der
Immunglobuline intrathekal produziert (Walsh und Tourtellotte, 1986). Oligoklonal
bedeutet dabei, dass nur eine begrenzte Zahl von B-Zellklonen zur Erhéhung der
Liquorantikdrper beitrégt. Zusitzlich hat Esiri 1977 auch in den MS-Lésionen Zellen
identifizieren konnen, die Immunglobuline produzieren (Esiri, 1977). In den letzten
Jahren lieBen Sequenzanalysen der antigenbindenden Regionen von AntikOrpern eine
hohe Zahl klonal expandierter B-Zellen in Liquor (Qin et al., 1998) und Hirnldsionen
(Baranzini et al.,, 1999) von MS-Patienten erkennen. In diesen Studien wiesen
Bestandteile des variablen Teils der schweren Ketten ausgedehnte somatische Mutationen
auf, ein Muster hinweisend auf eine antigeninduzierte Selektion von B-Zellen. Bis heute
sind allerdings die Spezifititen der Antikdrper noch weitgehend unbekannt, jedenfalls ist
nur ein Teil davon gegen Myelinstrukturen gerichtet. Zu weiteren Antigenen gehoren
Virusbestandteile, Zellkerne, Endothelzellen, Fettsduren, Ganglioside und selbst axonale
Strukturen (Archelos et al., 2000). Unter der Annahme einer pathogenetischen Rolle von
Autoantikdrpern bei MS hat sich die Suche nach Autoantigenen stark auf Myelinproteine
und andere Komponenten des ZNS konzentriert. Ein mit groBBem Interesse verfolgtes
Kandidatenautoantigen ist dabei das Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG),
welches auf der Oberfliche der Myelinscheide lokalisiert und damit Antikoérpern in
besonderem MalBle zuginglich ist. So gelang es Genain und Mitarbeitern, MOG-
Antikorper in MS-Lisionen in enger Assoziation zu zerfallenen Myelinstrukturen zu
identifizieren (Genain et al., 1999). Allerdings werden Antikorper gegen MOG
gelegentlich auch in gesunden Kontrollen gefunden (Lindert et al., 1999). In einem

tierexperimentellen Ansatz fithrte das Vorhandensein von Antikorpern gegen MOG



jedoch erst nach Initilerung einer entziindlichen Lésion durch T-Zellen zu einer

Demyelinisierung (Litzenburger et al., 1998).

1.1.5 Therapie

Eine Heilung der MS ist nach wie vor nicht moglich. Die gegenwirtigen Therapien
umfassen drei Einsatzgebiete: Im akuten Schub werden héufig Kortikosteroide
verabreicht, bei fehlendem Ansprechen kann die Plasmapherese versucht werden
(Keegan et al., 2005). Zur Schubprophylaxe stehen eine Reihe immunmodulatorischer
Substanzen zur Verfiigung (Multiple Sklerose Therapie Konsensus Gruppe (MSTKG)
und Rieckmann, 2006). Eine fiihrende Rolle nehmen dabei seit einigen Jahren
insbesondere die Interferone ein, denen der zentrale Teil dieser Arbeit gewidmet ist und
die daher separat im nichsten Kapitel vorgestellt werden. Seit einigen Jahren zugelassen
ist das Peptidgemisch Glatirameracetat (Copaxone”™). Als vielversprechende
Hoffnungstriger gelten ferner die noch relativ jungen Substanzen Natalizumab
(Tysabri®) und FTY720 (Fingolimod) (De Jager und Hafler, 2007). SchlieBlich existiert
noch eine Vielzahl symptomatischer MaBnahmen, mit denen sich unabhidngig vom
Krankheitsverlauf gezielt einzelne Beschwerden wie Spastik und Blasenstdrungen lindern

lassen.

1.2 Das System der Interferone und seine therapeutische
Anwendung bei MS

1.2.1 Einteilung und Physiologie der Interferone

Vor genau 50 Jahren entdeckten Isaac und Lindenmann einen Faktor, der aus
virusinfiziertem Gewebe freigesetzt benachbarte Zellen vor dem Befall mit dem Virus
schiitzt und nannten ihn Interferon (IFN) (Isaacs und Lindenmann, 1957). Neben der
antiviralen  besitzen Interferone antiproliferative, antineoplastische und

immunmodulatorische Eigenschaften, die zu zahlreichen therapeutischen Anwendungen



gefiihrt haben (Weinstock-Guttman et al., 1995). Prominenteste Vertreter der Typ-I-
Interferone sind IFN-a und IFN-f. Nahezu alle Zellen sind zu ihrer Produktion beféhigt,
die hédufig zitierte Zuordnung von IFN-a zu Leukozyten und IFN-f3 zu Fibroblasten ist
daher zu eng gefasst. Doppelstrang-RNA aus dem viralen Replikationszyklus stellt einen
wichtigen, wenngleich nicht den einzigen Stimulus der Interferonsynthese dar. Beide
Interferone binden an den IFN-o/B-Rezeptor (IFNAR), an welchen sich der bei
Zytokinen weit verbreitete JAK-STAT-Signalweg anschlief3t. Nach
Konformationsdnderung des Rezeptors erfolgt eine Aktivierung der Tyrosinkinasen
TYK2 und JAKI, welche eine Phosphorylierung zweier Transkriptionsfaktoren aus der
STAT (signal transducers and activators of transcription)-Familie herbeifiihren. Die
phosporylierten Heterodimere STAT1/STAT2 gelangen nun in den Zellkern und bilden
zusammen mit IRF9 (IFN-regulatory factor 9, auch p48) den heterotrimeren Komplex
ISGF3 (IFN-stimulated gene factor 3). Dieser erkennt bestimmte DNA-Sequenzen (IFN-
stimulated response elements, ISRE) im Promotorbereich Hunderter IFN-stimulierter
Gene (ISG) und bewirkt deren Transkription (Karpusas et al., 1998). IFN-y wird
hauptséchlich von T-Zellen und NK-Zellen gebildet und auch als Typ-II-Interferon oder
Immun-IFN bezeichnet. Es benutzt einen eigenen Rezeptor und Signalweg und ist
wichtiger Bestandteil der THI1-Antwort. Die medizinische Bedeutung einer Reihe
weiterer erst kiirzlich entdeckter Interferone wie IFN-A ist noch weitgehend ungeklért

(Theofilopoulos et al., 2005).

1.2.2 Immunmodulation mit IFN- bei MS

Bei MS sind sowohl Typ-I-IFN als auch Typ-II-IFN auf ihren therapeutischen Nutzen hin
iberpriift worden. Wihrend die Gabe von IFN-y zu schweren Exazerbationen fiihrte
(Panitch et al., 1987), konnten aufgrund tiberzeugender Ergebnisse aus randomisierten,
klinisch-kontrollierten Studien drei Préparate von IFN-B fiir den Einsatz bei
schubformiger MS zugelassen werden (The IFNB Multiple Sclerosis Study Group, 1993;
PRISMS (Prevention of Relapses and Disability by Interferon beta-1a Subcutaneously in
Multiple Sclerosis) Study Group, 1998; Jacobs et al., 1996; Paty und Li, 1993). Dabei
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handelt es sich um die beiden subkutan applizierten Formulierungen Betaferon® (IFN-
B1b, Schering; 8 Mio. LU. jeden 2. Tag) und Rebif® (IFN-Bla, Serono; dreimal
wochentlich 22 oder 44pg) sowie um das intramuskulir verabreichte Avonex® (IFN-Bla,
Biogen Idec; 6 Mio. I.U. einmal wdchentlich). Die Behandlung mit IFN-3 reduziert die
Zahl der Schiibe und im kurzfristigen Verlauf auch das Fortschreiten der Behinderung.
Im MRT kommt es zu einer deutlichen Abnahme von Aktivitdtsmarkern. Beziiglich
positiver Effekte der IFN-Therapie bei SP-MS und auf den langfristigen
Krankheitsverlauf insgesamt liegen hingegen derzeit noch keine eindeutigen Daten vor
(Ann und Rudick, 2006). Unvollstindig verstanden bleiben bis heute die eigentlichen
Wirkungsmechanismen (Weinstock-Guttman et al., 1995; Yong et al., 1998; Yong, 2002;
Zhang et al., 2002). In jedem Fall ist von einem Zusammenwirken mehrerer ISG
auszugehen. So vermindert IFN-f3 die Proliferation von T-Zellen und die Produktion von
TNF-a, verschiebt das Zytokinmuster in Richtung TH2 mit erhohter Sekretion von IL-10
und hemmt die Passage von Immunzellen durch die Blut-Hirn-Schranke iiber seine
Effekte auf Adhidsionsmolekiile, Chemokine und Proteasen. Héufig wird die
Interferontherapie erschwert durch das Auftreten von klinischen Autoimmunphédnomenen
und der Bildung von Autoantikérpern (Bitsch et al., 2004; Lange-Asschenfeldt et al.,
2004).

1.2.3 Neutralisierende Antikorper und Biomonitoring

Wiéhrend die meisten unerwiinschten Wirkungen wie grippale Beschwerden und
Lokalreaktionen an der Einstichstelle langfristig meist keine Anderung der Therapie
erfordern, stellt das Auftreten neutralisierender Antikdrper (NAB) gegen IFN-B ein
grofes therapeutisches Problem dar. Die Angaben zur Héaufigkeit der NAB variieren je
nach Prdparat von 2 bis 40 Prozent (Sorensen et al., 2005). NAB vermindern die
Bioverfiigbarkeit von IFN-f (Bertolotto et al., 2003) und sind mit einem klinischen
Wirkungsverlust assoziiert (Kappos et al., 2005; Sorensen et al., 2003). Bis heute sind
keine standardisierten Verfahren fiir ein Biomonitoring verfiigbar, zwei unterschiedliche

Ansitze lassen sich aber unterscheiden: Zum einen kdnnen die Antikorper im Serum
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bestimmt werden. Kann die einfache Detektion unspezifischer bindender Antikorper
(BAB) fiir eine erste Screeninguntersuchung wertvoll sein, erfordert der Nachweis der
entscheidenden NAB jedoch den Einsatz aufwindiger, keinesfalls einheitlicher
Stimulationsversuche in vitro, um die Verminderung der IFN-B-Aktivitidt zu erfassen.
Meist wird ein Assay auf zytopathischen Effekt (CPE) verwendet, das Prinzip der in
dieser Arbeit eingesetzten Variante wird in Abschnitt 2.2.7 erldutert. Der Test auf NAB
kann folglich lediglich indirekte Hinweise auf eine biologische Wirksamkeit von IFN-3
geben. Die Bestimmung von ISG unmittelbar aus dem Blut der Patienten hingegen bietet
den groflen Vorteil, die Bioaktivitit injizierten B-Interferons direkt ex vivo abschétzen zu
konnen, denn die Stimulation des IFNAR stellt einen notwendigen ersten Schritt fiir die
Wirkung von IFN-B dar. Eine Reihe von ISG wie Neopterin, 2’-5’-
Oligoadenylatsynthetase (OAS) und [,-Mikroglobulin wurde bereits auf ihre
Anwendbarkeit als Marker tiberpriift. In letzter Zeit jedoch richtet sich die
Aufmerksamkeit besonders auf das Myxovirus Resistenzprotein A (MxA). Diese GTPase
aus der Superfamilie der Dynamine vermittelt Resistenz gegeniiber viralen Infektionen
iiber die Blockade wichtiger Replikationsschritte (Haller und Kochs, 2002). Seine
spezifische Induktion durch Typ-I-Interferone (von Wussow et al., 1990) macht MxA zu
einem idealen Biomarker flir exogen zugefiihrtes IFN-f. In NAB-positiven Patienten,
besonders bei Vorliegen persistierend hoher NAB-Titer, fillt MxA auf basale Werte
hinweisend auf eine fehlende Aktivierung des IFNAR (Bertolotto et al., 2003;
Deisenhammer et al., 1999; Pachner et al., 2003a). Wurde MxA anfinglich auf
Proteinebene bestimmt (Deisenhammer et al., 1999), schlagen einige Autoren aufgrund
einer liberlegenen Sensitivitit nun die Messung der mRNA-Transkripte vor (Bertolotto et
al., 2001; Pachner et al., 2003a; Pachner et al., 2003b). Die Anwendung neuer,
kommerziell erhéltlicher gebrauchsfertiger Blutentnahmerdhrchen mit integriertem RNA-
Stabilisator bedeutet dabei zusétzlich eine wesentliche Vereinfachung der praktischen
Durchfiihrung. Allerdings erfordert die quantitative PCR in besonderem Malle die
Einhaltung eines engen Intervalls der Blutentnahme nach Injektion. Zur Bestimmung
eines moglichst glinstigen Blutentnahmezeitpunktes wurde daher zunéchst in vitro und ex
vivo der zeitliche Verlauf der Transkripte von MxA und BAFF nach Gabe von IFN-3

untersucht. Da MxA weder an der Pathogenese der MS noch an den
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Wirkungsmechanismen der IFN-Therapie beteiligt ist, konnte sich die Suche nach

zusatzlichen Biomarkern als hilfreich erweisen.

1.3 BAFF - ein wichtiger Uberlebensfaktor fiir B-Zellen

Das System der B-Zellen bildet den humoralen Arm der erworbenen Immunitt.
Abhingig von der Struktur des Antigens wird dieses entweder mit oder ohne Hilfe von T-
Zellen selektiv liber den B-Zellrezeptor (BCR) erkannt. Auf diese Weise aktivierte B-
Zellen konnen in einem streng regulierten Weg zu Plasmazellen ausdifferenzieren,
welche zur Sekretion von Antikorpern gegen das auslosende Agens befdhigt sind. B-
Zellen vermitteln ihre Wirkungen aber nicht nur iiber Antikorper, sie sind dariiber hinaus
hochst effektive antigenpridsentierende Zellen (Lanzavecchia, 1985) und iibernehmen
zudem wichtige regulatorische Aufgaben (Mizoguchi und Bhan, 2006; Serra und
Santamaria, 2006). BAFF (B cell activating factor belonging to the TNF family, auch
BLyS (Moore et al., 1999), TALL-1 (Shu et al., 1999), THANK (Mukhopadhyay et al.,
1999), ZTNF-4 (Gross et al., 2000) oder TNFSF-13B genannt) ist ein kiirzlich entdecktes
neues Mitglied aus der Familie der Tumor-Nekrose-Faktoren (Schneider et al., 1999),
welches entscheidend an der Steuerung von Reifung und Uberleben im System der B-

Zellen beteiligt ist (Mackay und Browning, 2002).

1.3.1 Struktur, Expressionsmuster und Rezeptoren

BAFF kommt als trimeres Molekiil in einer membranstidndigen und einer 16slichen Form
vor. Exprimiert wird BAFF in Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen (Nardelli
et al., 2001), neutrophilen Granulozyten (Scapini et al., 2003), follikuldren dendritischen
Zellen sowie einer Reihe von Stromazellen (Abb. 1). B-Zellen hingegen produzieren
normalerweise kein BAFF, sind aber dazu nach maligner Transformation imstande
(Novak et al., 2002). Beziiglich der Fahigkeit von T-Zellen zur BAFF-Synthese liegen
widerspriichliche Daten vor, insgesamt sprechen mehr Arbeiten dagegen (Moore et al.,

1999; Mukhopadhyay et al., 1999; Nardelli et al., 2001; Shu et al., 1999) als dafiir (Huard
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et al,, 2004; Schneider et al., 1999). Die Induktoren von BAFF sind bis heute
unvollstindig bekannt, Zytokine wie IL-10, IFN-y, IFN-o und G-CSF bewirkten in
zahlreichen Zelltypen wie Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen und
neutrophilen Granulozyten eine Hochregulierung von BAFF (Litinskiy et al., 2002;
Nardelli et al., 2001; Scapini et al., 2003).

Keimzentrumsreaktion
Ig-Klassenwechsel
Kostimulation von T-Zellen

M, DC, T-Zellen,
NHL, B-CLL,
Tumorgewebe

Plasmablasten,
B-Zellen, MM

> rtragung Uber TACI
und/ oder BCMA?

Plasmazellzirkulation?
e  Tumorwachstum?

Abbildung 1: Expression und Funktion von Liganden und Rezeptoren im BAFF/

APRIL-System.

Die beiden Liganden BAFF und APRIL (links) binden jeweils an drei verschiedene Rezeptoren (Mitte),
welche sowohl iiberlappende als auch unterschiedliche Funktionen vermitteln (rechts). Zellen, welche die
Komponenten des BAFF/ APRIL-Systems exprimieren, sind direkt bei den Liganden und Rezeptoren
angegeben. B-CLL: Chronische lymphatische B-Zell-Leukdmie; DC: Dendritische Zellen; FDC:
Follikuldre dendritische Zellen, MM: Multiples Myelom; M: Makrophagen; NHL: Non-Hodgkin-
Lymphom; PMN: Neutrophile Granulozyten. Modifiziert und ergénzt nach Ng et al., 2005 und Tangye et
al., 2006.
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Drei Rezeptoren fiir BAFF sind inzwischen beschrieben, BAFF-R (auch BR3), TACI
(transmembrane activator and calcium modulator and cyclophilin ligand interactor) und
BCMA (B cell maturation antigen). Diese werden vorzugsweise, jedoch nicht
ausschlieBlich auf B-Zellen exprimiert (Mackay und Ambrose, 2003). Die wesentlichen
Funktionen von BAFF auf B-Zellen werden iiber BAFF-R vermittelt (Ng et al., 2004).
TACI und BCMA binden zusétzlich auch APRIL (a proliferation inducing ligand), einem
eng mit BAFF verwandten Mitglied aus der TNF-Familie (Dillon et al., 2006). APRIL
wird in 16slicher Form freigesetzt und existiert kodiert von einem endogenen
Hybridtranskript zusitzlich als membrangebundenes TWEAK-APRIL Fusionsprotein
(TWE-PRIL) (Pradet-Balade et al., 2002).

1.3.2 Biologische Funktionen

Nach Verlassen des Knochenmarkes und Eintritt in die Milz durchlaufen unreife B-
Zellen auf dem Weg zu naiven, reifen B-Zellen zwei Ubergangsstadien, die als T1
(transitional type I) und T2 (transitional type II) bezeichnet werden (Mackay und
Browning, 2002). Diese Zwischenstadien gelten als wichtige Kontrollpunkte zur
Erhaltung der B-Zelltoleranz. Nur sehr wenige unreife B-Zellen absolvieren erfolgreich
diesen Reifungsprozess. BAFF fordert unter Beeinflussung antiapoptotischer Faktoren
wie Bcl-2 spezifisch das Uberleben der T2 B-Zellen. So finden sich in BAFF-transgenen
Maiusen vermehrt B-Zellen, wahrend umgekehrt sowohl BAFF-defiziente Tiere also auch
solche mit mutiertem BAFF-R eine erheblich verminderte Anzahl peripherer B-Zellen
aufweisen (Batten et al., 2000; Thompson et al., 2000). Demgegeniiber ldsst der Befund
erhohter B-Zellen in TACI-defizienten Méusen auf negative regulatorische Funktionen
dieses Rezeptors in der Homoostase der B-Zellen schliefen (Yan et al., 2001). Sowohl
TACI als auch BAFF-R kommt eine Rolle beim Immunglobulinklassenwechsel zu
(Castigli et al., 2005). BCMA vermittelt das langfristige Uberleben von Plasmazellen im
Knochenmark (O'Connor et al., 2004).
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1.3.3 Assoziation mit Erkrankungen des Menschen

Neben einigen Malignomen aus der B-Zellreihe (Tangye et al., 2006) ist BAFF am
Menschen vor allem im Zusammenhang mit Autoimmunkrankheiten untersucht worden:
Dabei sind Systemischer Lupus Erythematodes (SLE), Rheumatoide Arthritis (RA),
Sjogren-Syndrom (SS) und Wegener-Granulomatose mit leicht erhohten Serumspiegeln
von BAFF assoziiert (Cheema et al., 2001; Groom et al., 2002; Krumbholz et al., 2005a;
Zhang et al., 2001), wohingegen organbezogene Autoimmunleiden wie Diabetes Mellitus
vom Typ 1 und die Primér Bilidre Zirrhose (PBC) unauffillige BAFF-Spiegel aufweisen
(Mackay et al., 2002). Interessanterweise findet sich bei MS-Patienten eine lokal erhdhte
Expression von BAFF in den Hirnldsionen (Krumbholz et al., 2005b). Im Einklang zu
dem auf das ZNS begrenzten Autoimmunprozess konnte in der vorliegenden Arbeit
jedoch keine Verdnderung von BAFF im Serum unbehandelter MS-Kranker gegeniiber
Kontrollpersonen festgestellt werden. Bei Patienten mit Hepatitis C und HIV ist eine
Assoziation von erhdhtem systemischen BAFF mit Autoimmunphédnomenen beschrieben
(Stohl et al., 2002; Toubi et al., 2006). Der ursdchliche Zusammenhang zwischen
gesteigerten BAFF-Spiegeln und Autoimmunitit konnte im Tiermodell weiter
ausgearbeitet werden: Maiuse, die BAFF {berexprimieren entwickeln eine B-
Zellhyperplasie, erhohte Ig-Spiegel, Autoantikorper und klinische
Autoimmunerkrankungen (Kalled, 2005; Mackay et al., 1999). Autoreaktive B-Zellen
sind fiir ihr Uberleben verstirkt auf BAFF angewiesen und konnen so unter vermehrt
verfligbarem BAFF bevorzugt iiberdauern (Lesley et al., 2004). Bezeichnenderweise sind
auch unter therapeutischer Gabe von Typ-I-IFN zahlreiche Autoimmunphénomene
beschrieben, eine Auswirkung dieser Therapie auf das BAFF-System ist bislang jedoch
noch nicht untersucht. In der vorliegenden Arbeit erfolgt die Demonstration einer
direkten Induktion von BAFF in MS-Patienten unter Behandlung mit IFN-. Dies konnte
zu einem besseren Verstindnis von Wirkungen, aber auch Nebenwirkungen der

Interferontherapie einschlieBlich der beobachteten Autoimmunphidnomene beitragen.
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1.4 Zielsetzungen

Der weit verbreiteten und mittlerweile gut etablierten Anwendung von IFN-B in der
Behandlung der schubformigen MS steht ein noch weitgehend unbekannter
Wirkungsmechanismus gegeniiber. In den vergangenen Jahren sind enorme Fortschritte
erzielt worden, die lange unterschitzte Rolle von B-Zellen in der Immunpathogenese der
MS besser zu verstehen (Meinl et al., 2006). Somit ist der Gedanke naheliegend, ein Teil
der Wirkungen der Interferontherapie konnte auch iiber eine Modulation des Systems der
B-Zellen vermittelt werden. Hier erfolgt erstmals die Beschreibung einer Induktion von
BAFF durch IFN-B in Immunzellen. Diese wurde zunédchst in vitro nédher fiir
verschiedene Zelltypen charakterisiert und konnte dann in der ex vivo Situation an
Patienten unter Behandlung mit IFN-3 bestétigt werden. Das wesentliche Ziel dieser
Arbeit bestand also zum einen darin, mit der Identifizierung von BAFF als Interferon-
stimuliertem Gen (ISG) weitere Einblicke in die vielfiltigen Immunmodulationen der
IFN-Therapie zu gewinnen. Einen weiteren Fokus dieses Projektes bildete vor dem
Hintergrund der bis heute ungeldsten Problematik therapieassoziierter, gegen IFN-f
gerichteter neutralisierender Antikorper (NAB) die Entwicklung eines effizienten
Biomonitorings. Hier wird die Bestimmung der beiden Gene BAFF und MxA mit der
quantitativen PCR aus Vollblut unter FEinsatz eines speziellen RNA-
Stabilisierungssystems als ein vielversprechendes, da sehr sensitives und in den klinisch-

praktischen Alltag leicht zu integrierendes Verfahren vorgeschlagen.
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2 Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten und gesunde Kontrollen

Fiir die vorliegende Untersuchung wurden nach schriftlich dokumentierter Aufklarung
und Einwilligung aus der Neuroimmunologischen Ambulanz des Klinikums Gro3hadern
sowie aus der Marianne-Strauss-Klinik Kempfenhausen insgesamt 33 Patienten mit nach
den Kriterien von Poser und McDonald gesicherter MS eingeschlossen (McDonald et al.,
2001; Poser et al., 1983). Davon erhielten 21 mit schubformigem Verlaufstyp eine
Behandlung mit IFN-B, darunter 12 mit Rebif® 44, drei mit Rebif® 22, einer mit Rebif®
11, vier mit Betaferon® sowie einer mit Avonex®. Weitere 12 MS-Patienten, davon 9 mit
schubformigem und drei mit sekundir chronisch-progredientem Verlaufstyp, waren ohne
immunmodulatorische Behandlung. Unter den mit IFN-3 behandelten Patienten nahmen
einige begleitend NSAID (Paracetamol, Ibuprofen) zur symptomatischen Behandlung
unerwiinschter Begleiterscheinungen ein. Einer der mit IFN-B behandelten Patienten
bekam einen Kortisonpuls i. v. eine Woche vor Blutentnahme. Ansonsten erfolgte keine
weitere immunmodulatorische oder immunsuppressive Behandlung in den
vorangegangenen vier Wochen. Aus der Abteilung Neuroimmunologie des MPI fiir
Neurobiologie wurden 12 gesunde Kontrollpersonen rekrutiert (Tabelle 1). Pro Spender
wurden neben einem Serumrdhrchen jeweils 20 ml EDTA-Blut und/ oder 2,5 ml Vollblut
mit Hilfe des PAXgene™-Systems (s. Kapitel 2.2.3) entnommen. Die Studie wurde

durch die Ethikkomission der Ludwig-Maximilians-Universitidt Miinchen genehmigt.

Tabelle 1: Charakteristika klinischer Probanden

n | wm | Alter EDSS Erkrankungsdauer
IFN-B 21 | 13:8 [42(33,8-49,3) |3,5(2,4-4,1) |12(7,3-16)
Unbehandelt | 12 |84 |33,5(30,5-50) | 3,5(2,3-3,8) | 10(2-19,5)
Gesund 12 |48 [30(26-32)

MS-Patienten mit (IFN-B) und ohne IFN-Behandlung (Unbehandelt) sowie gesunde Kontrollen (Gesund).
Median von Alter und Erkrankungsdauer in Jahren. EDSS = Expanded Disability Status Scale nach
Kurtzke (Kurtzke, 1983). In Klammern 25. und 75. Perzentile.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur und Separation von Immunzellen

Materialien

Kulturmedium: RPMI 1640 + L-Glutamin, Gibco/ Invitrogen GmbH, Karlsruhe, versetzt
mit 10 % Fetales Kélberserum, PAN Biotech GmbH, Aidenbach, hitzeinaktiviert bei
57 °C fiir 30 Minuten.

Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS) frei von CaCl, und MgCl,, Gibco/ Invitrogen
GmbH, Karlsruhe

Pancoll human, Dichte = 1,077 g/ ml, PAN Biotech, Aidenbach

MACS® CD 14 MicroBeads

MACS® MS Separation Columns

MACS" Cell Separator
alle Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Spiilpuffer fiir MACS® Zelltrennung: PBS (Gibco/ Invitrogen) mit Zusatz von 2 mM
EDTA und 5 % fetales Kdlberserum

Trypsin-EDTA (0,25 % Trypsin mit EDTA 4Na") 1x, Gibco/ Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

Interferon beta-1b (IFN-B), 1000 U/ ml, Betaferon®, Schering, Berlin

Interferon gamma (IFN-y), 500 U/ ml, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Dichtezentrifugation mit Pancoll zur Isolierung von peripheren mononuklearen
Zellen (PBMC) aus EDTA Blut

Im Rahmen der Patientenstudie wurden pro Patient 20 ml frisch gewonnenes EDTA-Blut
eingesetzt, fliir die Untersuchungen in vitro je nach Bedarf auch grofere Mengen. In
sterilen, konischen 50 ml Rohrchen wurden jeweils 10 ml EDTA-Blut mit PBS auf 35 ml
verdiinnt, das Gemisch auf je 15 ml Pancoll {iberschichtet und fiir 40 Minuten bei 400 g
und 20 °C ohne Bremse abzentrifugiert. Die Lymphozyten und Monozyten (PBMC)
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sammeln sich dabei entsprechend ihrer spezifischen Dichte in der Interphase zwischen
Uberstand (Plasma/ Thrombozyten) und Pancoll an, das Zellsediment bilden
Erythrozyten und Granulozyten, die eine hdéhere Dichte besitzen. Die PBMC-haltige
Interphase wurde vorsichtig abpipettiert und mit PBS gewaschen. Die Zellzahl wurde mit
der Zahlkammer nach Neubauer bestimmt, tote Zellen iiber eine Farbung mit Trypanblau

ausgeschlossen.

Isolierung von neutrophilen Granulozyten

Neutrophile Granulozyten wurden aus dem Pellet der Dichtegradientenzentrifugation
durch eine hypotone Lyse der kontaminierenden Erythrozyten isoliert: Nach Suspension
und Inkubation fiir 30 s in 20 ml eiskalter hypotoner 0,2 %iger NaCl Losung wurde
Isotonizitét iiber die Zugabe von 20 ml 1,6 %iger NaCl Losung wiederhergestellt und
dieser Lysezyklus viermal wiederholt. Die durchflusszytometrisch im Forward/
Sideward-Scatter {liberpriifte Reinheit der Granulozyten erreichte einen Mittelwert von

uber 97 %.

Isolierung von Monozyten durch magnetische Zellseparation

Monozyten wurden mit dem MACS®-System isoliert. MACS MicroBeads sind
paramagnetische Partikel, die an monoklonale Antikérper gekoppelt sind. Fiir die
Trennung von Monozyten werden Antikorper verwendet, die sich gegen das
Oberflichenantigen CD14 richten. Werden die magnetisch markierten CD14" Zellen auf
eine Sdule (MACS Column) gegeben, die sich in einem starken Magnetfeld befindet
(MACS Separator), so werden sie in der Sdule festgehalten, wohingegen die
unmarkierten CD14" Zellen (Lymphozyten) durch Spiilpuffer ausgewaschen werden.
Wird die Sdule anschlieBend aus dem Magnetfeld entfernt, konnen die zuriickgehaltenen
CD14" Zellen als positiv isolierte Zellfraktion eluiert werden. Die Zelltrennung wurde
gemdl dem  Herstellerprotokoll — durchgefiihrt, durchflusszytometrisch wurden
Reinheitsgrade bestimmt mit einem Mittelwert von tiber 95 % fiir Monozyten und iiber

97 % der Lymphozytenfraktion.
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Kultur von Humanen Vorhaut-Fibroblasten (HFF)

Humane Vorhaut-Fibroblasten (HFF, human foreskin fibroblasts) wurden im Rahmen
von Zirkumzisionen gewonnen und freundlicherweise von Herrn Dr. Korn und Frau Dr.
Schmidt, Institut fiir Klinische und Molekulare Virologie der Friedrich-Alexander-
Universitdt Erlangen-Niirnberg zur Verfligung gestellt. Die Fibroblasten wurden in
RPMI-Medium in Plastikflaschen, im Rahmen von Stimulationsversuchen mit Zytokinen
zusétzlich in Plastikschélchen, bei 37 °C und einer CO,-Konzentration von 5 % in Kultur
genommen. Die Zellen wachsen dabei fest adhdrent an Plastikoberflichen unter
Ausbildung eines charakteristischen fischzugartigen Wachstumsmusters. Die Ernte der
Fibroblasten erfolgte in folgenden Schritten: Abnahme des Mediums, Spiilen mit PBS,
Zugabe von 5 ml Trypsin je Vertiefung der 6er Kulturschale, Inkubation im Brutschrank
fiir 3-5 Minuten, Ldsen der Zellen von der Oberfldche, Zentrifugieren in PBS und erneute

Kultur oder direkte RNA-Aufreinigung.

2.2.2 Durchflusszytometrische Analysen

Gerate und Materialien

FACSCalibur™ Durchflusszytometer einschlieBlich Software CellQuest™
Antikorper zur Monozytenfarbung: CD14 PE und Isotypkontrolle IgG2b PE
ViaProbe Cell Viability Solution
Pharmingen™ Propidium Iodide Staining Solution
Alle Becton Dickinson Biosciences, Heidelberg
Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS) frei von CaCl, und MgCl,, Gibco/ Invitrogen
GmbH, Karlsruhe
Waschpuffer fiir Zellfirbung: PBS (Gibco/ Invitrogen) + 1 % FCS + 0,1 % NaNj3
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Prinzip der Durchflusszytometrie

Die fluoreszenzaktivierte Zellanalyse (FACS-Analyse, FACS steht fiir Fluorescence
Activated Cell Sorting) ist ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von
Oberflaichenmolekiilen und intrazelluliren Proteinen. Grundlage ist die Antigen-
Antikorper-Reaktion, die mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikorpern durchgefiihrt
wird. Zur Analyse werden die Zellen einer Einzelzellsuspension durch hydrodynamische
Fokussierung wie an einer Perlenkette an einem Laserstrahl vorbeigeleitet. Dies fiihrt zur
Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes, das emittierte Signal verhélt sich dabei
proportional zur Menge an gebundenen Antikdrpern/ Zelle. Zusétzlich werden durch die
Lichtbeugung und -streuung Informationen {iber die ZellgroBe, bestimmt im
Vorwirtsstreulicht FSC (Forward Scatter), und die Binnenstruktur (Granularitit des
Zytoplasmas, Grofle des Zellkerns usw., gemessen im Seitwirtsstreulicht SSC = Side
Scatter) der Zellen gewonnen. Propidiumiodid oder alternativ die ViaProbe dienen zur

Identifizierung apoptotischer Zellen.

Farbung und Messung der Zellen

Die Fiarbung von PBMC, Monozyten und der monozytendepletierten
Lymphozytenfraktion wurde auf Eis in 96 Well-Mikrotiterplatten mit einer Zellzahl von
100.000 bis 200.000/ Well durchgefiihrt:
1. Abzentrifugieren der Zellen bei 1.200 U/ min und 4 °C fiir 5 Minuten, Zugabe
von 200 pl Waschpuffer, zweimalige Wiederholung des Waschvorgangs.
2. Zugabe des Antikdrpers, jeweils 4 pl auf die in 200 ul suspendierten Zellen und
Inkubation im Kiihlschrank bei 4 °C fiir 30 Minuten.
3. Abzentrifugieren fiir 5 Minuten bei 1.200 U/ min bei 4 °C, Entfernen des
Uberstandes und Zugabe von 200 pl Waschpuffer.
4. Abzentrifugieren fiir 5 Minuten bei 1.200 U/ min bei 4 °C, Entfernung des
Uberstandes.
5. Zugabe von 10 pl ViaProbe direkt auf das Pellet und Inkubation fiir 10 Minuten
im Kiihlschrank bei 4 °C.
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6. Zugabe von 200 ul PBS, Uberfiihren in FACS-Réhrchen.

7. Messung mit Bestimmung des Reinheitsgrades in Prozent aus Gate lebender
Zellen im FSC/ SSC (Granulozyten, Monozyten, Lymphozyten) sowie fiir
Monozyten zusitzlich aus Gate CD14" Zellen.

2.2.3 RNA-Isolierung

Gerate und Materialien

RNeasy® Mini Kit (50)
QIAshredder™ (250)
QIAamp” RNA Blood Mini Kit (50)
RNase-Free DNase Set (50)
PAXgene™ Blood RNA Kit (50)
PAXgene™ Blood RNA-Rohrchen
alles Qiagen GmbH, Hilden
14,3 M B-Mercaptoethanol (B-ME)
Sterile, RNase-freie Pipettenspitzen, Nerbe Plus GmbH, Winsen/ Luhe
Mikrozentrifuge Eppendorf Centrifuge 5417R
Eppendorf Thermomixer Comfort
Beide Eppendorf, Hamburg
Photometer: Pharmacia Biotech GeneQuant Il DNA/ RNA Calculator, frither Pharmacia
Biotech, jetzt GE Healthcare Life Sciences, Miinchen
Tris-Puffer 100mM, pH = 7,5
Ethanol (98%)

Prinzip und Durchfiihrung der RNA-Isolierung mit dem RNeasy® Mini Kit
Mit den RNeasy Kits wurde Gesamt-RNA aus neutrophilen Granulozyten, PBMC,

Monozyten, Lymphozyten und HFF-Zellen isoliert. Das RNeasy Verfahren kombiniert

die selektiven Bindungseigenschaften von RNA an eine Silicagel-Membran mit der

23



Mikrozentrifugationstechnik. Die Zellen werden zunéchst in einem stark denaturierenden,
Guanidinisothiocyanat (GITC) enthaltenden Puffer lysiert, durch den auch RNasen
inaktiviert werden. Das viskose Lysat wird durch Zentrifugieren in den QIAshredder
Spinsdulen homogenisiert, nach Zugabe von Ethanol zur Optimierung der
Bindungsbedingungen werden die Probe auf die RNeasy Mini-Sdule aufgetragen. Die
Gesamt-RNA bindet an die Membran, wéhrend die iibrigen Substanzen ausgewaschen
werden. Schlieflich wird die RNA mit RNase-freiem Wasser eluiert. Die einzelnen
Schritte wurden nach dem Protokoll fiir tierische Zellen im RNeasy” Mini Handbuch
durchgefiihrt. Zusidtzlich wurde der optionale DNase-Verdau in der RNeasy Mini-
Spinsdule mit Hilfe des RNase-Free DNase Sets fest in das Protokoll integriert.

Photometrische Bestimmung von Konzentration, Ausbeute und Reinheit der
Gesamt-RNA

Fiir die photometrische Messung wurden jeweils 8 ul RNA eingesetzt und 1:10 in RNase-
freiem Wasser verdiinnt. Eine Absorptionseinheit bei 260 nm (Ayeo) entspricht dabei
einer Konzentration von 40 ug RNA pro ml. Hinsichtlich méglicher Kontaminationen,
die im UV-Bereich absorbieren (z. B. Proteine), ist das Verhéltnis der Absorptionswerte
von 260 nm zu 280 nm (Aje/ Azg) ein MaB fiir die Reinheit der RNA. Aufgrund ihrer
pH-Abhingigkeit wurden die Assy/ Aszso-Absorptionsverhéltnisse in 10 mM Tris-ClI
gemessen. Reine RNA hat in diesem Puffer ein Ao/ Azso-Verhéltnis von 1,9-2,1, dieses

wurde mit den meisten Proben erreicht.
Reinigung von RNA aus menschlichem Vollblut

Zur Gewinnung von RNA aus Vollblut kamen zwei verschiedene Systeme zum Einsatz.
Das QIAamp® RNA Blood Mini Kit erforderte pro Spender den Einsatz von 1,5 ml
EDTA-Blut. Die Aufarbeitung der RNA erfolgte gemdll dem Handbuch des Herstellers.
Zunichst werden dabei die Erythrozyten selektiv mit einem hypotonen Puffer lysiert und

durch Zentrifugation von den Leukozyten getrennt. Danach erfolgen die Lyse der
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Leukozyten und die weitere Aufarbeitung und photometrische Messung der RNA analog
dem RNeasy-Prinzip.

Anders als diese Methode arbeitet das PAXgene™ Blood RNA System mit einem
speziellen RNA-Stabilisator, welcher es erlaubt, Proben mehrere Tage bei
Raumtemperatur lagern zu konnen, um sie dann zu einem beliebigen Zeitpunkt
gleichzeitig verarbeiten zu konnen. Pro PAXgene™ Blood RNA-RShrchen werden 2,5
ml Vollblut entnommen. Zunichst werden Nukleinsduren iiber einen Zentrifugierschritt
abgetrennt. Es schlieBen sich Waschschritte mit den mitgelieferten Pufferlosungen an
sowie ein Proteinverdau mit der beigefiigten Proteinase K. Nach Zugabe von Ethanol
wird das Lysat schlieBlich auf eine PAXgene-RNA-Silicasiule geladen und die RNA wie

oben beschrieben einschliefSlich DNase-Verdau gewonnen.

2.2.4 Reverse Transkription von RNA in cDNA

Materialien

Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT) einschliefSlich
mitgeliefertem Reaktionspuffer, Promega, Madison, USA

Random Hexamer Primer p(dN)s, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

PCR Nukleotid Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, je 10 mM), Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

Molecular Biology Grade Water, Eppendorf AG, Hamburg

Prime RNase Inhibitor™, 15000 Units, Eppendorf AG, Hamburg

Prinzip und Durchfiihrung

Die Synthese der cDNA erfolgte unverdndert nach der Gebrauchsinformation in
folgenden Schritten: Nach Zugabe von Random Hexamer Primern Erhitzen der Proben
fir finf Minuten bei 70 °C, anschlieBend Abkiihlung und Zugabe der Reversen
Transkriptase, des Reaktionspuffers, des RNase Inhibitors, der Trinukleotide und von

Wasser und Inkubation bei 40 °C fir eine Stunde. Anschliefend wurden die Proben
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zusétzlich fiir 15 Minuten auf 70 °C erhitzt, um die eingesetzten Enzyme zu inaktivieren.
SchlieBlich wurde die cDNA mit Wasser auf eine einheitliche Konzentration von 5 ng/ pl

fur die sich anschlieende PCR verdunnt.

2.2.5 Quantitative TagMan-PCR

Gerate und Materialien

GeneAmp® 5700 Sequence Detection System
GeneAmp” 5700 SDS Software, Version 1.3
MicroAmp” Optical 96-Well Reaction Plate
ABI PRISM™ OQOptical Adhesive Covers
Alle Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt
qPCR™ Core Kit mit Polymerase
Uracil-DNA Glykosylase (UNG), 1500 IU, 1 U/ pul
Beide Eurogentec S. A., Seraing, Belgien

Primer und Sonden:

GAPDH:

Vorwirts-Primer (Exon 2):  5’-GAA GGT GAA GGT CGG AGT C-3°

Riickwirts-Primer (Exon 4): 5’-GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC-3°

Sonde (Exon 4): 5’-FAM-CAA GCT TCC CGT TCT CAG CC-TAMRA-3’
Alle Metabion GmbH, Martinsried

BAFF:
Vorwirts-Primer (Exon 5):  5’-CAA AAT ATG CCT GAA ACA CTA CCC A-3°
Riickwirts-Primer (Exon 6): 5°’-ATC TCC ATC CAG TGA TAT TTG TGC-3’
Sonde (Exon 5/6): 5’-FAM-TCC TGC TAT TCA GCT GGC ATT GCA AAA
CT-TAMRA-3’
Alle Metabion GmbH, Martinsried
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MxA:
Vorwirts-Primer (Exon 19): 5’-GAG GAG ATC TTT CAG CAC CTG ATG-3’
Riickwirts-Primer (Exon 20):5’-GTA CGT CTG GAG CAT GAA GAA CTG-3’
Beide Thermo Electron GmbH, Ulm
Sonde (Exon 19/20): 5’-FAM-TCA CCA GGA GGC CAG CAA GCG-
TAMRA-3’

Biosource Europe, Nivelles, Belgien

BAFF-R:
Vorwirts-Primer (Exon 2):  5’-CTG GTC CTG GTG GGT CTG GT-3’
Riickwirts-Primer (Exon 3): 5’-CCC GGA GAC AGA ATG ATG ACC-3’
Beide Thermo Electron GmbH, Ulm
Sonde (Exon 2/3): 5’-FAM-AGA CAA GGA CGC CCC AGA GCC C-
TAMRA-3’

Sigma-Genosys, Steinheim

TACI:
Vorwirts-Primer (Exon 3):  5’-GAA GGT ACC AAG GAT TGG AGC AC-3’
Riickwirts-Primer (Exon 4): 5°-CTG TAG ACC AGG GCC ACC TGA-3’
Beide Thermo Electron GmbH, Ulm
Sonde (Exon 3/4): 5’-FAM-AGG CTC AGA AGC AAG TCC AGC TCT
CCC-TAMRA-3’

Sigma-Genosys, Steinheim

BCMA:
Vorwirts-Primer (Exon 2):  5°-TCT TTG GCA GTT TTC GTG CTA ATG-3’
Riickwirts-Primer (Exon 3): 5’-CCA GTC CTG CTC TTT TCC AGG T-3’
Beide Thermo Electron GmbH, Ulm
Sonde (Exon 2/3): 5’-FAM-AAA ACA CAG GAT CAG GTC TCC TGG
GCA T-TAMRA-3’

Sigma-Genosys, Steinheim
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Prinzip und Durchfiihrung

Die quantitative PCR als Weiterentwicklung der Polymerase-Kettenreaktion erlaubt, eine
Aussage zur Ausgangs-DNA-Menge einer Probe zu treffen. Dabei finden Amplifikation
und der Nachweis des PCR-Produkts simultan in einem Reaktionsgefdl3 statt. Das hier
eingesetzte TagMan-Prinzip stellt dabei eine der Moglichkeiten zur Quantifizierung dar:
Zusitzlich zu den duBleren Primern wird eine fluorogene Sonde eingesetzt, die aus einem
Oligonukleotid besteht, dessen 5’-Ende mit einem fluoreszenten Reporter-Farbstoff
(FAM) markiert ist, wiahrend das 3’-Ende einen Quencher-Farbstoff (TAMRA) trégt.
Wird die intakte Sonde bei einer spezifischen Wellenldnge (488 nm) angeregt, so wird
die Fluoreszenz des Reporter-Farbstoffs aufgrund der rdumlichen Ndhe zum Quencher
durch einen Fluoreszenz-Resonanz Energie-Transfer (FRET) unterdriickt. Wahrend der
PCR hybridisiert die Sonde mit den Primern zunéchst an den Matrizenstrang. Trifft die
Taq Polymerase nun in der Extensionsphase auf die Sonde, so wird letztere durch die 5°-
3’-Exonuklease der DNA Polymerase geschnitten. Die Taq Polymerase kann ihre 5°-3’-
Exonukleaseaktivitit nur am DNA-Doppelstrang entfalten. Daher bleiben die
nichthybridisierten Sondenmolekiile (DNA-Einzelstringe) unbeschadet. Kommt es
jedoch zur Sondenhydrolyse, so wird die rdumliche Ndhe — und damit auch der FRET —
zwischen Reporter und Quencher unterbrochen, und die gemessene Zunahme der
Reporterfluoreszenz mit jedem PCR-Zyklus korreliert direkt mit der PCR-
Produktzunahme. In dieser Arbeit wurde das Prinzip der relativen Quantifizierung
angewandt: Dabei wird die unbekannte Menge einer Zielsequenz bezogen auf das Signal
einer endogenen Amplifikationskontrolle zur Normalisierung unterschiedlich eingesetzter
RNA-Mengen. Als interne Kontrolle dient ein so genanntes Housekeeping Gen, dessen
Regulation sich im idealen Fall nicht é&ndert, selbst wenn die Zelle den
unterschiedlichsten Einfliilssen ausgesetzt ist. Néherungsweise erflillt wird diese
Eigenschaft von dem Enzym Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH).
Der Vergleich der Expression von Zielsequenz und Housekeeping-Gen erfolgt in der
exponentiellen Phase der Reaktion iiber die Differenz der Cr-Werte beider Gene. Dabei
driickt der auch als Threshold Cycle bezeichnete Cr-Wert die Zykluszahl aus, bei der ein

Anstieg der Reporter-Fluoreszenz iliber die Grundlinie erfasst wird. Je stirker ein Gen
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exprimiert wird und je mehr Ausgangskopien dementsprechend vorliegen, desto eher
wird dieser Schwellenwert erreicht und desto kleiner ist folglich der Cr-Wert. Da in der
exponentiellen Phase der PCR unter der Annahme einer hundertprozentigen Effizienz der
Reaktion eine Verdoppelung der Reaktionsprodukte aus dem vorangegangenen Zyklus
erfolgt, ldsst sich aus dem ACr-Wert das Verhéltnis der Expression des Ziegens zum

Housekeeping-Gen ableiten:

Zielgen/ Housekeeping-Gen = 2%

Erreicht beispielsweise das Zielgen den Schwellenwert erst zwei Zyklen nach dem
Housekeeping-Gen, betrigt also ACt = 2, so folgt aus obiger Gleichung: 272 = % = 25 %.

Die Expression der zu untersuchenden Zielsequenz betrdgt in diesem Fall also 25 %
bezogen auf das Housekeeping-Gen. Design von Primern und Sonden erfolgte unter
Einsatz der Software Primer Express. Um eine Storung durch DNA in der RT-PCR zu
vermeiden, wurden die Sonden jeweils so entworfen, dass sie eine Intron-Exon-Grenze
umfassen. Damit wird die Amplifizierung genomischer DNA verhindert, da in der
Synthese der mRNA die Introns iiber das Splicing entfernt werden. Eine Synthese der
entsprechenden Gene aus genomischer DNA konnte weder in einer konventionellen PCR
mit anschlieBender Gelelektrophorese noch in der TagMan PCR registriert werden. Die

optimalen Primerkonzentrationen wurden iiber eine Primermatrix ermittelt (Tabelle 2):

Tabelle 2: Endkonzentrationen von Primern und TagMan-Sonde

Primer Vorwartsprimer Ruckwartsprimer | TagMan-Sonde
BAFF 200 nM 200 nM 100 nM
MxA 600 nM 600 nM 100 nM
GAPDH 100 nM 100 nM 100 nM
BAFF-R 600 nM 600 nM 100 nM
TACI 100 nM 600 nM 100 nM
BCMA 600 nM 600 nM 100 nM

Den einzelnen PCRs lag folgendes Pipettierschema zugrunde (Tabelle 3):
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Tabelle 3: Pipettierschema einer Reaktion in der quantitativen PCR

Ausgangsmaterial

Endkonzentration

Volumen Einfachansatz

Mastermix
10-fach Reaktionspuffer 1-fach 2,5 ul
MgCl, 25 mM 5mM Sul
dNTP 2,5 mM 200 uM 2l
RNase freies Wasser 0,13 ul
Uracil-DNA Glykosylase 0,01 TU/ pul 0,25 ul
Hot GoldStar Enzym 0,025 1U/ pl 0,13 ul
Summe Mastermix: 10 ul
Primer und Sonde
RNase freies Wasser 3,75 ul
Primermix s. Tabelle 2 1,25 pl

Summe Primermix: 5 pl

Template Zielgen (cDNA)

10 pl

Template GAPDH (cDNA)

Wasser

5 ul + 5 pul RNase freies

Gesamtvolumen PCR: 25 ul

Die Messungen erfolgten jeweils in Triplikaten. Zum Schutz vor Carryover-

Kontaminationen wurde der PCR ein Verdau mit Uracil-N-Glykosylase (UNG)

vorgeschaltet. Der Thermocycler wurde folgendermafien programmiert (Tabelle 4):

Tabelle 4: Programmierung des Thermocyclers

Schritt UNG Hot GoldStar Denaturierung | Annealing und
Inkubation Aktivierung Extension

Zahl der Zyklen | 1 1 40-45 40-45

Zeit pro Zyklus | 2 min 10 min 15 sec 1 min

Temperatur 50 °C 95°C 95°C 60 °C
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2.2.6 BAFF-ELISA

Gerate und Materialien

ELISA Lesegerit: Dynatech MR 4000, Dynatech Deutschland GmbH, Denkendorf
Nunc 96-Well-Microtiterplatten MaxiSorp™, Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden
Coating Antikorper: anti-hBAFF mAb Klon B4H7.2 (5 pg/ ml)
Detection Antikorper: anti-hBAFF Klon A9C9.1, biotinyliert (1 pg/ ml)
Standard: Rekombinantes, humanes mycBAFF (80 ng/ ml)
Alle Biogen Idec, Cambridge, MA, USA
PBSN Blockpuffer
PBS
1 % proteasefreies BSA
5 % Sucrose (= Saccharose, Rohrzucker)
0,00625 % NaNj3
Coating-Puffer: 50 mM Na,COs, pH 9,6
RDT-Puffer
0,1 % BSA
0,05 % Tween 20
In TBS (Tris-buffered saline: 20 mM Trizma-Base, 150 mM NacCl, pH 7,3)
Streptavidin in Verdiinnung 1:200, R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt
3,3",5,5"-Tetramethylbenzidine (TMB) Liquid Substrate System for ELISA, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Prinzip des Sandwich-ELISA

Beim Sandwich-ELISA werden zwei Antikorper eingesetzt, die fiir zwei unterschiedliche
Epitope des Antigens spezifisch sind. Dabei bindet der erste spezifische Antikorper
(Capture Antikorper) an den Kunststoff der Mikrotiterplatte und hélt das Antigen fest.
Der zweite biotinylierte Antikorper (Detection Antikorper) dient zum Antigennachweis.

Zugabe von  Streptavidin-Meerrettichperoxidase  sowie  des  Testsubstrates
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Tetramethylbenzidin fiihrt zur Bildung eines bei 690 nm messbaren, blauen Produkts. Mit

Schwefelsdure wird die Farbreaktion gestoppt, die OD der entstehenden gelben

Fliissigkeit kann anschlieBend bei 450 und 550 nm bestimmt werden.

Durchfiihrung

1.

10.

11.

Beschichten der Mikrotiterplatte mit 100 ul/ Well Coating-Antikorper anti-
hBAFF vom Klon B4H7.2 (5 pg/ ml in 50 mM Na,COj; geldst) bei 4 °C auf
einem Schiittler tiber Nacht

Dreimal Waschen mit 0,5 % Tween 20 in PBS, anschlieBend Blocken mit 300 pl
PBSN und Inkubation auf Schiittler bei Raumtemperatur fiir 2 Stunden

Pro Well Zugabe von je 100 ul 1:20 in RDT-Puffer verdiinntem Patientenserum
und Inkubation iiber Nacht bei 4 °C auf Schiittler

Dreimal Waschen mit 0,5 % Tween 20 in PBS

Zugabe von je 100 ul Detection-Antikorper (in RDT auf 1 pg/ ml verdiinnter
biotinylierter anti-hBAFF vom Klon A9C9.1) und Inkubation fiir 1-2 Stunden bei
Raumtemperatur auf Schiittler

Viermal Waschen mit 0,5 % Tween 20 in PBS

Zugabe von je 100 ul Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Komplex 1:200 in
RDT-Puffer verdiinnt und Inkubation fiir 30 Minuten

Fiinfmal Waschen mit 0,5 % Tween 20 in PBS

Zugabe von 100 pl unverdiinntem TMB und Inkubation bei Raumtemperatur bis
Farbreaktion sichtbar wird

Bei Umwandlung in blaue Losung Lesen bei 690 nm zum Erfassen hoher BAFF-
Werte

Zugabe von je 50 ul 1 M H,SO4 und Lesen der Platte bei 450 und 550 nm

Zur Quantifizierung wurde eine Standardkurve aus schrittweise in RDT-Puffer

verdiinntem rekombinanten, humanen mycBAFF erstellt, die Messungen erfolgten

jeweils in Duplikaten.
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2.2.7 Bestimmung neutralisierender Antikorper (NAB)

Die Bestimmung der neutralisierenden Antikorper erfolgte durch BioMonitor
(Kopenhagen, Danemark) nach dem ,,Cytopathic Effect Assay* (CPE). Dieser Test misst
die Fahigkeit neutralisierender Antikorper, den protektiven Effekt von IFN-3 aufzuheben,
wenn kultivierte humane A549 Zellen vom Subklon MC-5 einem zytopathischen, IFN-f3
empfindlichen Virus (Encephalomyocarditis Virus) ausgesetzt sind. Die Ergebnisse
werden als neutralisierende Kapazitit (NC) angegeben, die dem Prozentsatz von
hinzugefiigtem IFN-f entspricht, der von dem Priifserum neutralisiert wird. Alle Proben
wurden zuvor auf endogene Zytotoxizitdt und intrinsische antivirale Aktivitit getestet.
Dabei gelten eine neutralisierende Kapazitit (NC) von unter 20 % als negativ, 20 - 79 %
als niedrig positiv, und schlieBlich 80 % und dariiber als hoch positiv. Die Firma
BioMonitor war geblindet beziiglich klinischer Daten der Patienten sowie Ergebnissen

aus dieser Arbeit.

2.3 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software SigmaStat” 3.0. Da innerhalb der
mit IFN-B behandelten MS-Patienten sowohl biologische Responder als auch Non-
Responder anzutreffen waren, war in dieser Gruppe von keiner Normalverteilung
auszugehen. Entsprechend kamen in dieser Arbeit ausschlielich nicht-parametrische
Tests zum Einsatz. Vergleiche der Induktion und Expression von BAFF und MxA
zwischen den IFN-behandelten Patienten und der Gruppe aus unbehandelten MS-
Patienten und gesunden Kontrollen erfolgten mit dem Rangsummentest nach Mann-
Whitney. Dabei wurden unbehandelte MS-Patienten und gesunde Kontrollen jeweils zu
einer Gruppe zusammengefasst. Der Zusammenhang einer Induktion von BAFF und

MxA wurde iliber den Korrelationskoeffizienten nach Spearman analysiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Invitro Analyse der Regulation von BAFF und seiner
Rezeptoren durch IFN- und IFN-y

3.1.1 IFN-B ist ein starkerer Induktor von BAFF als IFN-y in neutrophilen
Granulozyten, PBMC, Monozyten und Fibroblasten

Der therapeutische Einsatz von IFN-$ bei MS-Patienten eroffnet die Moglichkeit, die
Physiologie der Typ-I-Interferone in vivo am Menschen zu studieren. Zunéchst galt es
jedoch, eine mdogliche Induktion von BAFF in Immunzellen und Nicht-Immunzellen
vorab in vitro nachzuweisen und diese in Beziehung zu setzen mit dem bekannten
Stimulus IFN-y. Dazu wurden in der Zellkultur neutrophile Granulozyten, PBMC und
Fibroblasten (HFF) fiir je 12 Stunden mit den beiden Interferonen in aufsteigenden
Konzentrationen inkubiert und am Folgetag die RNA extrahiert. Pro Versuch wurde
jeweils eine Mediumkontrolle ohne Stimulation mitgefiihrt. Dabei bewirkte IFN-B in
allen drei Versuchen eine deutlich stirkere Induktion von BAFF als IFN-y (Abb. 2a-c).
Ein Siattigungseffekt der BAFF-Induktion wurde fiir IFN-y durchgehend bei 100 U/ ml
ermittelt, wohingegen die maximale Stimulierbarkeit von BAFF durch IFN-B in
neutrophilen Granulozyten etwas eher, in PBMC ebenfalls bei 100 U/ ml und in HFF bei
1000 U/ ml erreicht wurde. Auffillig war das empfindliche Ansprechen der neutrophilen
Granulozyten. So betrug die maximale Expression von BAFF unter IFN-f3 mehr als das
100-fache gegeniiber der Mediumkontrolle, in PBMC hingegen fand sich auf der Ebene
der mRNA nur ein 18-facher Unterschied in der Transkription. Eine iiber 100-fache

Differenz auf der Transkriptionsebene von BAFF konnte fiir IFN-f auch in den

Abbildung 2: IFN-B ist ein starkerer Induktor von BAFF als IFN-y in neutrophilen
Granulozyten (A), PBMC (B), Fibroblasten (C) und Monozyten (D).

Neutrophile Granulozyten, PBMC und Fibroblasten wurden iiber Nacht mit aufsteigenden Konzentrationen
von IFN- und IFN-y inkubiert (A-C), Monozyten mit der aus (B) ermittelten Sattigungskonzentration von
IFN-B und IFN-y (100 IU/ ml) (D). Die BAFF-Expression wurde mit der TagMan-PCR bestimmt. Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen der technischen Replikate
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Fibroblasten beobachtet werden, allerdings lag die basale BAFF-Expression fiir diesen
Zelltyp in einem kaum messbaren Bereich (0,0015 % GAPDH). Als Vorbereitung auf die
ex vivo Untersuchungen an behandelten MS-Patienten war im Rahmen dieses Versuches
auch die Frage zu kldren, welche Mindestkonzentrationen an IFN vorliegen miissen, um
eine Hochregulierung von BAFF in unserer Messanordnung erfassen zu konnen. Bereits
Konzentrationen von unter 1 IU/ ml IFN reichten in den drei genannten Zellpopulationen
aus, um deutliche Effekte auf die Regulation von BAFF zu registrieren. Ausgehend von
dieser Dosis-Wirkungsbeziehung wurden in einem weiteren Experiment aus einem Buffy
Coat isolierte Monozyten {iber Nacht mit der fiir PBMC ermittelten
Sattigungskonzentration von je 100 IU/ ml IFN- und IFN-y stimuliert. Auch hier flihrte
IFN-B wieder zu einer deutlich stirkeren BAFF-Induktion als IFN-y (Abb. 2d).

3.1.2 Die BAFF-Rezeptoren werden nicht durch IFN-B und IFN-y reguliert

Der Nachweis einer Hochregulierung von BAFF unter Einfluss von Interferonen warf
nun die Frage auf, ob diese auch zu einer Anderung der Expression der drei BAFF-
Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA fiihren. Neutrophile Granulozyten und PBMC
eines gesunden Spenders wurden in der Zellkultur iiber 16 Stunden mit IFN-3 und IFN-y
in einer Konzentration von je 1000 IU/ ml stimuliert und dann die RNA gewonnen.
Waihrend sich in diesem Versuch wieder das bekannte Bild einer stirkeren Induktion von
BAFF durch IFN-B als durch IFN-y demonstrieren lieB (Abb. 3a+b), offenbarte sich
weder fiir neutrophile Granulozyten noch fiir PBMC ein eindeutiges Bild einer
Regulation der Rezeptoren von BAFF nach Gabe der beiden Interferone (Abb. 3c-h).
Wihrend in den PBMC fiir alle drei Rezeptoren eine deutliche Expression sichtbar war
mit BAFF-R > TACI > BCMA, fand sich in den neutrophilen Granulozyten fiir BAFF-R
(bis 4 % GAPDH) und TACI (bis 2 % GAPDH) eine schwache, fiir BCMA (bis 0,01 %
GAPDH) eine kaum nachweisbare Gentranskription. Keine Expression dieser Rezeptoren
konnte in Fibroblasten gefunden werden (Daten nicht gezeigt). Aus Vollblut-RNA

gesunder Kontrollen sowie MS-Patienten mit und ohne IFN-Behandlung konnten die
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Abbildung 3: BAFF-Rezeptoren werden nicht durch IFN-B und IFN-y reguliert.
Neutrophile Granulozyten und PBMC eines gesunden Spenders wurden iiber 16 Stunden stimuliert mit je
1000 TU/ ml IFN- und IFN-y, die Expression von BAFF (A+B) sowie der drei BAFF-Rezeptoren (C-H) in
der TagMan-PCR bestimmt. Wahrend IFN-f3 wieder zu einer stirkeren BAFF-Induktion fiihrte als IFN-y
(A+B), lieB sich keine klare Regulation der drei BAFF-Rezeptoren durch die beiden Interferone erkennen
(C-H). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen der technischen Replikate.
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Transkripte der BAFF-Rezeptoren zwar ebenfalls registriert werden, waren jedoch

unabhéngig von Erkrankung und IFN-Behandlung (Daten nicht gezeigt).

3.2 Etablierung einer quantitativen PCR fiur BAFF und MxA als
ex vivo Testsystem

Vor Beginn der ex vivo Analyse der Transkription von BAFF und MxA in MS-Patienten
und gesunden Kontrollen galt es zunidchst, einen Assay zu entwickeln, der die Kriterien
Effizienz und Stabilitit bei gleichzeitig einfacher Probengewinnung und —verarbeitung

erfullt.

3.2.1 Die PCR verlauft mit hoher Effizienz

Zu Beginn dieser Arbeit lag eine etablierte quantitative PCR fiir BAFF bereits vor.
Ergdnzend und analog dazu wurde nun die quantitative PCR fiir den Biomarker MxA
entwickelt mit dem Ziel, in MS-Patienten ein biologisches Ansprechen auf die Therapie
mit IFN- definieren zu konnen. Die PCR ist eine exponentiell verlaufende Reaktion, bei
der unter Annahme einer hundertprozentigen Effizienz der Reaktion eine Verdopplung
der Reaktionsprodukte aus dem vorangegangenen Zyklus erfolgt. Sie kann daher

mathematisch wie folgt beschrieben werden:

(1)  Y=X(1+E)

Dabei ist Y die Menge an hergestelltem Amplifikat, X die Startkopienzahl zu Beginn der
PCR, E die Effizienz der Reaktion und n die Anzahl der PCR Zyklen. Da eine lineare,
umgekehrt proportionale Beziehung besteht zwischen dem Logarithmus der eingesetzten
Menge an RNA und dem Cr, kann durch Auftragen des Logarithmus der Ausgangsmenge
gegen den Cr eine Standardkurve hergestellt werden. Die Funktion dieser Kurve ergibt
sich durch Logarithmieren von Gleichung (1). Aus der Steigung s der Geraden leitet sich

durch weiteres Umformen die Formel zur Berechnung der Effizienz her:
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Abbildung 4: Die quantitative MxA-PCR lauft effizient.

Aus cDNA von HFF-Zellen, welche zuvor iiber Nacht mit 2000 [U/ ml IFN- stimuliert wurden, wurde
eine Verdiinnungsreihe erstellt. Die Standardkurven fiir GAPDH (A) und MxA (B) ergeben sich aus dem
Auftragen des Logarithmus der Menge eingesetzter cDNA gegen den in der TagMan-PCR erreichten Ct-
Wert. Aus der Steigung der Geradengleichungen kann eine nahezu hundertprozentige Effizienz der PCR-
Reaktion ermittelt werden. Die Differenz der Ct-Werte und damit die relative Effizienz zwischen den
beiden PCR-Reaktionen von MxA und GAPDH ist fiir einen Ct-Wertebereich von 20 bis 34 unabhingig
von der eingesetzten cDNA-Menge (C).
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2) E=10""_1

Nach diesem Prinzip wurden nun parallel eine Standardkurve sowohl fiir MxA als auch
GAPDH erstellt. Als Ausgangsmaterial diente jeweils cDNA aus HFF-Zellen, die iiber
Nacht mit 2000 IU/ ml IFN-B stimuliert worden waren. Ausgehend von einer
Startkonzentration von 9,32 ng/ pl bezogen auf die in der Reversen Transkription
eingesetzte RNA-Menge wurde die ¢cDNA in zehn aufeinander folgenden Schritten
jeweils 1:4 verdiinnt. Abb. 4a+b stellen die gegen den Logarithmus der eingesetzten
RNA-Menge  aufgetragenen  Cp-Werte  einschlieBlich  der  dazugehorigen
Geradengleichungen dar. Aus Gleichung (2) ergibt sich sowohl fiir MxA als auch fiir
GAPDH eine anndhernd hundertprozentige Effizienz der PCR. Als néchstes wurde iiber
den Vergleich des ACr bei verschiedenen Verdiinnungsstufen der Matrizen die relative
Effizienz von der Zielsequenz MxA und der Referenz GAPDH bestimmt (Abb. 4c). Sind
die Effizienzen fiir beide Amplikons ungefdhr gleich, so ndhert sich die Steigung der
Geraden 0. Nach dem Handbuch von Applied Biosystems wird dabei ein absoluter Wert
der Steigung des Graphen von unter 0,1 gefordert. Diese Bedingung wird erfiillt, wenn
aus der Verdiinnungsreihe alle Werte mit Ausnahme der sehr hohen Startkonzentration
und der letzten beiden sehr starken Verdiinnungen beriicksichtigt werden. Diesem
Konzentrationsbereich, in dem also eine sichere relative Effizienz von MxA und GAPDH

erreicht wird, stehen Cr-Werte fliir MxA zwischen 20 und 34 gegeniiber.

3.2.2 Die PCR liefert reproduzierbare Messergebnisse

Die quantitative PCR kann als Analysemethode der ex vivo Gentranskription nur sinnvoll
eingesetzt werden, wenn sie in unabhingigen Versuchen zu wiederholbaren
Messergebnissen fiihrt, denn die Zahl der zu untersuchenden Proben erforderte den
Einsatz zahlreicher Mikrotiterplatten. Um den damit einhergehenden zufillligen Fehler
kontrollieren zu konnen, wurde in jeder PCR-Reaktion eine Standardkontrolle mitgefiihrt.
Als Material fiir diese Kontrolle diente die in Abschnitt 3.2.1 erwdhnte cDNA aus den
mit IFN-f stimulierten Fibroblasten. Diese wurde zu diesem Zweck auf eine einheitliche

Konzentration von 0,5 ng/ ul verdiinnt, um eine ausreichende Menge an Aliquots fiir
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kiinftige Versuche zur Verfiigung zu haben. In Abb. 5a + b sind die Analyseergebnisse
der Transkripte von BAFF und MxA fiir jede einzelne Mikrotiterplatte dargestellt. Der
Variationskoeffizient betrigt fiir BAFF 12,4 %, fir MxA 14,8 %. In absteigender und
aufsteigender Tendenz finden sich sowohl fiir BAFF als auch MxA maximal vier
aufeinander folgende Werte. Fiir BAFF lassen sich bis zu vier, fiir MxA bis zu flnf
aufeinander folgende Messpunkte iiber oder unter dem Mittelwert identifizieren. Somit

zeigt sich im Verlauf kein Trend zu héheren oder niedrigeren Werten.

BAFF (% GAPDH)

250 B
0O e e
b _v‘\.\/\(/\‘o—d A\(

100 4 - - - ..

MxA (% GAPDH)

50

0 5 10 15 20 25
Mikrotiterplattennummer

Abbildung 5: Die quantitative PCR fir BAFF (A) und MxA (B) liefert
wiederholbare Ergebnisse.

Pro Mikrotiterplatte wurde jeweils cDNA aus HFF-Zellen (stimuliert mit 2000 IU/ ml IFN-B) als
Standardkontrolle mitgefiihrt. Jeder Punkt der Abbildung entspricht einer Mikrotiterplatte. Die
durchgezogenen Linien zeigen die Mittelwerte, die inneren gestrichelten +/- 2 Standardabweichungen, die
dulleren gestrichelten Linien +/- 3 Standardabweichungen.
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3.2.3 Vollblutproben miissen nicht sofort weiterverarbeitet werden

Nach der erfolgreichen Etablierung der MxA-PCR bestand nun die Aufgabe darin, die
Durchfithrung dieses Tests fiir eine Anwendung im klinischen Alltag zu optimieren.
Diesbeziiglich ist es insbesondere wertvoll, wenn Proben nicht sofort weiterverarbeitet
werden miissen, sondern zundchst eingefroren oder sogar eine bestimmte Zeit bei
Raumtemperatur gelagert werden konnen. So wurde in der folgenden Untersuchung
iiberpriift, ob das PAXgene™ Blood RNA-System mit integriertem RNA-Stabilisator das
Gentranskriptionsprofil von MxA und BAFF zu stabilisieren vermag. Als Blutspenderin
stellte sich eine mit Betaferon behandelte MS-Patientin zur Verfiigung, deren
biologisches Ansprechen auf die Immunmodulation bereits zuvor in einer MxA-PCR
bestitigt worden war. Zeitgleich wurden 12 Stunden nach der letzten Darreichung von
Betaferon ein EDTA-ROhrchen sowie fiinf PAXgene™ Blood RNA-Rohrchen
entnommen. Am Tag der Blutentnahme wurde aus dem EDTA-Blut mit dem QIAamp®
RNA Blood Mini Kit (ohne RNA-Stabilisator) sowie aus einem der finf PAXgene™-
Rohrchen Vollblut-RNA hergestellt. Drei weitere PAXgene™-Rohrchen wurden bei
Raumtemeratur gelagert und an den Tagen 1, 3 und 6 nach der Blutentnahme RNA
extrahiert. Das flinfte PAXgene™-Rohrchen wurde schlielich bei -80 °C eingefroren
und nach einigen Tagen daraus ebenfalls RNA gewonnen. Dabei lieBen sich fiir MxA
keine relevanten Unterschiede zwischen der RNA-Pridparation aus EDTA-Blut, den
unterschiedlich lang bei Raumtemperatur gelagerten sowie dem eingefrorenen
PAXgene™-Rohrchen erkennen (Abb. 6a). Was das mRNA Transkriptionsprofil von
BAFF betrifft, so fiihrten die Messungen von RNA aus dem QIAamp®-System sowie aus
der eingefrorenen PAXgene™-Probe zu sehr dhnlichen Ergebnissen, wohingegen die bei
Raumtemperatur gelagerten PAXgene™-Rohrchen etwas niedrigere Messwerte fiir die
BAFF-Expression aufwiesen (Abb. 6b). Ein direkter Vergleich zwischen dem
PAXgene™ Blood RNA Kit und dem QIAamp® RNA Blood Mini Kit als den beiden
Verfahren mit und ohne RNA-Stabilisator zur Gewinnung von Vollblut-RNA wurde nun
an vier weiteren Spendern vorgenommen. Darunter befanden sich ein mit Rebif 44
behandelter MS-Patient sowie drei gesunde Kontrollen. Dabei lieferte das PAXgene™
Blood RNA-Kit gegeniiber dem QIAamp® RNA-System fiir MxA leicht hdhere, fiir
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Abbildung 6: Stabilisierung der RNA-Transkripte bei Raumtemperatur und bei

-80 °C mit dem PAXgene™-System.

Aus Vollblut einer auf IFN-B eingestellten MS-Patientin wurde RNA ohne (QIAamp® RNA Blood Mini
Kit, weille Sdulen links) und mit RNA-Stabilisator (PAXgene™-System, schwarze Sdulen) gewonnen und
die Transkripte MxA (A) und BAFF (B) mit der TagMan-PCR bestimmt. Proben mit RNA-Stabilisator
wurden bis zu 6 Tage bei Raumtemperatur gelagert (Mitte) oder bei -80 °C eingefroren (rechts). In (C)
wurde anhand vier weiterer Spender das PAXgene™-System mit EDTA-Blut (QIAamp® RNA Blood Mini
Kit) verglichen, darunter ein Patient unter Behandlung mit IFN-f (links) sowie drei gesunde Kontrollen
(rechts). Die Messwerte aus dem PAXgene™-System wurden dabei prozentual auf die Werte aus EDTA-
Blut (QIAamp® RNA Blood Mini Kit) bezogen. Alle fiinf Spender einbezogen werden insgesamt im
PAXgene™-System mit RNA Stabilisator gegeniiber dem QIAamp” RNA Blood Mini Kit ohne
Stabilisator fiir MxA leicht hohere, fiir BAFF leicht niedrigere Messwerte erreicht.

43



BAFF leicht niedrigere Werte (Abb. 6¢). An einem groferen Kollektiv konnte jedoch mit
dem t-Test getrennt nach den drei Gruppen MS-Patienten mit [FN-Behandlung, MS-
Patienten ohne Immunmodulation und gesunden Spendern weder fiir MxA noch BAFF
ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Priparationsmethoden fiir

Vollblut-RNA aufgedeckt werden (Daten nicht gezeigt).

3.3 Kinetik der BAFF- und MxA-Induktion nach IFN-Gabe

Um vor der Untersuchung der biologischen Effekte einer Behandlung mit IFN-f3 an einer
grofleren Zahl von Patienten das Blut zu einem mdglichst giinstigen Zeitpunkt abnehmen
zu konnen, war es notwendig, Informationen iiber den Zeitverlauf der BAFF-Induktion
zu gewinnen. Diese Kinetikversuche wurden zunichst in vitro, dann ex vivo anhand von

drei Patienten durchgefiihrt.

3.3.1 In vitro erreichen die BAFF-Transkripte nach 13 Stunden ein
Maximum

Neutrophile Granulozyten und PBMC eines gesunden Spenders wurden mit je 100 [U/ ml
IFN-B und IFN-y stimuliert und im Intervall von mehreren Stunden geerntet. Dariiber
hinaus wurde bei einem Teil der Zellen das Medium eine Stunde nach Stimulation
gewechselt, um die hinzu gegebenen Stimuli auszuwaschen. In Abb. 7a+b ist das durch
gestrichelte Linien gekennzeichnet. Auf diese Art sollte dieses in vitro Modell noch ndher
an die Situation in vivo angepasst werden, denn aus dem Korper des Patienten wird das
Medikament nach erfolgter Gabe nach und nach wieder entfernt. Dabei standen die
beiden Versuchsvarianten mit und ohne Austausch des Mediums fiir die Extreme einer
sehr raschen und einer fehlenden Elimination des Medikamentes aus der Zirkulation.
SchlieBlich wurde zum Zeitpunkt Null und in der Folge fiir jeden Messpunkt eine
Kontrolle ohne Stimulation mitgefiihrt. Sowohl in den neutrophilen Granulozyten als
auch in den PBMC erfolgte unter Einfluss der beiden Interferone zundchst ein steiler

Anstieg der Expression von BAFF mit Beginn bereits nach weniger als drei und einem
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Abbildung 7: Maximum der BAFF-Transkripte 13 h nach Stimulation in vitro.
Neutrophile Granulozyten (A) und PBMC (B) eines gesunden Spenders wurden mit je 100 IU/ ml IFN-f
und IFN-y stimuliert und zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet, die Transkripte in der TagMan-PCR
gemessen. Zusétzlich wurde z. T. das Medium 1 h nach Stimulation gewechselt zur Eliminierung des
Induktors (gestrichelte Linien). Sowohl in neutrophilen Granulozyten (A) als auch PBMC (B) wurden die
hochsten BAFF-Transkripte nach 13 h erreicht und waren nach 48 h noch deutlich gegeniiber der
Mediumkontrolle erhoht. IFN-B war auch hier wieder ein stirkerer BAFF-Induktor als IFN-y. Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen der technischen Replikate.
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Maximum nach 13 Stunden, um schlieBlich langsam auf Werte abzufallen, die nach 48
Stunden aber immer noch deutlich iiber denen der unstimulierten Kontrollen lagen (Abb.
7a+b). Fir die gewaschenen Zellen ergab sich ein fast deckungsgleicher Verlauf,
allerdings lagen hier die Werte fiir die Expression von BAFF geringfiigig unter denen
jener Zellen, die iiber den gesamten Versuchzeitraum dem Stimulus ausgesetzt waren.
Fir die PBMC geniigte die Zellzahl nicht, um jedem Zeitpunkt eine gewaschene
Zellpopulation gegeniiberzustellen. Auch in diesem Versuch konnte zu allen Zeitpunkten
unter IFN-f eine deutlich stirker ausgepriagte BAFF-Induktion als unter IFN-y

festgestellt werden.

3.3.2 Ex vivo verlaufen die Induktion von BAFF und MxA zeitlich parallel

Ex vivo wurde nun der Zeitverlauf einer moglichen Induktion von BAFF anhand von drei
Patienten untersucht, von denen je einer auf Betaferon (IFN-B1b; 8 IU jeden 2. Tag s. c.),
Rebif (IFN-Bla; dreimal wochentlich 22 pg s. ¢.) und Avonex (IFN-Bla, 6 Mio. U
einmal wochentlich i. m.) eingestellt war. Verteilt tiber das Intervall von zwei Injektionen
wurden von den Probanden Blutproben zu vier aufeinander folgenden Zeitpunkten
gewonnen: Fiir Betaferon und Rebif jeweils 12, 24, 36 und 48 Stunden, fiir Avonex 12,
36, 60 und 180 Stunden nach der letzten Injektion. Aus dem Blut der mit Betaferon
behandelten Patientin wurde zu jedem der vier Zeitpunkte RNA aus neutrophilen
Granulozyten, PBMC, Monozyten, Lymphozyten und Vollblut aufgereinigt. Bei den
beiden Patienten, die auf Rebif bzw. Avonex eingestellt waren, beschrinkte sich die
Untersuchung auf Vollblut-RNA. Zusitzlich zu BAFF wurde in diesen Versuchsreihen
auch die Expression des Biomarkers MxA bestimmt. In samtlichen Versuchen fiel das

parallele zeitliche Verlaufsmuster der Induktion von BAFF und MxA auf (Abb. 8a-f). In

Abbildung 8: Zeitlich paralleler Verlauf der BAFF- und MxA-Induktion ex vivo.

An insgesamt 3 MS-Patienten, davon je einer unter Behandlung mit Betaferon (A-F), Rebif 22 (E+F) und
Avonex (E+F), wurde die Kinetik einer moglichen BAFF- und MxA-Induktion ex vivo zwischen zwei
Gaben von IFN-B untersucht. Wahrend in allen drei Spendern die Transkripte aus Vollblut-RNA bestimmt
wurden (E+F), wurden von der mit Betaferon behandelten Spenderin zusdtzlich einzelne
Immuzellsubtypen analysiert (A-D). Die Mediane aus gesunden Kontrollen und unbehandelten MS-
Patienten sind jeweils als graue waagrechte Linien eingezeichnet. Die Messung der Transkripte erfolgte in
der TagMan-PCR, die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen der technischen Replikate.
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den nicht als klassische BAFF-Produzenten geltenden Lymphozyten der Patientin, die
mit Betaferon behandelt wurde, war erwartungsgeméil keine Induktion von BAFF zu
erkennen (Abb. 8c). Fiir die iibrigen Zellpopulationen dieser Patientin stellte sich das
folgende Bild dar: In den neutrophilen Granulozyten wurden die hochsten Werte der
Induktion von BAFF und MxA nach 24 Stunden gesehen, wobei diese nur geringfiigig
iiber dem Wert 12 Stunden nach Injektion lagen. In den Monozyten wurden nach 12 und
24 Stunden fiir beide Gene jeweils dhnlich hohe Werte erreicht, fiir die PBMC galt das
auch fiir MxA. Was die Induktion von BAFF in den PBMC betrifft, so zeigte sich dort
ein Maximum nach 12 Stunden gefolgt von einem kontinuierlichen Abfall. Ein dhnliches
Verlaufsmuster ergab sich auch im Vollblut aller drei Spender: Sowohl fiir BAFF und
MxA lieBen sich die hochsten Expressionsniveaus bereits nach 12 Stunden beobachten.
Dabei stimmen auch die Prozentwerte der BAFF Expression bezogen auf GAPDH
zwischen den drei Praparaten gut {iberein, lediglich fiir Rebif lagen die maximalen Werte
fir BAFF etwa 50 Prozent unter denen, die fiir Betaferon und Avonex ermittelt wurden.
Allerdings erhielt der genannte Patient Rebif 22 und nicht die maximale Dosierung Rebif
44. Fiir Betaferon und Rebif lagen in allen untersuchten Proben die Expressionswerte fiir
BAFF und MxA nach 48 Stunden noch deutlich iiber den Werten unbehandelter MS-
Patienten und gesunder Kontrollen. Die Mediane aus letzteren sind in den Abbildungen
als gestrichelte Linien gekennzeichnet. Nach der Gabe von Avonex hingegen wurden
nach 60 Stunden sowohl fiir BAFF als auch MxA wieder Werte erreicht, die denen des

Kontrollkollektivs entsprachen.
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3.4 Exvivo Analyse der Regulation von BAFF und MxA in MS-
Patienten mit und ohne Interferonbehandlung und in
gesunden Kontrollen

3.4.1 Die Behandlung mit IFN-B induziert BAFF in MS-Patienten auf
Transkript- und Proteinebene

Im ersten Teil der ex vivo Analyse stand die Frage im Vordergrund, ob sich die in vitro
gefundene Induktion von BAFF durch IFN- auch an einem groBeren Kollektiv von MS-
Patienten nachweisen lésst, die mit IFN-f behandelt werden. Dazu wurden MS-Patienten,
welche eine Behandlung mit IFN-f erhielten, mit unbehandelten MS-Patienten sowie
gesunden Kontrollen beziiglich der Expression von BAFF und MxA miteinander
verglichen. In allen drei Gruppen erfolgte die Isolierung von RNA aus Vollblut sowie fiir
die meisten Spender zusitzlich auch aus den folgenden gereinigten Immunzellen:
Neutrophile Granulozyten, PBMC, Monozyten und Lymphozyten. Im Hinblick auf die
Befunde aus den Kinetikversuchen wurde das Blut der behandelten Patienten jeweils
innerhalb eines Intervalls von 12-24 Stunden nach der letzten Injektion abgenommen.
Zunichst wurde jedoch tberpriift, ob die Erkrankung MS selbst die Transkripte von
BAFF und MxA beeinflusst. Fiir beide Gene konnten weder in Vollblut noch in den
gereinigten Immunzellen statistisch signifikante Unterschiede zwischen unbehandelten
MS-Patienten und gesunden Kontrollen ermittelt werden. Darauthin wurden diese beiden
Spendergruppen fiir die folgende Analyse zusammengefasst und den mit IFN-B
behandelten MS-Patienten gegeniibergestellt. Dabei gelang der Nachweis einer deutlich
erhohten Transkription sowohl von BAFF als auch MxA in der Gruppe der mit IFN-f3
behandelten MS-Patienten gegeniiber unbehandelten MS-Patienten und gesunden
Kontrollen (Abb. 9a-j). Dieser Unterschied erreichte fiir beide Gene sowohl fiir Vollblut
also auch die gereinigten Immunzellen statistische Signifikanz. Lediglich innerhalb der
Lymphozyten, die nicht zu den anerkannten BAFF-Produzenten gehdren, wiesen
behandelte Patienten erwartungsgemall keine gegeniiber unbehandelten MS-Patienten

und Kontrollpersonen erh6hte Induktion von BAFF auf (Abb. 9e).
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Abbildung 9: Erhohte BAFF- und MxA-Transkripte unter Therapie mit IFN-p.
MS-Patienten unter Behandlung mit IFN-f3 mit Blutentnahme 12-24 h nach der letzten Injektion wurden
mit der TagMan-PCR beziiglich der BAFF- und MxA-Transkripte verglichen mit unbehandelten MS-
Patienten und gesunden Kontrollen. Zwischen unbehandelten MS-Patienten und gesunden Kontrollen
zeigte sich kein signifikanter Unterschied beziiglich beider Transkripte. Dagegen fanden sich in MS-
Patienten unter Behandlung mit IFN-f statistisch signifikant erhohte BAFF- und MxA-Transkripte
gegeniiber dem Kollektiv aus unbehandelten MS-Patienten und gesunden Kontrollen (Rangsummentest
nach Mann-Whitney, p-Werte s. Abb.). Erwartungsgeméf fand sich in den Lymphozyten jedoch keine
BAFF-Induktion (E). Zwei Patienten mit hohen Titern neutralisierender Antikérper (grau gefiillte Punkte)
wiesen BAFF- und MxA-Transkripte im Bereich unbehandelter MS-Patienten und gesunder Kontrollen
auf. IFN-B: MS-Patienten unter Behandlung mit IFN-B; Unbehandelt: Unbehandelte MS-Patienten;
Gesund: Gesunde Kontrollen. Waagrechte Linien: Mediane.
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Nach dem Befund einer erhohten Expression von BAFF auf Ebene der mRNA in
behandelten MS-Patienten wurde nun untersucht, ob diese auch auf Proteinebene zu
finden ist. Zur Erhdhung der Probenzahl wurde hierbei auf zahlreiche weitere
Serumproben aus dem Klinikum Grohadern zuriickgegriffen, welche im Rahmen einer
gemeinsamen Publikation mit Frau Dr. Hoffmann und Herrn Dr. Krumbholz gesammelt
wurden (Hoffmann et al., 2007). Abb. 10 zeigt innerhalb der biologischen Responder auf
IFN-B eine um den Faktor 1,5 erhohte BAFF-Serumkonzentration gegeniiber dem
Kollektiv aus biologischen Nonrespondern, unbehandelten MS-Patienten und gesunden
Kontrollen. Im Einklang mit den Befunden auf Transkriptebene fand sich auch in den
BAFF-Serumkonzentrationen kein Unterschied zwischen unbehandelten MS-Patienten

und gesunden Kontrollprobanden.
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Abbildung 10: Erhéhte BAFF-Serumspiegel in biologischen Respondern auf IFN-B.
Aus einem Kollektiv von Spendern der vorliegenden Arbeit sowie weiterer, fiir eine gemeinsame
Publikation mit Frau Dr. Hoffmann und Herrn Dr. Krumbholz gesammelten Proben (Hoffmann et al.,
2007) wurden im ELISA die BAFF-Konzentrationen im Serum bestimmt. Wahrend kein Unterschied in
den Serumspiegeln zwischen unbehandelten MS-Patienten (Unbehandelt) und gesunden Kontrollpersonen
(Gesund) gefunden werden konnte, zeigte sich in biologischen Respondern auf IFN-B (IFN-) gegeniiber
dem Kollektiv aus unbehandelten MS-Patienten und gesunden Kontrollen statistisch-signifikant erhdhte
BAFF-Serumkonzentrationen (p < 0,001; Rangsummentest nach Mann-Whitney). Waagrechte Linien:
Mediane.
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3.4.2 Hohe Titer neutralisierender Antikorper heben die Induktion von
BAFF und MxA auf

Innerhalb der Gruppe der behandelten MS-Patienten wiesen einige wenige sehr niedrige
Transkripte sowohl fiir BAFF als auch MxA auf, die sich im Bereich unbehandelter MS-
Patienten und gesunder Kontrollen bewegten (Abb. 9). Die sich anschlieBende
Bestimmung neutralisierender Antikdrper im Serum identifizierte unter den mit IFN-3
behandelten Spendern zwei mit hoch positivem sowie einen mit niedrigem
Antikorperstatus. Von den beiden erstgenannten Patienten erhielten einer Rebif 44, der
andere sowie die Patientin mit niedrigen Antikorpern jeweils Betaferon.
Interessanterweise konnten in sdmtlichen Messungen der MxA-Transkripte die beiden
niedrigsten Werte den zwei Patienten mit hoch positivem Antikorpertiter zugeordnet
werden (grau gefiillte Punkte in Abb. 9). Auch fiir BAFF zeigten diese Patienten niedrige
Expressionsniveaus, wie sie auch in der Kontrollgruppe erreicht wurden. In den
neutrophilen Granulozyten stellten sie sogar wie fiir MxA die beiden niedrigsten Werte
dar, die unter allen behandelten Patienten gemessenen wurden. Die Patientin mit
niedrigem Antikorperstatus hingegen wies sowohl fiir BAFF und MxA eine hohe

Expression auf, wie sie auch bei anderen biologischen Respondern gefunden wurde.

3.4.3 Die PCR liefert auch ohne vorherige Separation von
Immunzellsubtypen eine hohe Sensitivitat flur ein Biomonitoring

Fiir ein effektives Biomonitoring sollte das eingesetzte Testsystem mdglichst groBe
Differenzen zwischen Ziel- und Kontrollgruppe aufdecken. Dabei spielt neben der Frage
des geeigneten Biomarkers insbesondere auch das verwendete Ausgangsmaterial eine
entscheidende Rolle. Fiir die Umsetzung der quantitativen PCR in die Klinik galt es nun
konkret zu kldren, ob iiber die aufwindige Aufreinigung von Immunzellen eine
Steigerung der Sensititvitit gegeniiber der Verwendung von Vollblut-RNA erreicht
werden kann. Dazu wurden aus den Medianen der BAFF- und MxA-Transkripte
(waagrechte Linien in Abb. 9) jeweils die Quotienten gebildet aus den beiden Gruppen
MS-Patienten mit IFN-Behandlung und dem Kollektiv bestehend aus MS-Patienten ohne
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IFN-Behandlung und gesunden Kontrollen. Betrachtet man zunédchst BAFF, so fillt auf,
dass mit neutrophilen Granulozyten (Quotient von 6,8) und Vollblut (Quotient von 3,5)
eine besonders deutliche Unterscheidung zwischen den beiden Kollektiven gelingt. Die
Trennung von Monozyten erfolgte in der Vermutung, ohne die Lymphozyten deutlichere
Unterschiede in der BAFF-Expression erkennen zu konnen als innerhalb der PBMC.
Diese Separierung der Monozyten vermochte den Quotienten der Mediane zwischen den
beiden Vergleichskollektiven gegeniiber den PBMC jedoch nur von 1,7 auf 1,8 zu
steigern. Allerdings ging aufgrund eines Pipettierfehlers die Monozyten-RNA eines
behandelten Spenders verloren, der in den iibrigen Zellpopulationen eine deutliche
BAFF-Induktion zeigte. Fiir MxA ergab sich das folgende Bild: Fiir die neutrophilen
Granulozyten lag der Median der MxA-Transkripte der behandelten MS-Patienten 50-
fach liber dem gemeinsamen Median aus unbehandelten MS-Patienten und gesunden
Kontrollen. Im Vollblut konnte diesbeziiglich ein tiber 20-facher Unterschied festgestellt
werden, PBMC, Monozyten und Lymphozyten waren mit Quotienten knapp unter 10
etwas weniger sensitiv. Somit deckten wie fiir BAFF auch fiir MxA die neutrophilen
Granulozyten und Vollblut die groften Unterschiede auf. Im direkten Vergleich scheint
aufgrund der jeweils hoheren Quotienten der Biomarker MxA eine insgesamt hohere

Sensitivitit zu liefern als BAFF.

3.4.4 Zwischen der Induktion von BAFF und dem Biomarker MxA besteht
eine starke Korrelation

Auffallenderweise traten in Abb. 9 erhohte Werte fiir BAFF nur innerhalb der Gruppe
der behandelten Patienten auf. Im nidchsten Schritt sollte geklart werden, ob ein
Zusammenhang besteht zwischen einer gesteigerten BAFF-Induktion und einem
biologischen Ansprechen auf die Therapie mit IFN-B. Dazu wurden in gereinigten
Immunzellen behandelter MS-Patienten parallel die Induktion von BAFF und dem fiir
Typ-I-Interferone spezifischen Biomarker MxA bestimmt und in Abb. 11 gegeneinander

aufgetragen. Bewusst eingeschlossen wurden in diesen Versuch zusitzlich solche
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Abbildung 11: Starke Korrelation zwischen der Induktion von BAFF und dem

Biomarker MxA in Neutrophilen und Monozyten behandelter MS-Patienten.

Aus neutrophilen Granulozyten (A), Monozyten (B) und Lymphozyten (C) von MS-Patienten unter
Behandlung mit IFN-B wurden im gesamten Intervall zwischen zwei Injektionen mit der TagMan-PCR die
Transkripte von BAFF und MxA bestimmt. Der Biomarker MxA wurde in allen Zelltypen induziert. Die
BAFF-Transkripte korrelierten stark und statistisch signifikant mit MxA in zur BAFF-Synthese befahigten
Zellen (Neutrophile und Monozyten; A+B), nicht jedoch in Lymphozyten (C). Korrelationskoeffizient nach
Spearman.
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Blutproben, die ldnger als 24 Stunden nach Gabe des Medikaments abgenommen
wurden. Auf diese Art konnte die gesamte Zeitspanne zwischen zwei Injektionen
abgedeckt werden. Abb. 1la+b zeigen eine schr starke und statistisch signifikante (p<
0,001) Korrelation zwischen der Expression von BAFF und MxA, die in neutrophilen
Granulozyten (r = 0.965) noch ausgeprigter war als in Monozyten (r = 0,78). Beide
genannten Zelltypen gelten als klassische Produzenten von BAFF im Gegensatz zu
Lymphozyten, in denen erwartungsgemill auch keine Korrelation gefunden werden

konnte (r =-0,0429; p=0,873; Abb. 11c).
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4 Diskussion

Kern dieses Projektes bildete die Untersuchung der biologischen Effekte von IFN-f3,
einem weit verbreiteten Medikament in der Behandlung der schubformigen Verlaufsform
der MS. Mit dem Ziel, die Wirkungen und Nebenwirkungen dieser Therapie besser zu
verstehen, wurde zunichst in vitro, dann ex vivo am Patienten der Einfluss von IFN-3 auf
die Regulation von BAFF getestet, einem wichtigen Uberlebensfaktor fiir B-Zellen. Vor
dem Hintergrund der Problematik therapieassoziierter neutralisierender Antikdrper gegen
IFN-B sollte schlieBlich die Eignung der quantitativen PCR fiir BAFF und MxA als ex

vivo Testsystem fiir ein effektives Biomonitoring beurteilt werden.

4.1 BAFF-Induktion durch IFN-B und IFN-y in Immunzellen und
Nicht-lmmunzellen

4.1.1 ldentifizierung BAFF produzierender Zellen

In der Zellkultur bewirkte IFN-B in allen untersuchten Zelltypen — Neutrophile
Granulozyten, PBMC, Monozyten und Fibroblasten — eine deutlich stirkere Induktion
von BAFF als der bekannte Stimulus IFN-y (Nardelli et al., 2001). Dies ist die erste
Beschreibung einer BAFF-Induktion in Immunzellen durch IFN-B. In dendritischen
Zellen und Monozyten der Maus wurde bereits eine Hochregulierung von BAFF durch
IFN-a beobachtet (Litinskiy et al., 2002). Innerhalb der Immunzellen reagierten die
neutrophilen Granulozyten besonders empfindlich auf den Stimulus IFN-. Die Mehrzahl
der Literaturberichte legt eine untergeordnete oder gar fehlende Bedeutung von
Lymphozyten als BAFF-Produzenten nahe (Moore et al., 1999; Mukhopadhyay et al.,
1999; Nardelli et al., 2001; Shu et al.,, 1999). Im Einklang damit lieB sich nach
Auftrennung der PBMC in Monozyten und Lymphozyten eine stirkere BAFF-Induktion
in Monozyten als in PBMC nach Stimulation sowohl mit IFN-B als auch IFN-y
beobachten. Da eine Wirkung von IFN-f auch auBlerhalb der Blutzirkulation z. B. am Ort
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der Injektion mdglich erscheint, wurden die Untersuchungen ausgedehnt auf Nicht-
Immunzellen. So konnten Fibroblasten (HFF; human foreskin fibroblasts) in dieser
Arbeit als ein weiterer BAFF-Produzent identifiziert werden. War die basale BAFF-
Expression in dieser Zelllinie relativ gering, so stieg sie unter Behandlung mit IFN-y, und
wie in den Immunzellen noch stirker durch IFN-f, deutlich an. Analoge Befunde wurden
dariiber hinaus an kultivierten Astrozyten erhoben. Die Synthese von BAFF durch
Fibroblasten und Astrozyten konnte schlieBlich auch auf Ebene der Proteine bestétigt
werden (Krumbholz*, Faber* et al., 2008). Folgende weitere Nicht-Immunzellen, die
BAFF produzieren konnen, sind bis heute bekannt: Nicht ndher bezeichnete
strahlenresistente Zellen (Gorelik et al., 2003), Speicheldriisenepithelien (Ittah et al.,
2006), fibroblastendhnliche Synovialzellen (Ohata et al., 2005) sowie nasale
Epithelzellen (Kato et al., 2006). Sind in diesen genannten Zelltypen bisher keine Effekte
von IFN-B erforscht worden, konnte in Kulturen von Atemwegsepithelien eine Induktion
von BAFF durch IFN-B nachgewiesen werden (Kato et al., 2006). Die fiir die
Fibroblasten erhobenen Befunde sind insofern im Zusammenhang mit der MS von
Interesse, sind doch am Ort der Applikation von IFN-3 zahlreiche Bindegewebszellen
vorhanden. So ist es nach Méaurer sogar vorstellbar, dass eine lokale Reaktion an der
Applikationsstelle mit der Freisetzung von Mediatorsubstanzen fiir die klinische Wirkung
bei der MS verantwortlich ist (Maurer et al., 2001). Und schlieBlich sind bei einer Reihe
von Patienten schwere, bis zu Nekrosen reichende Lokalreaktionen an der Einstichstelle
dokumentiert worden (Elgart et al., 1997). Es darf spekuliert werden, ob eine Freisetzung
von BAFF durch Fibroblasten am Ort der Injektion an der Entstehung des in diesen
Féllen beobachteten lymphozytiren Infiltrates beteiligt sein konnte. Da Biopsiematerial
von Hautreaktionen nicht verfiigbar war, konnte einer moglichen Rolle von BAFF aus
Fibroblasten an der Injektionsstelle nicht weiter nachgegangen werden. Jedoch lagen die
fiir eine BAFF-Induktion in vitro bendtigten Konzentrationen von IFN-f3 (etwa 1 U/ ml)
deutlich unter jenen Konzentrationen, welche in vivo in behandelten MS-Patienten
erreicht werden (etwa 5-30 TU/ ml) (Méurer et al., 2001). Dies legte die Vermutung nahe,
vergleichbare Wirkungen auch ex vivo an den leicht zugénglichen Blutzellen behandelter

MS-Patienten beobachten zu konnen. Die mit BAFF verwandten Mitglieder der TNF-
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Familie APRIL und TWE-PRIL wiesen in vitro keine Regulation durch IFN-f3 und IFN-y
auf (Krumbholz*, Faber* et al., 2008).

4.1.2 Keine Regulation der BAFF-Rezeptoren durch IFN-

Transkripte fiir BAFF-R, TACI und BCMA konnten in vitro aus PBMC und neutrophilen
Granulozyten sowie ex vivo aus Vollblut von MS-Patienten mit und ohne Behandlung
mit IFN-B und gesunden Kontrollen detektiert werden. Deren Hohe war jedoch
unabhdngig von einer Stimulation in vitro oder einer Behandlung in vivo mit IFN-f.
Angesichts der niedrigen Expressionswerte der BAFF-Rezeptoren in neutrophilen
Granulozyten bezogen auf GAPDH ist es nicht auszuschlieBen, dass die dort gemessenen
Transkripte von verunreinigenden Immunzellen stammen und nicht von den neutrophilen
Granulozyten selbst. Durchflusszytometrische Untersuchungen konnten zur Klarung der
Frage beitragen, ob neutrophile Granulozyten tatsdchlich die BAFF-Rezeptoren
exprimieren. Dies konnte einen Schliissel fiir ein tieferes Verstindnis der Physiologie von
BAFF liefern, die damit weit iiber eine Wirkung auf Lymphozyten hinausreichen wiirde.
Da es in dieser Arbeit aber primdr um die biologischen Effekte von IFN-f ging und sich
fiir solche auf die Regulation der BAFF-Rezeptoren keine klaren Hinweise ergaben,
wurde dieser Aspekt bislang nicht weiterverfolgt. Keine Expression von BAFF-
Rezeptoren hingegen konnte auf Fibroblasten registriert werden (Daten nicht gezeigt).
Interessant bleibt aber noch anzumerken, dass analog zu diesem Versuch auch in
Tonsillen- und Hirngewebe sowie in MS-Lésionen und ZNS-Lymphomen eine deutlich
schwiéchere Expression von BCMA im Vergleich zu BAFF-R und TACI beschrieben
wurde (Krumbholz et al., 2005b).
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4.2 IFN-B induziert BAFF in MS-Patienten

4.2.1 Erhohte BAFF-Transkripte unter Therapie mit IFN-

In behandelten MS-Patienten gelang im Vergleich zu unbehandelten MS-Patienten und
gesunden Kontrollen der Nachweis einer statistisch signifikant erhohten Transkription
von BAFF in neutrophilen Granulozyten, PBMC, Monozyten und Vollblut. Die grofiten
Unterschiede zeigten sich in neutrophilen Granulozyten, ein Befund, der gut zu der auch
in der Zellkultur registrierten besonders hohen Empfindlichkeit der BAFF-Induktion in
neutrophilen Granulozyten nach Stimulation mit IFN- passt. Lediglich in Lymphozyten
konnte keine Erhohung der BAFF-Transkription unter Behandlung mit IFN-8
nachgewiesen werden. Dies wird verstidndlich vor dem Hintergrund der gegenwértigen
Literatur, die mehrheitlich die Rolle von Lymphozyten als relevante BAFF-Produzenten
in Frage stellt (Moore et al., 1999; Mukhopadhyay et al., 1999; Nardelli et al., 2001; Shu
et al., 1999). Dennoch detektierte die quantitative PCR in dieser Studie auch in geringem
Ausmall BAFF-Transkripte aus den Lymphozyten der Blutspender. Dafiir konnte der
geringe Restgehalt an Monozyten nach der negativen Selektion der Lymphozyten
verantwortlich sein.

Kein Unterschied der BAFF-Transkripte konnte indes zwischen gesunden Kontrollen und
MS-Patienten festgestellt werden, die nicht auf IFN-f3 eingestellt waren. In einer kleinen
Studie wird zwar tiber erhohte BAFF mRNA Werte in Monozyten von MS-Patienten mit
schubformigem, sekundir- und primir progredientem Verlaufstyp berichtet verglichen
mit gesunden Kontrollen (Thangarajh et al., 2004). Allerdings wird in dieser Arbeit nicht
zwischen MS-Patienten mit und ohne Interferonbehandlung differenziert, obwohl in jeder
Gruppe der drei klinischen Verlaufsformen Patienten enthalten waren, die mit IFN-f3
behandelt wurden. Fiir die Hypothese eines ursdchlichen Zusammenhangs einer
gesteigerten Transkription von BAFF und der Behandlung mit IFN-f3, nicht aber der
Erkrankung MS per se, sprechen schlieBlich die folgenden Befunde:
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Gegentiber gesunden Kontrollen erhohte Werte der Transkription von BAFF
wurden ausschlieBlich in der Gruppe der mit IFN- behandelten MS-Patienten
registriert (Abb. 9).

. Es konnte eine sehr starke und statistisch signifikante Korrelation zwischen der
Transkription von BAFF und des fiir Typ-I-Interferone spezifischen Biomarkers
MxA demonstriert werden. Dieser Zusammenhang war besonders deutlich in
neutrophilen Granulozyten und Monozyten als den klassischen Produzenten von
BAFF, wohingegen er erwartungsgeméal in den Lymphozyten nicht zu erkennen
war (Abb. 11a-c).

. In der Gruppe der behandelten MS-Patienten konnte bei zwei Probanden ein hoch
positiver Titer neutralisierender Antikorper gegen IFN-f festgestellt werden.
Diese beiden Patienten wiesen ein Niveau der BAFF-Transkription im Bereich
gesunder Kontrollen auf (Abb. 9).

. Untersuchungen zur Kinetik der BAFF-Induktion in vitro und ex vivo wiesen ein
zeitlich paralleles Verlaufsmuster fiir BAFF und den Biomarker MxA auf. Diese
Versuche legen eine direkte Induktion von BAFF durch IFN-f nahe: Bereits nach
weniger als drei Stunden war ein gleichzeitiger Anstieg der Transkription von
BAFF und MxA (Daten fiir MXA in vitro nicht gezeigt) zu beobachten, zu kurz,
als dass die Induktion von BAFF sekundér iiber ein anderes durch IFN-f
induziertes Genprodukt bedingt sein kdnnte.

. In einem Patienten, der mit Avonex® behandelt war und dessen Blut zu mehreren
Zeitpunkten nach einer Injektion untersucht wurde, fielen die initial erhohten
BAFF-Transkripte nach 60 Stunden wieder auf Werte gesunder Kontrollen ab. In
Patienten, die auf Rebif® bzw. Betaferon® eingestellt waren, konnte diese
Beobachtung aufgrund des engeren Applikationsintervalls nicht gemacht werden.
SchlieBlich konnten die Punkte 1-3 im Sinne einer Fortfithrung dieses Projektes in
einer erweiterten Studie an insgesamt iiber 100 Probanden und damit einer
wesentlich groferen Zahl als in der Arbeit von Thangarajh bestdtigt werden

(Hoffmann et al., 2007).
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4.2.2 Erhohte BAFF-Serumkonzentrationen unter Therapie mit IFN-$

Die Induktion von BAFF in biologischen Respondern auf die Therapie mit IFN- fiel im
Serum deutlich schwécher aus als auf Ebene der Transkripte in Blutzellen. Dies konnte
erklart werden durch die Beobachtung, dass ein gesteigertes Angebot von BAFF zu einer
verstirkten Bindung an den BAFF-Rezeptor auf B-Zellen und damit einhergehend zu
einem erhohten Verbrauch fiihrt (Carter et al., 2005). In den Féllen systemischer
Autoimmunerkrankungen, in denen in Patienten bislang vermehrt BAFF im Serum
gefunden wurde, waren die beschriebenen Erhohungen ebenfalls moderat ausgeprigt mit
einem weiten Uberlappungsbereich zu gesunden Kontrollen (Cheema et al., 2001; Groom
et al., 2002; Krumbholz et al., 2005a; Zhang et al., 2001). Zu beriicksichtigen ist ferner
das Vorkommen von BAFF aus zwei ganz unterschiedlichen Quellen (Gorelik et al.,
2003): Fiir die Aufrechterhaltung des BAFF-Serumspiegels, in der zitierten Arbeit als
konstitutives BAFF bezeichnet, scheinen strahlenresistente Zellen — wahrscheinlich
Stromazellen lymphatischer Organe — verantwortlich zu sein. BAFF freigesetzt aus
Zellen der myeloischen Reihe hingegen, von den Autoren induziertes BAFF genannt,
trdgt hingegen nicht nennenswert zu den Serumspiegeln bei, sondern spielt vermutlich
lokal an Orten der Entziindung eine Rolle. Inflammatorische Reize sind jedenfalls
wesentlich an der Freisetzung von synthetisiertem BAFF aus Immunzellen beteiligt
(Nardelli et al., 2001; Scapini et al., 2005). Patienten mit rheumatoider Arthritis wiesen in
der Synovialfliissigkeit und damit lokal am Ort des Entziindungsgeschehens deutlich
hohere BAFF-Konzentrationen auf als im Serum (Cheema et al., 2001). Zu
berticksichtigen ist ferner das Vorkommen von BAFF als 16sliche und membranstindige
Form. Moglicherweise vermittelt auch letztgenannte Variante biologische Funktionen,
ohne jedoch freilich zu den Serumkonzentrationen beizutragen. Diesbeziiglich konnten
durchflusszytometrische Bestimmungen von BAFF auf Immunzellen von MS-Patienten
weitere Aufschliisse geben. Analog wie schon fiir die BAFF-Transkripte gezeigt fanden
sich auch auf Proteinebene vergleichbare BAFF-Serumkonzentration in unbehandelten
MS-Patienten und gesunden Kontrollen. Dies ist im Einklang mit fritheren Studien zu

organbezogenen Autoimmunerkrankungen, in welchen anders als in systemischen
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Autoimmunleiden wie SLE keine erhOhten BAFF-Serumkonzentrationen auftraten

(Mackay et al., 2002).

4.2.3 Implikationen fiir Wirkungen und Nebenwirkungen der IFN-Therapie

Vieles spricht fiir eine Aktivierung des B-Zellkompartiments unter Therapie mit IFN-f3:
Tierexperimentell konnte eine Verstirkung der humoralen Immunantwort durch Typ-I-
Interferone etabliert werden sowohl iiber direkte Effekte auf B-Zellen als auch indirekt
iiber eine Stimulation von dendritischen Zellen (Banchereau und Pascual, 2006; Le Bon
et al., 2001; Le Bon et al., 2006). Die vorliegende Arbeit postuliert iiber die gefundene
Induktion von BAFF in MS-Patienten einen zusétzlichen dritten Weg. Dies wird von den
Befunden in vitro unterstiitzt, in welchen Konzentrationen von IFN-f3 sogar deutlich unter

jenen therapeutisch im Patienten erreichten Spiegeln ausreichten, um eine Induktion von

BAFF zu beobachten.

Tabelle 5: Ambivalente Effekte von B-Zellen und Antikdrpern auf die ZNS-Entziindung

Zerstérung von ZNS-Gewebe Erhaltung von ZNS-Gewebe

Demyelinisierung und axonaler Schaden
durch ZNS-Autoantikorper (Genain et al.,
1999; Mathey et al., 2007)

Moglicherweise fordernde Effekte von
einigen ZNS-Autoantikdrpern auf
Remyelinisierung (Warrington et al., 2000)
und axonale Regeneration (Reindl et al.,
2003; Schwab, 2004)

Produktion proinflammatorischer Zytokine
wie IL-6, IL-12 und Lymphotoxin (Lund et
al., 2005)

Von autoreaktiven B-Zellen freigesetztes
IL-10 hemmt die EAE (Fillatreau et al.,
2002)

B-Zellen als antigenprésentierende Zellen
(Lanzavecchia, 1985; Wucherpfennig et al.,

Neuroprotektion iiber die Freisetzung
neurotropher Faktoren wie BDNF

1997) (Kerschensteiner et al., 1999), Neurturin
(Vargas-Leal et al., 2005) und NGF (Torcia

et al., 1996)

Aufgrund der pleiotropen Effekte der Interferone ist es schwierig, therapeutisch
induziertes BAFF in Zusammenhang mit klinischen Effekten der Therapie mit IFN-f zu
bringen. Um jedoch einen Eindruck von den zahlreichen denkbaren Angriffspunkten von

induziertem BAFF zu vermitteln, fasst Tabelle 5 die Rolle des B-Zellsystems in der
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Neuroinflammation zusammen: Auffillig sind die vollkommen entgegengesetzten
Effekte von B-Zellen sowohl auf Protektion einerseits und Zerstorung des ZNS
andererseits. Dies erschwert die Interpretation mdglicher Konsequenzen einer
therapeutischen BAFF-Induktion auf den Krankheitsverlauf der MS zusétzlich.

Ferner ist zu bedenken, dass trotz ihrer breiten Anwendung nicht alle Patienten in
gleicher Weise auf die Therapie mit IFN- ansprechen. Bis heute ist es schwierig
vorherzusagen, ob ein einzelner Patient von der Gabe von IFN-B profitieren wird. In
diesem Zusammenhang ist es wichtig, die MS als eine heterogene Erkrankung zu
verstehen mit ganz unterschiedlicher Beteiligung auch des humoralen Immunsystems. So
konnte die Ablagerung von Antikorpern und Komplement in aktiven Lisionen einer
Untergruppe von Patienten (Lucchinetti et al., 2000) in Verbindung gebracht werden mit
therapeutischem Ansprechen auf Plasmapherese (Keegan et al., 2005). In einer anderen
Arbeit sagte ein hoher Quotient von B-Zellen zu Monozyten im Liquor einen besonders
schweren Krankheitsverlauf vorher (Cepok et al., 2001). In Patienten mit Hinweisen fiir
eine pathogenetische Beteiligung der B-Zellen konnte eine Hochregulierung systemischer
BAFF-Spiegel die B-Zellaktivitét weiter verstirken. Der Gedanke ist naheliegend, solche
Patienten konnten weniger von einer Therapie mit IFN-f profitieren als vielmehr von
einer Depletion von B-Zellen. Interessanterweise scheint IFN-f in der Behandlung der
Neuromyelitis optica (auch Devic-Syndrom), einer entziindlichen ZNS-Erkrankung mit
starker Evidenz einer antikorpervermittelten Pathogenese (Lucchinetti et al.,, 2002;
Takahashi et al., 2007), weniger wirksam oder sogar schiddlich zu sein (Warabi et al.,
2007). Stattdessen fiihrte der monoklonale, gegen das CD20-Antigen auf B-Zellen
gerichtete Antikorper Rituximab zu einer erheblichen Stabilisierung einer kleinen Gruppe
von Patienten mit Neuromyelitis optica (Cree et al., 2005). Auf der 59. Jahrestagung der
American Academy of Neurology im Mai diesen Jahres konnten schlieBlich erste Erfolge
in einer randomisierten Phase-II-Studie auch an Patienten mit schubformiger MS
prasentiert werden (Hauser et al., 2007).

Muss eine mogliche Beteiligung von induziertem BAFF an den komplexen
Wirkungsmechanismen der Therapie mit IFN-f naturgemidll weitgehend spekulativ
bleiben, erscheint eine Rolle von BAFF an zwei Nebeneffekten der Interferontherapie

wesentlich leichter vorstellbar: Erstens die Entstehung von Autoantikérpern gegen
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unterschiedlichste korpereigene Antigene, zweitens die Bildung neutralisierender
Antikorper gegen das Medikament selbst. Die meisten Autoantikorper, welche unter
Behandlung mit IFN- beschrieben sind, sind gegen die Schilddriise gerichtet (Bitsch et
al., 2004; Lange-Asschenfeldt et al., 2004). Jedoch bleiben diese Befunde nicht ginzlich
unwidersprochen, in einer iiber den relativ kurzen Zeitraum von zwei Jahren
durchgefiihrten Studie konnte keine Verbindung zwischen der Behandlung mit IFN-3 und
der Induktion von Autoantikdrpern hergestellt werden (Polman et al., 2005a). Wesentlich
eindeutiger hingegen ist der Zusammenhang zwischen einer Therapie mit dem ebenfalls
zu den Typ-I-Interferonen gerechneten IFN-oo und dem Auftreten von
Autoimmunphidnomenen und Autoantikorpern (Banchereau und Pascual, 2006; Borg und
Isenberg, 2007). IFN-a wiederum ist auch ein bekannter Induktor von BAFF (Litinskiy et
al., 2002). Im Sinne einer Weiterfiihrung der vorliegenden Arbeit konnten inzwischen in
Melanompatienten unter Behandlung mit IFN-a ebenfalls dosisabhéngig erhohte
Serumkonzentrationen von BAFF gemessen werden (Krumbholz*, Faber* et al., 2008).
Interessanterweise iibertrafen in diesen Patienten die induzierten BAFF-Erhohungen
deutlich jene, welche in MS-Patienten unter Therapie mit IFN-B gefunden wurden. Die
bekannte Assoziation von BAFF und Autoimmunerscheinungen in Mensch und Tier
sowie die hier gefundene Induktion von BAFF in vivo konnte die Verbindung herstellen
zu den héufigen Autoimmunphdnomenen und der Interferontherapie. Dabei konnte die
hohere BAFF-Induktion in vivo unter therapeutischer Gabe von IFN-a gegeniiber IFN-[3
eine Erkldrung liefern fiir den stirkeren Zusammenhang von Autoimmunphinomenen
unter [FN-a als unter IFN-f3.

Bei einer Vielzahl von Patienten treten neutralisierende Antikdrper gegen das
Medikament IFN-f auf, was mit einem klinischen Wirkungsverlust verbunden sein kann
(Kappos et al., 2005). Eine Begiinstigung dieses Phidnomens iiber die Induktion von
BAFF erscheint gut vorstellbar: Wie eine Studie an Melanompatienten zeigte, ist die
Immunogenitdt von IFN-B jedenfalls nicht einfache Folge struktureller Unterschiede
zwischen rekombinanten und natiirlichen Interferonen: Neutralisierende Antikorper traten
in dieser Untersuchung bei Verwendung von rekombinantem gegeniiber natiirlichem

IFN-B nicht haufiger, sondern paradoxerweise sogar seltener auf (Fierlbeck et al., 1994).
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Abzuwarten bleibt angesichts der zahlreichen denkbaren Modulationsmechanismen von
B-Zellen auf den Krankheitsverlauf der MS, ob nicht eine gezielte Intervention in den
Haushalt von BAFF — sei es durch Verstarkung oder Abschwichung seiner Funktionen —
eines Tages neue therapeutische Moglichkeiten bei MS eroffnen konnte. So wird der
monoklonale anti-BAFF Antikdrper Lymphostat B gegenwirtig bereits in einer Reihe
klinischer Studien an Patienten mit rheumatoider Arthritis und systemischem Lupus
erythematodes getestet (Martin und Chan, 2006), der Beginn einer Studie bei MS-
Patienten mit dem BAFF/APRIL-Antagonisten Atacicept, einem ldslichen TACI-
Rezeptor, steht unmittelbar bevor. Eine therapiebegleitend zu einer Interferonbehandlung
eingesetzte Blockade von BAFF konnte sich vor dem Hintergrund der Problematik der

Autoimmunphédnomene und neutralisierenden Antikérper ebenfalls als sinnvoll erweisen.

4.3 Biomonitoring der Interferontherapie mit der quantitativen
PCR fur BAFF und MxA

Die Bestimmung [FN-stimulierter Gene (ISG) ist nicht nur niitzlich fiir das Studium von
Wirkungsmechanismen. Vor dem Hintergrund der Problematik neutralisierender
Antikorper gegen IFN-3 sollen nun die Eignung und praktische Umsetzbarkeit der PCR
fiir BAFF und MxA fiir ein Biomonitoring der Interferontherapie im klinischen Alltag

besprochen werden.

4.3.1 Praktisch-klinische Anwendung der quantitativen PCR als ex vivo
Testsystem

Der Weg zu einer quantitativen PCR fiir MXA und BAFF mit praktisch-klinischer
Anwendbarkeit erfolgte liber folgende Schritte: 1. Etablierung einer PCR-Reaktion mit
hoher Effizienz und reproduzierbaren Messergebnissen. 2. Testung eines
Blutentnahmesystems mit RNA-Stabilisator (PAXgene™-System) zur effizienten
Biindelung der Probenverarbeitung. 3. Ermittlung optimaler Blutentnahmezeitpunkte
anhand von Untersuchungen zur Kinetik der Induktion von MxA und BAFF. 4.

Definition besonders sensitiven Ausgangsmaterials zur Diskriminierung zwischen
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biologischen Respondern und Non-Respondern insbesondere mit der Frage, ob eine
aufwindige Separation von Immunzellen gegeniiber der einfachen Gewinnung von
Vollblut-RNA von Vorteil ist.

Die Effizienz der PCR-Reaktion wurde bereits frither fiir BAFF (Krumbholz et al.,
2005b) und hier nun fiir MxA und GAPDH bestitigt ebenso wie die Reproduzierbarkeit
von Analyseergebnissen iiber die Mitfilhrung einer Standardkontrolle auf jeder
Mikrotiterplatte. So konnten die im Rahmen dieses Projektes erhobenen Messungen an
Patienten und gesunden Kontrollen gleichsam als Vorphase eines klinischen Tests
betrachtet werden, aus dem sich entsprechende Normbereiche fiir kiinftige Anwendungen
am Patienten ableiten lieBen. Zur Verbesserung der Lagerfdahigkeit der Blutproben und
damit zur Vereinfachung der Materialgewinnung hat erst kiirzlich zwar auch Pachner fiir
die quantitative MxA-PCR den Einsatz des PAXgene™-Systems vorgeschlagen (Pachner
et al., 2003a). Die vorliegende Arbeit liefert aber zusétzlich den Vergleich zweier
unterschiedlicher Verfahren zur Gewinnung von Vollblut-RNA mit (PAXgene™-
System) und ohne RNA-Stabilisator (QIAamp” RNA Blood Mini Kit). Der Einsatz der
PAXgene™-Rohrchen erlaubte das Einfrieren der Blutproben bei -80 °C und sogar die
Lagerung bei Raumtemperatur {iber mindestens sechs Tage bei stabilem
Gentranskriptionsprofil sowohl von BAFF und MxA. Dies stellt einen wesentlichen
logistischen Vorteil gegeniiber dem QIAamp®-Kit da, welches die sofortige Verarbeitung
von Vollblut erfordert. Allerdings lieferte im direkten Vergleich an flinf unabhidngigen
Spendern das PAXgene™-System gegeniiber der QIAamp”“-Methode regelmiBig
geringfiigig erniedrigte Werte in der BAFF-Transkription. Eine Ursachensuche dieses
Befundes scheint jedoch kaum durchfiihrbar, da von Seiten des Herstellers keine
Angaben {iiber Inhalt, Zusammensetzung und Wirkprinzip der PAXgene™-Rohrchen
verfligbar sind.

In sdmtlichen Versuchen zur Kinetik verlief sowohl in vitro als auch ex vivo die
Induktion von BAFF und MxA jeweils zeitlich parallel. Im Einklang mit Pachner wurden
im Vollblut 12 Stunden nach Injektion die hochsten Werte gemessen (Pachner et al.,
2005). Gilli und Mitarbeiter beobachteten in einer quantitativen MxA-PCR aus PBMC
ebenfalls ein Maximum nach 12 Stunden (Gilli et al., 2006). Lediglich die Gruppe um
Santos beschreibt in monozytendepletierten PBMC fiir MxA Hochstwerte der
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Transkription bereits wenige Stunden nach Verabreichung des Medikaments (Santos et
al., 2006). Die Befunde von Pachner im Vollblut sind jedoch weitgehend deckungsgleich
mit eigenen Daten aus in vitro Versuchen, in denen zwar bereits nach wenigen Stunden
ein deutlicher Anstieg der ISG gesehen wurde, mit einem Maximum jedoch erst etwa 12
Stunden nach Gabe von IFN-f (Pachner et al., 2005). Somit erscheint nach eigenen
Versuchen und den iiberwiegenden Berichten aus der Literatur ein Abstand von 12
Stunden nach der letzten Spritze besonders giinstig fiir die Blutentnahme. Da die
Patienten zur Verlagerung unerwiinschter Wirkungen in die Schlafphase IFN-f zudem
iiblicherweise abends spritzen, wiren frilhere Abnahmezeitpunkte ohnehin nicht
zweckmifig, fielen sie so doch auf Stunden mitten in der Nacht. In der Suche nach
besonders geeignetem Ausgangsmaterial fiir ein Biomonitoring erfolgte eine detaillierte
Gegentiberstellung der RNA-Gewinnung aus Vollblut und separierten Immunzellen. Die
beste Diskriminierung zwischen der Gruppe der behandelten MS-Patienten und der
Gruppe unbehandelter MS-Patienten und gesunder Kontrollen gelang sowohl fiir BAFF
als auch MxA bei Verwendung von RNA aus neutrophilen Granulozyten, gefolgt von
Vollblut. Die iibrigen Zelltypen deckten fiir beide Gene deutlich geringere Differenzen
zwischen der Behandlungsgruppe und Kontrollen auf. Ist die Verwendung von RNA aus
neutrophilen Granulozyten zwar mit der hdochsten Sensitivitit verbunden, so ist der
Einsatz von Vollblut-RNA bei ebenfalls guter Sensitivitit mit erheblich weniger
Aufwand verbunden, zumal die fiir Vollblut mdgliche RNA-Stabilisierung mit dem
PAXgene™-System einen zusitzlichen logistischen Vorteil bietet. Auch Pachner hat in
der Anwendung von Vollblut gegeniiber der Isolierung von PBMC behandelte Patienten
deutlich besser von Kontrollen trennen konnen (Pachner et al., 2003a). Diese
Arbeitsgruppe fiihrte die deutlichere MxA-Induktion im Vollblut auf eine bevorzugte
Stabilisierung der MxA-Transkripte durch das PAXgene™-System zuriick. Die Daten
aus der hier vorgelegten Arbeit legen aber den Schluss nahe, dass fiir den deutlicheren
Anstieg von MxA in Vollblut gegeniiber PBMC die zusitzlich enthaltenen Granulozyten
verantwortlich sind. Gegen die von Pachner angefiihrte Hypothese sprechen ferner die

nahezu identischen MxA-Werte aus Vollblut mit und ohne RNA-Stabilisator.
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4.3.2 BAFF als zusatzlicher Biomarker der Interferontherapie

Obwohl MxA aufgrund der stabilen Antwort auf IFN-B und seiner Spezifitit fiir Typ-I-
Interferone als ein geeigneter Marker fiir ein Biomonitoring der Interferontherapie gilt
(Pachner et al., 2003b), ist damit seine Uberlegenheit gegeniiber weiteren ISG nicht
bewiesen. Da die klinischen Wirkungen von IFN-f3 dariiber hinaus vermutlich iiber eine
Vielzahl von ISG vermittelt werden, erscheint es nur folgerichtig, sich auch bei der
Bestimmung biologischer Effekte nicht auf ein einzelnes Gen zu verlassen, zumal MxA
weder zum klinischen Effekt beitrdgt noch an der Pathogenese der MS beteiligt ist. In
dem Bemiihen, die Zuverldssigkeit von MxA zu iiberpriifen, haben zahlreiche
Arbeitsgruppen dieses mit anderen postulierten Biomarkern verglichen (Gilli et al., 2006;
Pachner et al., 2006; Santos et al., 2006; Wandinger et al., 2003). Die sehr deutliche
Korrelation von BAFF und MxA in dieser Arbeit unterstiitzt die Rolle von MxA als einen
reprasentativen Biomarker Interferon vermittelter biologischer Effekte. Aber auch BAFF
selbst konnte neben seinem moglichen Beitrag zu Wirkungen und Nebenwirkungen der
Interferontherapie nach den Daten dieser Arbeit ein zusétzlicher wertvoller Marker fiir
ein Biomonitoring darstellen. Vermochte auch BAFF, insbesondere bei Verwendung von
Vollblut und Granulozyten als Probenmaterial, deutlich zwischen der Gruppe mit IFN-3
behandelter Patienten und Kontrollpersonen zu unterscheiden, so war diese Féhigkeit
insgesamt bei MxA stirker ausgeprigt. Dies deckt sich weitestgehend mit den oben
zitierten Publikationen, in denen die dort analysierten Gene TRAIL, XAF-1, STATI,
MxB, B,-Mikroglobulin, 2’-5’-Oligoadenylatsynthetase (OAS) und Viperin (VIP)
ebenfalls nicht ganz so sensitiv wie MxA erschienen. Vor einigen Jahren ist in dhnlicher
Weise TRAIL als neuer Biomarker vorgeschlagen worden (Wandinger et al., 2003).
CD95L, wie TRAIL und BAFF ebenfalls ein Mitglied der TNF-Familie, wurde im
Patienten kaum durch IFN-B reguliert (Wandinger et al., 2003). Im Rahmen dieser
Dissertation lag bei zwei Patienten ein hochpositiver Titer neutralisierender Antikdrper
vor. Interessanterweise ergab die Analyse der Transkription sowohl von MxA als auch
BAFF Werte im Bereich unbehandelter und gesunder Kontrollen. Mittlerweile konnte die
Féhigkeit dieser PCR, Triager hochpositiver neutralisierender Antikorper zuverldssig zu

identifizieren, in Erweiterung dieser Daten anhand eines groferen Patientenkollektivs
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bestdtigt und von uns in Neurology publiziert werden (Hoffmann et al., 2007).
Zusammenfassend spricht vieles fiir eine Eignung der quantitativen PCR mit den beiden
Genen BAFF und MxA aus Vollblut zur Feststellung eines biologischen Ansprechens auf
die Interferontherapie. Ein zukunftsweisender Ansatz konnte die gleichzeitige
Bestimmung mehrerer ISG entweder in der Multiplex-Analyse (Pachner et al., 2006) oder
unter Verwendung von Genkarten sein. Letzterer wird im Sinne einer Weiterfithrung
dieses Projektes gegenwértig in unserem Labor verfolgt nicht zuletzt auch mit dem
wesentlichen Ziel, zusitzlich zur Optimierung des Biomonitoring weitere Schliissel zum

nach wie vor unvollstindig verstandenen Wirkungsmechanismus von IFN-f zu erhalten.
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5 Zusammenfassung

Einleitung

Die Therapie mit Interferon (IFN)-P reduziert die Schubrate bei Patienten mit Multipler
Sklerose (MS), einer chronisch entziindlichen Erkrankung des ZNS.

Bis heute ist nicht geklért, iiber welchen Weg diese Effekte vermittelt werden. B-Zellen
sind in diesem Zusammenhang bislang kaum untersucht worden, da ihre Rolle in der
Immunpathogenese der MS erst in jlingerer Zeit verstirkte Aufmerksamkeit erlangt hat.
BAFF (B cell activating factor of the TNF family) ist ein kiirzlich entdeckter
wesentlicher Uberlebensfaktor fiir B-Zellen.

Ein klinisch-praktisches Problem stellt das Auftreten neutralisierender Antikdrper gegen
das Medikament IFN-f dar, verbunden mit einem klinischen Wirkungsverlust. MxA
(Myxovirus Resistenzprotein A) gilt als einer von mehreren moglichen Biomarkern fiir
exogen zugefiihrtes IFN-B. Mit zwei Zielen wurde in der vorliegenden Arbeit die
Genregulation von BAFF und MxA in MS-Patienten unter Behandlung mit IFN-f
untersucht: Zum einen zur Quantifizierung der Bioverfiigbarkeit von appliziertem IFN-f3,
zum anderen zur Gewinnung weiterer Einblicke in die Wirkungsmechanismen dieser

Therapie.
Ergebnisse

Fiir die Analyse ex vivo am Patienten wurde eine quantitative PCR fiir BAFF und MxA
etabliert. Um die Eignung dieses Testsystems im klinischen Alltag zu erhohen, wurde
eine Methode zur Gewinnung von Vollblut-RNA kombiniert mit einem RNA-Stabilisator
(PAXgene™-System) getestet. Damit konnten aus Vollblut-RNA die Transkripte BAFF
und MxA reproduzierbar und stabil auch nach mehrtigiger Lagerung der Blutproben bei
Raumtemperatur gemessen werden. In Vollblut sowie in separierten Immunzellsubtypen

fanden sich in MS-Patienten 12 bis 24 Stunden nach Injektion von IFN-3 statistisch
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signifikant hohere BAFF- und MxA-Transkripte als in unbehandelten MS-Patienten und
gesunden Kontrollen. Dabei gelang mit RNA aus neutrophilen Granulozyten und
Vollblut eine bessere Diskrimination als aus Monozyten und PBMC. In Lymphozyten
konnte hingegen keine Induktion von BAFF, jedoch ebenfalls eine deutliche
Hochregulierung von MxA unter Behandlung mit IFN-f beobachtet werden. In MS-
Patienten mit hochpositivem Titer neutralisierender Antikorper war keine verstirkte
Induktion von BAFF und MxA nachweisbar. BAFF-Transkription korrelierte in
behandelten Patienten deutlich und statistisch signifikant mit dem Biomarker MxA. In
biologischen Respondern auf IFN-f zeigten sich erhohte BAFF-Serumspiegel. Die
Stimulation gereinigter Immunzellen in vitro bestitigte die besonders deutliche Induktion
von BAFF in neutrophilen Granulozyten. Fibroblasten als eine prominente Zellpopulation
am Ort der Einstichstelle konnten als weitere Produzenten von BAFF identifiziert
werden. IFN-f3 erwies sich in allen untersuchten Zelltypen stets als ein stirkerer Induktor
von BAFF als der klassische Stimulus IFN-y. Weder IFN-f3 noch IFN-y hatten hingegen

einen Einfluss auf die Expression der drei BAFF-Rezeptoren.

Diskussion

Zusammenfassend ergibt sich, dass die quantitative PCR fiir MxA und BAFF aus
Vollblut-RNA geeignet ist, die biologische Verfiigbarkeit von IFN-f3 zu beurteilen, was
zur Therapieoptimierung beitragen kann. Die gefundene Induktion des B-
Zelliiberlebensfaktors BAFF durch IFN- erweitert unsere Kenntnis iiber mdgliche

Wirkungsmechanismen und auch Probleme der Interferontherapie.
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6 Abkurzungen

APRIL
BAB
BAFF
BAFF-R
BCMA
CPE
EAE

EDSS
ELISA
FACS
GAPDH
HFF
IFN
ISG
MBP
MOG
MS
MxA
NAB
PAXgene™
PBMC
PMN
PP-MS
RR-MS
SP-MS
TACI

A proliferation inducing ligand

Binding antibody

B cell activating factor belonging to the TNF family
BAFF-Rezeptor

B cell maturation antigen

Cytopathic Effect Assay

Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis, auch Experimentelle
Allergische Enzephalomyelitis

Expanded Disability Status Scale

Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Fluorescence Acitvated Cell Sorting
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

Human foreskin fibroblasts

Interferon

Interferon stimuliertes Gen

Myelin basisches Protein

Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein

Multiple Sklerose

Myxovirus Resistenzprotein A

Neutralisierende Antikorper

System mit RNA-Stabilisator zur Gewinnung von Vollblut-RNA
Peripheral blood mononuclear cell

Polymorphonuclear cells = Neutrophile Granulozyten
Primary-progressive MS = Primér chronisch-progrediente MS
Relapsing-remitting MS = Schubformige MS
Secondary-progressive MS = Sekundér chronisch-progrediente MS
transmembrane activator and calcium modulator and cyclophilin ligand

interactor
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