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Einleitung

1 Einleitung

Das Glaukom stellt sowohl in Europa als auch weltweit die zweithaufigste Ursache dar,
weshalb Menschen erblinden (1). Im Jahr 2010 waren weltweit ungefahr 60,5 Millionen
Menschen von einem primaren Offenwinkel- oder Winkelblockglaukom betroffen.
Insbesondere aufgrund der alter werdenden Bevdlkerung wird geschatzt, dass diese
Zahl im Jahr 2040 auf 111,8 Millionen Menschen ansteigen wird (2). Das Glaukom
umfasst eine heterogene Gruppe von Erkrankungen des Auges, die mit einer typischen
und potenziell progredienten Schadigung des Sehnervs einhergehen. Diese
Schadigung fuhrt zu korrespondierenden Gesichtsfelddefekten und kann letztlich in der
Erblindung des Auges enden (3, S. 344 ff.). In dieser Studie wird das primare
Offenwinkelglaukom behandelt (POAG). Die einzige therapeutische Option zur
Behandlung des POAGs ist derzeit die Senkung des Augeninnendrucks (1). Da der
Glaukomschaden allerdings trotz eines gut eingestellten Augeninnendrucks
fortschreiten kann, besteht neben der Augeninnendrucksenkung ein grof3er Bedarf an
weiteren effektiven Behandlungsmoglichkeiten (4). Zur Entwicklung neuer
Therapieoptionen mussen die Hintergrinde der Pathogenese der
Sehnervenschadigung besser verstanden werden. Nach dem aktuellen Stand der
Forschung spielt das Immunsystem eine Rolle fir die im Rahmen des Glaukoms
auftretenden Neurodegeneration und den Verlust der retinalen Ganglienzellen (RGC)
(5). Nach wie vor besteht allerdings ein grof3er Bedarf an weiteren Studien, die das
Immunsystem im Hinblick auf das Verstandnis der Pathogenese sowie auf neue
Therapieoptionen des Glaukoms naher beleuchten. Ziel dieser Arbeit war daher die
Untersuchung regulatorischer B-Zellen und deren Zytokine im peripheren Blut von
Glaukompatienten. Dabei wurde zunachst die Anzahl der regulatorischen B-Zellen im
Blut von Patienten mithilfe einer durchflusszytometrischen Messung bestimmt und
diese mit der Anzahl bei einer gesunden Kontrollgruppe verglichen. Um die B-Zellen
auf eine moglicherweise veranderte Fahigkeit zur Proliferation und eine erhdhte
Reaktivitat auf retinale Antigene hin zu untersuchen, wurden diese in vitro mit
verschiedenen Substanzen stimuliert. Die Zellzahlen wurden nach der Stimulation
abermals mittels Durchflusszytometrie bestimmt und zwischen Erkrankten und
Gesunden verglichen. Ein weiterer Teil der Arbeit war es, die Level verschiedener pro-
und antiinflammatorischer Zytokine der Patienten und Probanden zu erheben und auf
eventuelle Unterschiede hin zu untersuchen. Dies wurde mithilfe eines Antikérper-
Microarrays durchgefuhrt, wobei sowohl Serumproben als auch Proben aus den
verschiedenen Zellkulturiberstanden in die Untersuchung eingeschlossen wurden.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Das Auge

Das Auge ist ein zentrales Sinnesorgan des menschlichen Kdrpers, das der Aufnahme
und Weiterleitung von Lichtreizen dient (5, S. 774). Durch das visuelle System wird ein
grofRer Teil der Informationen Uber die AulRenwelt an das Gehirn vermittelt. Auch im
Gehirn selbst spiegelt sich die Relevanz des Sehens wider. Dort ist mehr als die Halfte
der grauen Substanz an der Verarbeitung visueller Sinneseindriicke beteiligt oder steht
anderweitig mit dem Sehzentrum in Verbindung (6, S. V).

2.1.1 Anatomie

Anatomisch gesehen lasst sich das Auge in einen vorderen und einen hinteren
Augenabschnitt einteilen. Der vordere Abschnitt besteht aus der Hornhaut (Cornea),
der Bindehaut (Conjunctiva), der Lederhaut (Sclera), der Iris mit Pupille und der Linse,
welche Uber die Zonulafasern mit dem Ziliarkérper verbunden ist (7, S. 156 ff.). Eine
Ubersicht tber die Strukturen des vorderen und hinteren Augenabschnitts sind in
Abbildung 1 dargestelit.

Lederhaut Aderhaut

Bindehaut

Schlemm-Kanal

Fovea
Centralis

Kammerwinkel mit
Trabekelwerk

Hornhaut

Zonulafasern

Iris

Papille
} Makula Pupille
vordere
Augenkammer
hintere
Augenkammer
- ‘ Ziliarkérper
Sehnerv .
Netzhaut Linse
Glaskorper
\ J \ J
Y Y
Hinterer Vorderer
Augenabschnitt Augenabschnitt

Abbildung 1: Anatomie des Auges

Quelle: In Anlehnung an (8)
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Zwischen Cornea und Iris befindet sich die vordere Augenkammer, zwischen Iris und
Zonulafasern die hintere Augenkammer. Der Ubergang von Iris zu Cornea bildet dabei
den Kammerwinkel, an den sich das Trabekelwerk und der Schlemm-Kanal
anschlieen. Der Ziliarkdrper lasst sich in einen ebenen Teil (Pars Plana) und einen
faltig aufgeworfenen Teil (Pars Plicata) einteilen (7, S. 156 ff.). Die Pars Plicata enthalt
den fur die Akkommodation verantwortlichen Ziliarmuskel sowie die kammerwasser-
produzierenden Ziliarfortsatze (6, S. 243). Das Kammerwasser dient der Aufrecht-
erhaltung des Augeninnendrucks sowie der Erndhrung von Hornhaut und Linse (6, S.
11). Es wird durch Ultrafiltration und aktive Sekretion von den Epithelzellen des
Ziliarkérpers gebildet und in die hintere Augenkammer sezerniert. Von dort gelangt es
durch die Pupille in die vordere Augenkammer und fliet zum gréften Teil durch das
Trabekelwerk in den Schlemm-Kanal und die episkleralen Venen ab (3, S. 301 f.).
Wahrend des Abflusses folgt das Kammerwasser dem Druckgradienten in Richtung
Kammerwinkel. Dabei muss es die physiologischen Widerstande an der Pupille
(Pupillarwiderstand) und am Trabekelwerk Uberwinden. Dieser entsteht durch die engen
Spaltraume des Trabekelwerkes und wird als Trabekelwiderstand bezeichnet (7, S.
161).

Der hintere Augenabschnitt setzt sich, wie in Abbildung 1 dargestellt, aus dem
Glaskorper (Corpus Vitreum), der Lederhaut (Sklera), der Aderhaut (Choroidea) und
der Netzhaut (Retina) zusammen (7, S. 157 ff.). An der Papille (Papilla Nervi Optici) tritt
der Sehnerv (Nervus Opticus) aus dem Inneren des Augapfels aus und bildet den
blinden Fleck. Temporal davon, im Zentrum der Retina, befindet sich die Makula
(Macula lutea) und in dessen Mitte die Fovea Centralis, die den Ort des scharfsten
Sehens darstellt (6, S. 12).

2.1.2 Aufbau und Funktion der Retina

Die Netzhaut ist entwicklungsgeschichtlich ein vorgeschobener Gehirnteil und dient der
Aufnahme und Weiterverarbeitung von Lichtreizen. Man unterscheidet (von der
Aufnahme des Lichtreizes aus beginnend) die AuRen- und Innensegmente der
Fotorezeptoren (OS und IS), die &ufiere nukleare Schicht (ONL, entspricht den
Zellkernen der Fotorezeptoren), die aulere plexiforme Schicht (OPL), die innere
nukleare Schicht (INL, enthalt Bipolarzellen, Horizontalzellen, Miuller-Zellen und
amakrine Zellen), die innere plexiforme Schicht (IPL), die Ganglienzellschicht (GCL,
entspricht den Zellkernen der Ganglienzellen) sowie die Axone der Ganglienzellen. Die
AuRensegmente der Fotorezeptoren grenzen nach auflen an das retinale
Pigmentepithel (RPE) und die Bruchmembran (BM). Das einfallende Licht durchdringt
die gesamte Netzhaut, bevor es die Fotorezeptoren erreicht (6, S. 283 ff.). Eine
Ubersicht Gber die Schichten und Zellen der Netzhaut ist in Abbildung 2 dargestellt.

Das einfallende Licht wird von den Fotorezeptoren (1. Neuron) detektiert. Die
Bipolarzellen (2. Neuron) empfangen das Signal der Fotorezeptoren und leiten es an
die Ganglienzellen (3. Neuron) weiter. Horizontalzellen und amakrine Zellen bewirken
dabei zusatzlich eine horizontale Signalweitergabe und -modulation. Die Miller-Zellen
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sind spezielle Gliazellen und durchspannen senkrecht alle Schichten der Netzhaut. Sie
dienen der Verankerung und sind wesentlich an der lonenverteilung wahrend des
Erregungsprozesses der Netzhaut beteiligt. Die Ganglienzellen dienen der
Ubermittlung der Sehinformation an die Sehzentren des Gehirns. Die Fortsatze (Axone)
der Ganglienzellen bilden den Sehnerv und treten an der Papille durch die Siebplatte
(Lamina Cribrosa) der Sklera aus dem Auge aus. AuRerhalb des Auges erhalt der
Sehnerv eine Myelinscheide und zieht von dort in Richtung Gehirn (6, S. 15 ff.; 283 ff.).

BM
RPE P
0s
IS
s <
ONL
OPL
H
N @O _YQIH\© 2
9 A
IPL =
el G
Ax

Lichteinfall

Abbildung 2: Aufbau der Retina

Legende:
RPE Retinales Pigmentepithel BM Bruch-Membran
(OFS) Aullensegmente der Fotorezeptorzellen P Pigmentepithelzelle
1S Innensegmente der Fotorezeptorzellen R Stabchen
ONL auBere nukleare Schicht C Zapfen
OPL aulBere plexiforme Schicht < Membrana limitans externa
INL innere nukleare Schicht H Horizontalzelle
IPL innere plexiforme Schicht Bi Bipolarzelle
GCL Ganglienzellschicht M Mdaller-Zelle
A amakrine Zelle
G Ganglienzelle
AX Axone

Quelle: In Anlehnung an (9)
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2.1.3 Immunprivileg des Auges

In der Vorderkammer, im subretinalen Raum sowie im Glaskérper besteht eine
Immuntoleranz (6, S. 10 f.). Es wird vermutet, dass diese dazu dient, solche Gewebe
zu schutzen, die eine begrenzte Kapazitat zur Regeneration haben. Organe mit dieser
besonderen Eigenschaft sind unter anderem das Gehirn sowie das Auge. In diesen
Geweben soll eine unkontrollierte entziindliche Immunreaktion unterdriickt werden, um
sie vor potenziell schadlichen Folgen, wie etwa dem Verlust des Sehvermdgens, zu
bewahren (10). Nach dem heutigen Verstandnis ist das Immunprivileg des Auges ein
komplexes System aus physikalischen Barrieren, einem immunsupprimierenden Milieu
des Auges sowie einer aktiven Regulation der systemischen Immunantwort (11, 12).
Unter den physikalischen Barrieren versteht man die Blut-Retina- sowie die Blut-
Kammerwasser-Schranke (13). Diese ermdglichen eine Trennung der intraokularen
Kompartimente von der Blut- und Lymphzirkulation und bewahren das Augeninnere vor
ungehindertem Ein- und Austritt von Zellen und groRen Molekilen (12, 13). Das
hemmende Milieu des Auges, welches aus zellgebundenen und I6slichen
immunsuppressiven Faktoren besteht, inhibiert die Aktivitdt von immunkompetenten
Zellen (12). Im Kammerwasser konnten die I6slichen supprimierenden Faktoren
Transforming growth factor beta (TGF-B) (12, 14), Fas Ligand (FasL) (15) sowie alpha-
Melanozyten-stimulierendes Hormon (a-MSH) (16) nachgewiesen werden. Diese
Faktoren konnen die Umwandlung von T-Zellen zu regulatorischen T-Zellen induzieren
(11). Als Beispiel fur die aktive Regulation der systemischen Immunantwort ist die
sogenannte Vorderkammer-assoziierte abweichende Immunantwort (ACAID) zu
nennen. Wird ein fremdes Antigen in die Vorderkammer eingebracht, so |0st dies eine
von der Norm abweichende systemische Immunreaktion aus. An dieser sind T- und B-
Zellen beteiligt, welche ohne eine Entzindungsreaktion Pathogene und
Virulenzfaktoren eliminieren. AuRerdem kommt es zur Aktivierung von regulatorischen
T-Zellen, die eine entzlindliche Immunreaktion inhibieren (17).

Trotz des Immunprivilegs des Auges gibt es okulare autoimmun bedingte Erkrankungen
wie die autoimmune Uveitis (18). Es konnte gezeigt werden, dass aktivierte
autoreaktive T-Zellen in der Lage sind, die Blut-Retina-Schranke zu passieren (19, 20).
Aullerdem konnten Hinweise daflir gefunden werden, dass im Gegensatz zu naiven T-
Zellen aktivierte Effektor-T-Zellen nicht von dem immunsupprimierenden Milieu des
Auges inhibiert werden kénnen (21). Das Immunprivileg des Auges schutzt dieses also
vor den Folgen von tagtaglich vorkommenden kleineren Verletzungen und den dadurch
eindringenden Pathogenen, aber es kann das Auge nicht vor autoimmunen Angriffen
bewahren (21). Mdglicherweise kann das Immunprivileg des Auges sogar fur
autoimmune Vorgange im Auge pradisponieren. Da das Auge hinter der Blut-Retina-
Schranke abgeschottet ist, kdnnte das Erreichen der peripheren Toleranz behindert
werden. Die Zellen des adaptiven Immunsystems wirden also nicht lernen, retinale
Antigene als korpereigen zu erkennen (18). Dadurch kénnten fir retinale Antigene
spezifische autoreaktive T-Zellen entstehen, die, einmal aktiviert, nicht mehr von dem
immunsupprimierenden Milieu des Auges inhibiert werden kénnen (18, 21).
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2.2 Glaukom

2.2.1 Definition

Das in dieser Studie behandelte primare Offenwinkelglaukom ist von sekundaren,
kongenitalen und Winkelblock-Glaukomen abzugrenzen (6, S. 410 ff.). Beim POAG
handelt es sich nach der Leitlinie der ,European Glaucoma Society“ um eine chronisch
progressive Optikusneuropathie mit charakteristischen morphologischen
Veranderungen des Sehnervenkopfes und der retinalen Nervenfaserschicht. Diese
Veranderungen sind mit einem progressiven Verlust von retinalen Ganglienzellen sowie
einem korrespondierenden Gesichtsfeldverlust assoziiert (1). Um diagnostisch das
POAG von anderen Glaukomformen zu unterscheiden, ist das Fehlen von zugrunde
liegenden Augenerkrankungen und angeborenen Anomalien sowie ein offener
Kammerwinkel nachzuweisen (1).

2.2.2 Pathophysiologie und Risikofaktoren

Die genaue Atiologie des Glaukoms ist weiterhin unklar. Es wird vermutet, dass
verschiedene genetische Faktoren sowie der Einfluss von Komorbiditaten eine wichtige
Rolle spielen (1). Auch konnte eine Beteiligung des Immunsystems an der Pathogenese
des Glaukoms gezeigt werden (22). Auf die Rolle des Immunsystems wird in Punkt 2.3.4
(Immunsystem und Glaukom) naher eingegangen.

In der aktuellen Lehre wird angenommen, dass die Sehnervenschadigung als Folge
einer Verformung der Lamina Cribrosa aufgrund eines individuell zu hohen
Augeninnendrucks entsteht. Die Augeninnendruckerhdhung kommt durch eine
Erhdhung des Abflusswiderstandes im Trabekelwerk und einen dadurch gestdrten
Kammerwasserfluss zustande (1). Durch die Verformung der Lamina Cribrosa wird
postuliert, dass es im Bereich der Papille zu einer mechanischen Schadigung der
retinalen Nervenfasern, welche auf ihrem Weg aus dem Auge zum Gehirn durch diese
hindurchtreten, kommt. Dies hat eine axonale Schadigung zur Folge, wodurch
insbesondere der retrograde axonale Transport vermindert wird, und endet letztlich in
der Apoptose von retinalen Ganglienzellen (3, S. 301 ff.; 344 ff.). Dieser Vorgang fuhrt
unbehandelt zu einem progressiven Verlust von retinalen Ganglienzellen und einem
damit verbundenen fortschreitenden Gesichtsfelddefekt, welcher schlussendlich in der
Erblindung des Auges mundet (6, S. 410 ff.).

Es konnte, trotz nicht komplett verstandener Atiologie, eine Vielzahl von Risikofaktoren,
die fir die Entwicklung eines Offenwinkelglaukoms pradisponieren, definiert werden
(1). Als ersten Risikofaktor ist das Alter zu nennen. Das POAG tritt Ublicherweise nach
dem 50. Lebensjahr auf und die Pravalenz erhdht sich dramatisch mit dem Alter. Mit
jedem Lebensjahr steigt das Risiko, ein Glaukom zu entwickeln, um ca. 5 % (1). Ein
erhohter intraokularer Druck ist ebenfalls mit der Pravalenz und Inzidenz des
Offenwinkelglaukoms assoziiert. Mit jedem Anstieg von 1 mmHg steigt das Risiko fir
ein Glaukom um ca. 10 - 18 %, je nach ethnischem Hintergrund (1). AuRerdem ist der
Augeninnendruck bis heute der einzige modifizierbare Risikofaktor und damit
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therapeutisch der relevanteste (1, 23). Weitere Risikofaktoren sind eine positive
Familienanamnese, niedriger okularer Perfusionsdruck, systemische vaskulare
Erkrankungen (1), eine mitochondriale Dysregulierung (24), eine veranderte Funktion
im endoplasmatischen Retikulum der Zellen (25) sowie ein damit korrespondierender
oxidativer Stress (26).

2.2.3 Therapie

Wie in Punkt 2.2.2 beschrieben, kann das Glaukom unbehandelt zur Erblindung flihren.
Die einzige therapeutische Option ist derzeit die Senkung des Augeninnendrucks (1).
Dabei kommen sowohl eine medikamentése Therapie als auch eine Laserbehandlung
oder Operation sowie eine Kombination der verschiedenen Therapieoptionen zur
Anwendung (6, S. 428 ff.) Da sich allerdings das Glaukom trotz eines gut eingestellten
Augeninnendrucks verschlechtern kann, besteht ein groRer Bedarf an weiteren
effektiven Behandlungsmaoglichkeiten neben der Augeninnendrucksenkung (4). Im
Rahmen der aktuellen Forschung werden viele Ansatze untersucht, um eine
augeninnendruckunabhangige Therapie zu finden, welche weitere Neuroprotektion
retinaler Ganglienzellen ermoglicht (4). Um diese zu finden, missen die Hintergrinde
der Pathogenese des Zelluntergangs besser verstanden werden. In klinischen Studien
konnten veranderte Immunreaktionen gegen Retina- und Sehnervenantigene im Serum
sowie im Kammerwasser von Glaukompatienten aufgezeigt werden. Dies spricht fur die
Beteiligung des Immunsystems an der im Rahmen des Glaukoms auftretenden
Neurodegeneration und am Verlust der retinalen Ganglienzellen (5). Dieser Aspekt wird
im Detail in den folgenden Absatzen der Dissertation weiter erlautert und bietet eine
potenziell sehr erfolgsversprechende Madoglichkeit alternative Therapien fir das
Glaukom zu finden. Jedoch besteht nach wie vor ein grofl3er Bedarf an weiteren Studien,
die die Rolle des Immunsystems im Hinblick auf das Verstandnis der Pathogenese
sowie auf neue Therapieoptionen des Glaukoms naher beleuchten.

2.3 Immunsystem

Das Immunsystem ist das Abwehrsystem des Kérpers und erflllt eine Vielzahl von
Aufgaben. Es schitzt den Organismus vor Krankheitserregern und kdérperfremden
Stoffen, beseitigt kdrpereigene funktionslose, tote oder entartende Zellen und leistet
Aufbauarbeiten nach uUberstandener Infektion (27, S. 2). Klassischerweise lasst sich
das Immunsystem in angeborenes und adaptives Immunsystem unterteilen (28, S. 4).
Das angeborene Immunsystem ist die erste Verteidigungslinie des Organismus und I6st
eine unspezifische Immunantwort aus, bei der kdrperfremde Stoffe nach dem Prinzip
der Mustererkennung ausfindig gemacht und bekampft werden (28, S. 28 ff.). Im
Gegensatz zur angeborenen Immunantwort, welche sofort nach Kontakt mit einem
Pathogen ausgeldst wird, dauert die Reaktion des adaptiven Immunsystems mehrere
Tage. Durch hoch spezialisierte Antigenrezeptoren, welche aufgrund von somatischer
Rekombination eine enorme Bandbreite an Antigenen binden kénnen, kann allerdings
das adaptive Immunsystem Krankheitserreger deutlich wirksamer und spezifischer
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bekampfen (29, S. 9). Der Erfolg des Immunsystems beruht aber letztlich auf dem
Zusammenspiel zellularer und humoraler Faktoren der angeborenen und adaptiven
Immunantwort (27, S. 2).

2.3.1 Zellen des angeborenen Immunsystems

Zu den Zellen des angeborenen Immunsystems gehdren Makrophagen, welche
gewebsstandig sind, und deren Vorlaufer, die Monozyten, welche im Blut zirkulieren
(29, S. 9 f.). Die Aufgabe der Makrophagen ist das Erkennen und die Phagozytose von
eingedrungenen Pathogenen sowie das Sezernieren von Zytokinen, welche die
Immunreaktion in Gang setzen. Bei einer Immunreaktion werden eine groRe Anzahl an
Neutrophilen Granulozyten produziert, welche ebenfalls Erreger phagozytieren und
diese zusatzlich durch Freisetzung von Sauerstoffradikalen oder anderen toxischen
Substanzen lysieren (28, S. 4 f.). Weitere Zellen des angeborenen Immunsystems sind
die Mastzellen, die dendritischen Zellen, die Natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) und
die Innaten lymphoiden Zellen (ILCs). Deren Aufgaben sind zusammengefasst die
Phagozytose, die Freisetzung toxischer Substanzen zur Bekdmpfung von Erregern, die
Antigenprasentation und Sekretion von Entziindungsmediatoren zum Auslésen einer
Entzindungsreaktion sowie zur Aktivierung weiterer Immunzellen (29, S. 9-16).

2.3.2 Humorales Immunsystem

Das humorale Immunsystem fasst, im Gegensatz zu den zellularen Bestandteilen, alle
im Plasma enthaltenen Proteine des Immunsystems zusammen. Da das humorale
Immunsystem sowohl Teile der angeborenen als auch der adaptiven Immunantwort
beinhaltet, werden diese hier gemeinsam behandelt. Zum humoralen Immunsystem
gehodren das Komplementsystem, die Antikdrper sowie die Zytokine (29, S. 34; 48). Da
das Komplementsystem flir diese Studie nicht relevant ist, werden hier lediglich die
Antikérper sowie die Zytokine besprochen.

2.3.2.1 Antikorper

Bei Antikdrpern beziehungsweise Immunglobulinen handelt es sich um Y-férmige
Proteine. Mit den beiden Armen der Y-Struktur kénnen die Antikérper mit hoher
Spezifitat verschiedene Antigene erkennen und binden. Neben der spezifischen
Antigenbindung 16sen Antikdrper auch immunologische Effektormechanismen aus.
Zunachst kommen sie als Transmembranrezeptoren auf der Oberflache von B-
Lymphozyten vor. Dort werden sie als B-Zell-Rezeptor (BCR) bezeichnet. Bei einer
Immunreaktion differenzieren B-Zellen zu Plasmazellen und sezernieren in grofRer Zahl
I6sliche Antikorper. Antikérper kénnen in funf verschiedene Immunglobulinklassen
unterteilt werden, welche sich in ihrer Struktur, ihren Funktionen und ihrem Vorkommen
im Korper unterscheiden. Diese sind IgM, IgD, IgG, IgA und IgE wobei das ,Ig“ jeweils
far Immunglobulin steht. IgM wird von allen naiven B-Zellen auf der Oberflache
exprimiert und ist damit der erste Antikérper, der bei einer Immunreaktion sezerniert
wird. Durch Klassenwechsel werden im Verlauf der Immunreaktion vermehrt die
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anderen Antikdrperklassen gebildet, wobei IgD mengenmafig den groéflten Anteil der
im Serum nachweisbaren Antikdrper ausmacht (28, S. 9-15).

2.3.2.2 Zytokine

Unter Zytokinen werden eine Reihe von Proteinen zusammengefasst, die von Zellen
gebildet werden und das Verhalten von anderen Zellen, insbesondere das von
Immunzellen, beeinflussen. Die von Lymphozyten gebildeten Zytokine werden auch
Interleukine genannt und mit IL abgekirzt. Daneben gibt es auch Chemokine, welche
fir das Anlocken und die Aktivierung von Phagozyten und Lymphozyten von zentraler
Bedeutung sind (29, S. 132 ff.). Im Folgenden werden ausgewahlte pro- und
antiinflammatorischen Zytokine kurz vorgestelit.

- TNF-a (Tumornekrosefaktor-alpha) ist ein proinflammatorisches Interleukin,
welches von Makrophagen, NK-Zellen und T-Zellen ausgeschittet wird (29, S.
1075).

- Interferon-y ist ein proinflammatorisches Zytokin aus der Familie der Interferone.
Es wird vor allem von Ty1-Zellen, CD8 positiven T-Zellen (siehe zur genaueren
Darstellung dieser Zellarten Abschnitt 2.3.3) und NK-Zellen sezerniert und fihrt
zur Makrophagenaktivierung, zum Ig-Klassenwechsel sowie zur Ty1-
Differenzierung (28, S. 316).

- IL-6 ist ein proinflammatorisches Zytokin, das zu Wachstum und Differenzierung
von T- und B-Zellen fihrt, zur Produktion von Akute-Phase-Proteinen beitragt
und Fieber auslést (29, S. 1071).

- IL-8 oder CXCL8 (C-X-C motif chemokine ligand 8) bezeichnet ein pro-
inflammatorisches Chemokin, welches chemotaktisch fir Neutrophile,
Basophile, T-Zellen und B-Zellen wirkt (28, S. 314).

- HMGB1 (High-mobility group box 1) ist ein proinflammatorisches ubiquitar
vorkommendes Protein, das bei Zelltod und von Zellen, die aktiviert, beschadigt
oder Stress ausgesetzt wurden, freigesetzt wird (30).

- VEGF-A (Vascular endothelial growth factor) ist ein Signalmolekul, welches eine
Erweiterung von GefalRen sowie eine Erhéhung der Permeabilitat bewirkt und an
der Angiogenese beteiligt ist (28, S. 99 f.).

- IL-4 ist ein Zytokin, dem insbesondere eine antiinflammatorische, aber auch eine
proinflammatorische Funktion zugeschrieben wird (31). Es bewirkt eine B-Zell-
Aktivierung, einen IgE-Klassenwechsel, eine Ty1-Suppression und eine Th2-
Differenzierung (28, S. 314).

- Unter TGF-B (Transforming growth factor beta) werden drei Zytokine (TGF-1,
TGF-B2 und TGF-B3) zusammengefasst, die sowohl pro- als auch
antiinflammatorisch wirken. Sie werden unter anderem von regulatorischen T-
Zellen und regulatorischen B-Zellen gebildet (29, S. 1077, 32). TGF-B kann die
Umwandlung von naiven zu regulatorischen T-Zellen induzieren (33). Es konnte
gezeigt werden, dass TGF-B1 im Trabekelmaschenwerk von POAG-Patienten
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erhoht ist. TGF-B1 induziert Fibrose und kann so zu einem Umbau der
extrazellularen Matrix und zum Anstieg des Augeninnendrucks fihren (34). Auch
das Level von TGF-B2 ist im Kammerwasser von Glaukompatienten erhoht (35).

- IL-10 ist ein antiinflammatorisches Zytokin, das von regulatorischen B-Zellen,
regulatorischen  T-Zellen, dendritischen Zellen sowie Makrophagen
ausgeschuttet wird. Es fuhrt zu einer Suppression von Ty1- und Th2-Zellen sowie
zur Inhibition von bestimmten Funktionen der Makrophagen und dendritischen
Zellen (28, S. 314). Weitere immunsuppressive Funktionen von IL-10 sind in den
Abschnitten 2.3.3.2 sowie 5.1.1.2 dargestelit.

- IL-35 st ein antiinflammatorisches Zytokin, welches von regulatorischen T-Zellen
und B-Zellen sezerniert wird (29, S. 1074). Es kann eine regulatorische Aktivitat
bei naiven T-Zellen induzieren und T-Zell-Proliferation inhibieren (36).

2.3.3 Zellen des adaptiven Immunsystems

2.3.3.1 T-Zellen

T-Zellen gehdren zu den Zellen des adaptiven Immunsystems. Bei T-Zellen kénnen zwei
Hauptgruppen unterschieden werden, diese wiederum kénnen anhand des jeweiligen
Oberflachenmerkmals der Zelle differenziert werden. Unter Oberflachenmerkmal
versteht man ein bestimmtes Molekul auf der Oberflache von Immunzellen, welches
durch monoklonale Antikdrper erkannt und gebunden werden kann. Ein
Oberflachenmolekil, das von der Immunzelle exprimiert wird, wird als ,cluster
determinant” bezeichnet. Die Antikorper, die daran binden kénnen, werden als ,cluster
of differentiation® zusammengefasst. Die verschiedenen Oberflachenmerkmale der
Immunzellen (CD) wurden nach ihrer Entdeckung fortlaufend nummeriert, so dass
heute anhand der CD-Nummer genau beschrieben werden kann, welches Molekll
durch die Zelle exprimiert wird (28, S. 6). Bei den T-Zellen werden CD4 positive (CD47)
T-Helferzellen und CD8 positive (CD8") zytotoxische T-Zellen unterschieden. Sie
konnen mithilfe ihres T-Zell-Rezeptors  Antigene, welche ihnen von
antigenprasentierenden Zellen Uuber ein MHC-Molekil (major histocompatibility
complex) prasentiert werden, erkennen (27, S. 60; 67). Zu den Aufgaben der T-Zellen
gehort die Optimierung der Immunantwort. Sie aktivieren B-Zellen zur
Antikdrperproduktion und unterstitzen Makrophagen dabei, aufgenommene Pathogene
abzutdten. Neben der Steigerung der Immunantwort haben sie auch eine
immunregulierende Funktion. Eine Untergruppe der T-Zellen, die sogenannten
regulatorischen T-Zellen (Tregs) wirken antiinflammatorisch und supprimieren die
Immunantwort (28, S. 6). Die Tigs gehdren zur Gruppe der CD4* T-Zellen. Als
SchlUsselfaktor fur ihre immunsuppressive Wirkung konnte der intrazellulare
Transkriptionsfaktor Forkhead-Box-Protein P3 (FoxP3) identifiziert werden. Fehit
dieser, kommt es zu einer Dysregulation des Immunsystems (37). Zur Gruppe der CD4*
T-Zellen gehéren neben den antiinflammatorischen T.egs auch die beiden
proinflammatorisch wirkenden Subtypen der Tu1- und Tu17-Zellen. Tu1-Zellen
produzieren das Zytokin Interferon-y und wirken vor allem an der Aktivierung von
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Makrophagen mit. Durch Tu17-Zellen wird das Zytokin IL-17 sezerniert und sie wirken
unterstltzend auf die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten zum Infektionsherd
(29, S. 487; 1164 f.).

2.3.3.2 B-Zellen

B-Zellen gehoéren ebenfalls zu den Zellen der adaptiven Immunantwort. Sie kénnen
mithilfe ihrer membranstandigen Antikérper, den B-Zell-Rezeptoren, eine Vielzahl an
Antigenen erkennen (27, S. 70 ff.). Nach Aktivierung einer B-Zelle, welche T-Zell-
unabhangig sowie T-Zell-abhangig stattfinden kann, differenziert diese zur Plasmazelle
und produziert eine grof3e Zahl von antigenspezifischen Antikérpern (29, S. 17). Bei der
T-Zell-unabhangigen Aktivierung werden die B-Zellen durch das Erkennen bestimmter
Antigene, welche aus repetitiven Epitopen aufgebaut sind, direkt aktiviert und
differenzieren zu IgM-produzierenden Plasmazellen. Im Unterschied dazu kommt es bei
der T-Zell-abhangigen Aktivierung zum Klassenwechsel der gebildeten Antikorper
sowie zur Ausbildung eines B-Zell-Gedachtnisses (27, S. 72). B-Zellen lassen sich je
nach Entwicklungsstadium und Funktion in verschiedene Untergruppen unterteilen (29,
S. 379 ff.). Die unterschiedlichen Subtypen kénnen anhand des jeweiligen Profils von
Oberflachenmerkmalen (CD) der Zellen charakterisiert werden. Die an den
Oberflachenmerkmalen bindenden Antikérper kann man mit verschiedenen Methoden
sichtbar machen und dadurch die genaue Beschaffenheit der untersuchten Zelle
bestimmen (28, S. 6). In dieser Studie wurde dazu die Durchflusszytometrie verwendet.
Allen B-Zellen, die im Blut vorkommen, ist gemeinsam, dass sie das
Oberflachenmolekil CD19 auspragen. Eine Ausnahme hiervon sind lediglich die
Plasmazellen. Antikdérper gegen CD19 kdénnen also genutzt werden, um eine
Unterscheidung zwischen B-Zellen und Nicht-B-Zellen zu treffen (38).

Transitionale B-Zellen

Nachdem eine B-Zelle im Knochenmark entstanden ist und verschiedene
Reifungsprozesse sowie die Selektion der zentralen Toleranz durchlaufen hat, verlasst
sie das Knochenmark als transitionale B-Zelle. Dabei exprimiert sie auf ihrer Oberflache
groRe Mengen des Antigenrezeptors IgM und in geringem Malie auch IgD. IgM ist das
erste Immunglobulin, das von B-Zellen exprimiert wird, wahrend IgD in groRen Mengen
erst von reifen B-Zellen ausgepragt wird (29, S. 395 ff.). Die transitionale B-Zelle ist
durch weitere Oberflachenmerkmale gekennzeichnet. Sie exprimiert die Merkmale
CD19, CD24 und CD38. Dabei werden die Merkmale CD24 und CD38 sehr stark
ausgepragt und als ,high“ (hi) bezeichnet. Das Merkmal CD19 dagegen wird nur als
,positiv’ (+) bezeichnet. Ein wichtiges Merkmal zur Unterscheidung von anderen B-
Zellen, insbesondere B-Gedachtniszellen, ist CD27. Dieses wird von den transitionalen
B-Zellen nicht exprimiert, somit sind sie fir CD27 negativ (-). Ihr Oberflachenprofil ist
damit IgD*IgM"CD19*CD27-CD24"CD38" (38). Diese Zellen unterlaufen eine weitere
Prifung der Toleranz, welche als periphere Toleranz bezeichnet wird. Dabei wird ein
weiteres Mal getestet, ob die B-Zellen auf Autoantigene reagieren und nur solche, die
das nicht tun, kdénnen sich zur nachsten Stufe der Reifung weiterentwickeln (29, S. 395
ff.).
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Reife B-Zellen

Die letzten Schritte der Entwicklung zur reifen B-Zelle finden in den B-Zell-Follikeln der
Milz statt. Dort erhalten die B-Zellen die nétigen Signale zur Reifung und zum
Uberleben. Ein wichtiges Signal ist dabei die niedrigschwellige Aktivierung tiber den B-
Zell-Rezeptor. Neben diesem Signal ist eine Stimulation des BAFF-Rezeptors, welcher
durch die transitionalen B-Zellen exprimiert wird, essenziell (29, S. 396 ff.). Dieser wird
durch den B-Zell aktivierenden Faktor BAFF (B cell activating factor of the TNF-family)
stimuliert. BAFF ist ein Vertreter der TNF-Familie und wird von einigen Zellen, darunter
Monozyten, Makrophagen, Knochenmarksstromazellen, T-Zellen und den in den B-Zell-
Follikeln der Milz vorkommenden dendritischen Follikelzellen, exprimiert (29, S. 396 ff.,
39). Die Zellen werden dadurch zur Produktion von IgD angeregt und entwickeln sich
so zu langlebigen, reifen B-Zellen. Da sie noch keinen Antigenkontakt hatten, werden
sie auch als naive B-Zellen bezeichnet (29, S. 396 ff.). Das Profil der
Oberflachenmerkmale der reifen B-Zellen unterscheidet sich von dem der transitionalen
B-Zellen. Die Expression von IgM verringert sich, stattdessen steigt die von IgD (29, S.
402, 38). Aullerdem wird die Auspragung der Oberflachenmerkmale CD24 und CD38
herunterreguliert, so dass diese jetzt als ,intermediate“ (int) angegeben werden. Das
Oberflachenprofil der reifen B-Zellen ist damit IgD*IgM*CD19*CD27-CD24"CD38" (38,
40, 41).

B-Gedéachtniszellen

Nachdem eine naive Zelle Antikérperkontakt hatte, entwickelt sie sich entweder zu einer
Plasmazelle oder zu einer B-Gedachtniszelle (Memory B-Cell, Bmem) weiter. Wahrend
die Plasmazellen als Effektorzellen fiir die Antikérperproduktion und somit fir die
direkte Bekampfung von Pathogenen zustandig sind, ist es Aufgabe der B-
Gedachtniszellen, eine langanhaltende Immunitdt zu gewahrleisten. Kommen B-
Gedachtniszellen ein zweites Mal in Kontakt mit ihrem spezifischen Antigen, kbnnen sie
sofort zu Effektorzellen differenzieren und so zu einer schnellen und effektiven
Immunantwort beitragen (29, S. 616 ff., 42). Ein weiterer Beitrag der B-
Gedachtniszellen zur Immunreaktion ist die Ausschuttung von proinflammatorischen
Zytokinen, wie Lymphotoxin und TNF-a. Es konnte gezeigt werden, dass B-
Gedachtniszellen, unter den B-Zellen, den groften Anteil dieser Zytokine sezernieren
(43). Um die B-Gedachtniszellen von anderen B-Zellen abzugrenzen ist der wichtigste
Marker CD27. Dieser ist im Gegensatz zu den transitionalen und den reifen B-Zellen
positiv (38). IgD wird auf der Oberflache der meisten B-Gedachtniszellen nicht mehr
ausgepragt, wahrend IgM und IgG sowohl exprimiert als auch nicht exprimiert werden
kénnen (38). Diese Merkmale dienen deshalb nicht zur Abgrenzung der B-
Gedéachtniszellen gegenluber anderen B-Zellen, sondern dazu, verschiedene Subtypen
der Gedachtniszellen zu differenzieren (38). Der Marker CD24 wird wie bei den
transitionalen B-Zellen stark exprimiert, CD38 dagegen wenig bis gar nicht. B-
Gedachtniszellen werden also anhand des Oberflachenprofils
CD19*CD27*CD24M"CD38" charakterisiert (38, 40).
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Requlatorische B-Zellen

Wahrend B-Zellen aufgrund der Antikérperproduktion allgemein fir ihre
proinflammatorische Funktion in der Immunantwort bekannt sind, gibt es auch eine
kleine B-Zell-Untergruppe, die hemmend auf das Immunsystem wirkt (44). Hinweise auf
diese sogenannten regulatorischen B-Zellen (Bregs) wurden zuallererst im Maus-Modell
beschrieben und deren Verstandnis war in den letzten Jahren Gegenstand intensiver
Forschung. In diesem Maus-Modell konnte gezeigt werden, dass Mause, die keine B-
Zellen hatten, sich kaum von einer experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis
erholen konnten (45). Wenige Jahre spater konnte herausgefunden werden, dass das
Fehlen von IL-10-produzierenden B-Zellen die Ursache fir den Verlust der
immunsuppressiven Funktion war (46). Auch wurde gezeigt, dass es mit dem Fehlen
von |L-10-produzierenden Bregs zu einer Zunahme von Tu1- und Tw17-Zellen und zu
einer Abnahme von FoxP3 positiven regulatorischen T-Zellen (Tregs) kommt (47). Beim
Menschen konnten Zellen, die diese immunsupprimierenden Eigenschaften aufweisen,
in der Gruppe der CD19*CD24"CD38" transitionalen B-Zellen nachgewiesen werden
(48). Neben diesen Zellen wurden auch andere B-Zell-Untergruppen identifiziert, die
eine immunsuppressive Wirkung durch die Sekretion von IL-10 entfalten kénnen (49).
In dieser Studie wurde die Anzahl der regulatorischen B-Zellen anhand des
Oberflachenprofils CD19*CD24MCD38" bestimmt.

2.3.4 Immunsystem und Glaukom

Die Pathogenese des Glaukoms ist noch nicht vollstandig verstanden, es konnte
allerdings gezeigt werden, dass das Immunsystem eine Rolle spielt (22). Im Folgenden
soll der aktuelle Stand der Forschung zur Beteiligung des Immunsystems kurz
dargestellt werden.

Die Arbeitsgruppe der Experimentellen Ophthalmologie Mainz um Grus et al. sowie
auch andere Arbeitsgruppen konnten veranderte Immunreaktionen gegen Retina- und
Sehnervenantigene im Serum sowie im Kammerwasser von Glaukompatienten und
Veranderungen der T-Lymphozyten und Makrophagen bei POAG-Patienten nachweisen
(22). Sowohl im Serum als auch im Kammerwasser von an Glaukom erkrankten
Personen konnten veranderte Konzentrationen von verschiedenen Autoantikdrpern
nachgewiesen werden. So sind beispielsweise die Konzentrationen beziehungsweise
die Abundanz der Antikérper, die gegen Alpha-Fodrin (Spektrin) (50), Glutathion-S-
Transferase (51), Myelin-Basisches Protein (MBP) (52) und Hitzeschockprotein 70
(Hsp70) (53) gerichtet sind, erhéht. Die Abundanz der Antikdrper gegen aB-Crystallin
und Vimentin hingegen ist bei Erkrankten erniedrigt (52, 53). Dabei zeigten sich nicht
nur Unterschiede zwischen Glaukompatienten und Gesunden, sondern es konnte auch
zwischen verschiedenen Glaukomformen diskriminiert werden (54). In Abbildung 3 sind
beispielhaft die veranderten AntikOrperreaktivitditen gegen Myelin-Basisches Protein
und Vimentin im Serum von Personen, welche an einem Normaldruckglaukom oder
Offenwinkelglaukom erkrankt sind und gesunden Vergleichspersonen dargestellt.
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Abbildung 3: Heat Map der Antikorperprofile

Darstellung der komplexen Antikérperprofile gegen Sehnervenantigene im Serum von
Glaukompatienten und Kontrollpersonen als Heat Map in Pseudofarben. Dabei sind die
Antikorperreaktivitaten von Personen mit Normaldruckglaukom (NTG), mit primarem
Offenwinkelglaukom (POAG) und gesunden Vergleichspersonen (CO) (Y-Achse) gegen das
korrespondierende Molekulargewicht in Kilodalton (kDa) (X-Achse) aufgetragen. Das
Antigenband bei circa 16 kDa konnte als Myelin-Basisches Protein identifiziert werden und es
zeigte sich fiir dieses ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (p = 0,029). In beiden
Glaukomgruppen konnte eine hohere AntikOrperreaktivitat bei 16 kDa im Vergleich zur
Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Bei circa 49 kDa konnte das Antigenband als Vimentin
identifiziert werden. Die Antikérperreaktivitat gegen Vimentin zeigte sich in beiden
Glaukomgruppen gegeniber der Vergleichsgruppe herunterreguliert (p = 0,030).

Quelle: (52)

Wahrend Autoantikérper in erhdohter Konzentration vermutlich autoaggressiv wirken,
wird angenommen, dass die herunterregulierten Autoantikérper zu einem Verlust von
regulatorischen Funktionen und somit zu einer erhdhten Vulnerabilitdt der retinalen
Ganglienzellen fuhren kdnnen (22, 55).

In Studien der Arbeitsgruppe um Grus et al. wurde der Effekt von verschiedenen
Antikérpern, welche bei Glaukompatienten in geringerer Konzentration als bei
Gesunden vorkommen, untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass einige dieser
Antikérper in geringen Konzentrationen, welche die im Korper eines Gesunden
vorhandene Konzentration widerspiegeln sollten, eine schitzende Wirkung auf
neuroretinale Zelllinien, welche mit Glutamat oder Wasserstoffperoxid gestresst
wurden, haben (56). Dazu zahlen Antikérper gegen y-Synuklein, 14-3-3-Protein und
GFAP (Glial fibrillary acidic protein, saures Gliafaserprotein). Wurden die genannten
Zellen mit diesen Antikérpern inkubiert, bevor sie Wasserstoffperoxid ausgesetzt
wurden, so zeigte sich eine erhdhte Zellviabiliat sowie eine verminderte Konzentration
an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) im Vergleich zu nicht prainkubierten Zellen (56).
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Anti-y-Synuklein-Antikérper zeigten ebenfalls protektive Effekte auf Zellen, welche mit
Glutamat gestresst wurden. Auch bei diesen konnte durch eine Prainkubation ein
erhohtes Zelluberleben erreicht werden (56). Nachfolgend durchgeflihrte
massenspektrometrische Analysen zeigten Veranderungen des intrinsischen
apoptotischen Signalwegs, wobei eine Herunterregulierung von pro-apoptotisch sowie
eine Hochregulierung von anti-apoptotisch wirkenden Proteinen nachgewiesen werden
konnte (56, 57).

In einer weiteren Studie konnte ein protektiver Effekt von Anti-y-Synuklein-Antikérpern
und Anti-GFAP-Antikérpern auch fur primare retinale Ganglienzellen in einer ex-Vivo
Retinakultur von adulten Schweineretinae gezeigt werden. Nach Inkubation der
Retinaexplantate mit Anti-y-Synuklein-Antikérpern und Anti-GFAP-Antikérpern konnte
ein signifikant héheres Uberleben der RGCs als nach der gleichen Inkubationszeit ohne
zugefligten Antikérper oder mit einem Kontrollantikérper gezeigt werden (58). Der
neuroprotektive Effekt von Anti-y-Synuklein-Antikérpern und Anti-GFAP-Antikérpern auf
primare retinale Ganglienzellen ist in Abbildung 4 graphisch dargestellt.

In massenspektrometrischen Untersuchungen der Schweineretinae, welche mit Anti-y-
Synuklein-Antikérpern und Anti-GFAP-Antikérpern inkubiert wurden, konnte eine
erhdhte Expression der Glutamin-Synthetase nachgewiesen werden. Zusatzlich zeigte
sich eine Verlagerung der Glutamin-Synthetase innerhalb der Miiller-Zellen in Richtung
der retinalen Ganglienzellschicht. Daraus wurde gefolgert, dass die Antikérper nicht nur
direkt, sondern auch indirekt Uber die Mduller-Zellen schitzend auf die retinalen
Ganglienzellen wirken (58).

Ein weiterer Hinweis fir die Beteiligung von Antikérpern an der Pathogenese des
Glaukoms konnte durch die Untersuchung und den Vergleich von Retinae, welche von
verstorbenen  Glaukompatienten sowie von verstorbenen Personen ohne
Augenerkrankungen stammten, gewonnen werden. In dieser Studie konnten
signifikante Unterschiede in der Anzahl von retinalen IgG-Ansammlungen zwischen
beiden Gruppen festgestellt werden. In der Ganglienzellschicht von Retinae, welche
von Glaukompatienten stammten, zeigten sich anndhernd doppelt so viele dieser
Ansammlungen wie bei der Kontrollgruppe (9,4%£1,9 IgG-Ansammlungen pro 100 Zellen
vs. 5,0£0,5 IgG-Ansammlungen pro 100 Zellen) (59). Diese Ansammlungen waren in
einem proinflammatorischen Umfeld zu finden, welches wahrscheinlich durch Mikroglia-
Zellen aufrechterhalten wird (22, 59). Zuséatzlich konnten in den Retinae aus der
Glaukom-Gruppe im Gegensatz zur Kontrollgruppe CD27* Zellen nachgewiesen
werden, von welchen einige als Plasmazellen (CD27*1gG") identifiziert werden konnten
(59). Im Tiermodell zeigte sich, dass Antikdrper, welche bei Glaukompatienten erhdht
sind, wie Anti-Hitzeschockprotein 60 (Anti-Hsp60) und Anti-Myelin-Basisches Protein
(Anti-MBP), einen autoaggressiven Verlust von retinalen Ganglienzellen hervorrufen
(22, 60, 61). Im Einklang mit den oben genannten Erkenntnissen konnte festgestellt
werden, dass solche Antikérper mit IgG-Ablagerungen sowie mit einer erhéhten Anzahl
von Mikrogliazellen assoziiert sind (22, 61, 62).
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Abbildung 4: Einfluss der Antikdrper gegen y-Synuklein und GFAP auf die Anzahl retinaler
Ganglienzellen

Schweineretinae wurden fir 24 Stunden in einem Kontrolimedium ohne Antikérper (Control)
oder in Medium, dem 0,5 pyg/ml Anti-y-Synuklein-Antikdrper (y-synuclein ab) beziehungsweise
1 yg/ml Anti-GFAP-Antikérper (GFAP ab) zugefliigt waren, inkubiert. Als Isotypenkontrolle
wurden Schweineretinae aulerdem in Medium inkubiert, dem 0,5 pg/ml Anti-Myoglobin-
Antikdrper zugesetzt war (Myoglobin ab). Die Retinae wurden fixiert, eingebettet und
immunhistologisch gefarbt. Die Zellen wurden manuell gezahlt und mithilfe der Software ImageJ
quantifiziert. (*p < 0,05; Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung). In der Abbildung
wird die jeweilige Anzahl von retinalen Ganglienzellen pro Millimeter dargestellt. Eine signifikant
héhere Anzahl an retinalen Ganglienzellen (Rgc) konnte nach der Inkubation mit Anti-y-
Synuklein-Antikérper (Rgc/mm = 20,8) und mit Anti-GFAP-Antikérper (Rgc/mm = 20,1)
nachgewiesen werden als nach der Inkubation ohne zugesetzte Antikérper (Rgc/mm = 13,8)
beziehungsweise nach der Inkubation mit dem Kontroll-Antikérper gegen Myoglobin (Rgc/mm
=14,15).

Quelle: Abgeandert nach (58)

Weitere Erkenntnisse Uber das natirliche Autoantikdrper-Repertoire und iber POAG-
spezifische Veranderungen bietet eine kurzlich veréffentlichte Studie der Arbeitsgruppe
um Grus et al. (63). Hier wurden mithilfe einer massenspektrometriebasierten
antikérpervermittelten Methode Autoantigene identifiziert (MS-AMIDA, Mass
spectrometry-based antibody-mediated identification of autoantigens), welche
potenziell mit dem primaren Offenwinkelglaukom in Verbindung stehen. Von den 106
identifizierten Autoantigenen schienen 21 mit dem POAG assoziiert zu sein.
Bioinformatische Analysen der POAG-assoziierten Autoantigene zeigten eine
ausgepragte Verbindung zum Plateled-derived growth factor receptor  (PDGFR-B)
Signalweg, welcher mutmalllich eine essenzielle Rolle bei der Fibrose des
Trabekelmaschenwerk spielt. Weiterhin konnte in dieser Studie eine erhdhte
Konzentration von Autoantikérpern gegen Threonin-tRNA Ligase (TARS), Component 1
Q Subcomponent-binding Protein (C1QBP) sowie Paraneoplastisches Antigen Ma2
(PNMA2) nachgewiesen werden, welche klnftig als mogliche Biomarker fur das
Glaukom dienen kénnten (63).
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In einer weiteren Studie, welche bereits zuvor in der Literatur beschriebene Glaukom-
assoziierte Antigene zusammenfasste und mittels bioinformatischer Analysen
untersuchte, konnten neue Erkenntnisse zu moglichen pathogenetischen Vorgangen
gewonnen werden. Die untersuchten Antigene waren bereits im Vorfeld von
verschiedenen Arbeitsgruppen als madgliche Ziele der glaukomassoziierten
Autoimmunitat identifiziert worden. Mithilfe des Metascape Algorithmus MCODE
(Molecular Complex Detection) gelang der Nachweis von sechs Antigenen, welche ein
besonders starkes Netzwerk bilden. In Abbildung 5 ist dies graphisch dargestellt.
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Abbildung 5: Protein-Protein-Interaktionsnetzwerk glaukomassoziierter Autoantigene

Holistische Darstellung der bioinformatischen Analyse von zuvor beschriebenen Autoantigenen,
welche mit dem Glaukom assoziiert sind. Im gezeigten Protein-Protein-Interaktionsnetzwerk
wird deutlich, dass 22 der 28 glaukomassoziierten Antigene mindestens einen
Interaktionspartner innerhalb der Gruppe haben. Fur sechs der Antigene (HSPA1A, HSPD1,
YWHAZ, ENO2, PGAM1 und VDACZ2) konnte mithilfe des MCODE Algorithmus eine besonders
starke Interaktion nachgewiesen werden (rot markiert).

Quelle: Abgeandert nach (64)

Diese sechs Antigene (HSPA1A, HSPD1, YWHAZ, ENO2, PGAM1 und VDAC2) kénnen
hauptsachlich mit Mitochondrien und apoptotischen mitochondrialen Veranderungen in
Verbindung gebracht werden (64). Apoptose wird allgemein als Hauptursache des
retinalen Ganglienzellverlusts angesehen und es wird vermutet, dass Apoptose durch
mitochondriale Dysfunktion eine wichtige Rolle bei der Pathogenese des Glaukoms
spielt (65-68). Uberraschenderweise zeigte sich, dass vier der sechs Antigene auch in
Myelinscheiden zu finden sind. Die Autoren folgerten daraus, dass vermutlich
antikdrpervermittelte Schaden der Myelinscheide des Sehnervens hinter der Lamina
Cribrosa ebenfalls eine Ursache fur die Nervenschadigung beim Glaukom sind (64, 69).
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Zusammengefasst konnten sowohl Unterschiede im angeborenen als auch im
erworbenen Immunsystem sowie Ilokale Veradnderungen in der Retina von
Glaukompatienten im Vergleich zu nicht erkrankten Personen nachgewiesen werden
(22). Es ist also bereits erwiesen, dass das Immunsystem und insbesondere die
Autoimmunitat eine wichtige Rolle beim Glaukom spielt (23). Diese Erkenntnisse
bergen ein groRes diagnostisches und auch therapeutisches Potenzial. Um dieses
Potenzial schlie3lich nutzen zu kénnen, ist das weitere Verstandnis des Immunsystems
und der Autoimmunitat im Rahmen der Pathogenese des Glaukoms derzeit Gegenstand
intensiver Forschung.

Die Rolle der regulatorischen B-Zellen bei der Pathogenese des primaren
Offenwinkelglaukoms wurde bislang nicht untersucht. Aufgrund ihrer Eigenschaft, die
Differenzierung von pro-inflammatorischen Lymphozyten zu hemmen sowie ihrer
Funktion, die Bildung regulatorischer T-Zellen zu férdern, wird vermutet, dass sie als
immunsuppressive Zellen einen wichtigen Anteil an der Aufrechterhaltung der
Immuntoleranz innehaben (70). Bei anderen Erkrankungen mit einer autoimmunen
Komponente, wie etwa der Rheumatoiden Arthritis, der Multiplen Sklerose oder dem
Systemischen Lupus Erythematodes, konnten Veranderungen der regulatorischen B-
Zellen nachgewiesen werden (41, 71, 72). So zeigte sich bei der Rheumatoiden Arthritis
sowie bei der Multiplen Sklerose eine verminderte Anzahl an regulatorischen B-Zellen
bei Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden (48, 72). Eine weitere Studie ergab,
dass die Anzahl an regulatorischen B-Zellen im Blut von Patienten mit Systemischem
Lupus Erythematodes sich nicht von der Anzahl bei gesunden Probanden
unterscheidet, die Funktionsfahigkeit der regulatorischen B-Zellen allerdings
eingeschrankt ist (41).

Ziel der hier vorgelegten Studie war es daher, die Beteiligung von regulatorischen B-
Zellen an der Pathogenese des primaren Offenwinkelglaukoms durch den Nachweis
von im Folgenden dargestellten Veranderungen festzustellen. Es sollte Uberprift
werden, ob — wie aufgrund der Ergebnisse der oben beschriebenen Studien zu
vermuten war — die Anzahl der regulatorischen B-Zellen sowie die Konzentration von
anti-inflammatorischen Zytokinen wie IL-10 im Blut von POAG-Patienten im Vergleich
zu gesunden Probanden erniedrigt sind. Weiter sollte herausgefunden werden, ob die
Fahigkeit zur Reaktion auf Stimulation bei B-Zellen von Glaukompatienten verringert
ist, so dass durch eine In-vitro-Stimulation weniger B-Zellen zu regulatorischen B-
Zellen differenzieren sowie deren Zytokinproduktion im Vergleich zu Gesunden
verringert ist. Zur Validierung dieser Arbeitshypothesen wurde sowohl
Glaukompatienten als auch nicht erkrankten Probanden Blut abgenommen und dieses
auf Unterschiede hin untersucht.

Zur Bestimmung der Anzahl der regulatorischen B-Zellen erfolgte zunachst die Isolation
mononuklearer Zellen des peripheren Blutes. Die darin enthaltenen B-Zellen wurden
mit fluoreszenzgekoppelten Antikérpern markiert und mittels Durchflusszytometrie
detektiert. Anhand spezifischer Oberflachenmerkmale konnten verschiedene B-Zell-
Subpopulationen, darunter auch regulatorische B-Zellen, unterschieden und
quantifiziert werden. Zusatzlich wurde ein Teil der isolierten mononuklearen Zellen in
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Kultur genommen und mithilfe von In-vitro-Stimulation zur Differenzierung sowie
Zytokinproduktion angeregt. Im Anschluss erfolgte die Bestimmung der Anzahl der
regulatorischen B-Zellen nach der Zellkultur abermals mittels Durchflusszytometrie. Die
Konzentrationen verschiedener Zytokine wurden sowohl im Serum als auch nach In-
vitro-Stimulation mithilfe einer Microarray-Analyse ermittelt und zwischen
Glaukompatienten und gesunden Probanden verglichen. In Abbildung 6 ist eine
Ubersicht Uber die verschiedenen Arbeitsschritte der vorliegenden Studie dargestellt.

Serum - Heparin
In-vitro-
Zentrifugation Stimulaton «—  Ficoll (PBMCs)
— Plasma
) Uberstande Ubersténde PBMCs
] Ficoll-Hypaque
Ui Zellen Erythrozyten,
l l Granulozyten
. Zell
Microarray == > FACS

Abbildung 6: Workflow Uber die Teilschritte dieser Arbeit

Die Abbildung vermittelt eine Ubersicht Gber die durchgefiihrten Teilschritte der vorliegenden
Arbeit. Jedem Teilnehmer an der Studie wurden zwei Serum-Rdhrchen (Serum) sowie vier
Lithium-Heparin-Réhrchen (Li-Heparin) Blut abgenommen. Nach Zentrifugation der Serum-
Roéhrchen erfolgte das Einfrieren der gewonnenen Serumproben bis zur Microarray-Analyse
(Microarray). Aus den Lithium-Heparin-Réhrchen konnten nach verschiedenen Arbeitsschritten
mithilfe der Ficoll-Hypaque-Dichtegradientenzentrifugation (Ficoll) die mononuklearen Zellen
des peripheren Blutes (PBMCs) isoliert werden. Diese wurden mit fluoreszenzgekoppelten
Antikérpern markiert, so dass mittels Durchflusszytometrie (FACS) die enthaltenen B-Zell-
Subpopulationen inklusive der regulatorischen B-Zellen detektiert und quantifiziert werden
konnten. Ein Teil der isolierten mononuklearen Zellen wurde zunachst zur In-vitro-Stimulation
in Kultur genommen. Die Uberstande aus dieser Kultur wurden ebenfalls bis zur Microarray-
Analyse eingefroren. Die stimulierten Zellen wurden analog zu den PBMCs gefarbt und
durchflusszytometrisch untersucht. In Kapitel 3 ist eine ausfuhrliche Beschreibung aller
gezeigten Schritte dargestelit.

Quelle: Eigene Abbildung
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verwendete Materialien, Chemikalien und Gerate

Amicon Ultra-0.5 Centrifugal Filter Unit - 3KDa cutoff (Merck Millipore)

Antikorper:

Anti-CCL2 antibody produced in rabbit (Sigma-Aldrich)

Anti-CTGF antibody produced in rabbit (Sigma-Aldrich)

Anti-CXCL8 antibody produced in rabbit (Sigma-Aldrich)

Anti-CYRG61 antibody produced in rabbit (Sigma-Aldrich)

Anti-EGF antibody produced in rabbit (Sigma-Aldrich)

Anti-HMGB1 in Kaninchen hergestellte Antikorper (Sigma-Aldrich)

Anti-IL-1 alpha antibody, Rabbit polyclonal to IL-1 alpha (Abcam)

Anti-IL-10 antibody ab10775, Goat polyclonal to IL-10 (Abcam)

Anti-IL13 antibody produced in rabbit (Sigma-Aldrich)

Anti-IL18 antibody produced in rabbit (Sigma-Aldrich)

Anti-IL33 antibody produced in rabbit (Sigma-Aldrich)

Anti-Interleukin-4 antibody produced in goat (Sigma-Aldrich)

Anti-Interferon-y antibody produced in goat (Sigma-Aldrich)
Anti-Phospholipase A2, Secretory Group V antibody, Mouse monoclonal (Sigma-
Aldrich)

Anti-RANTES antibody ab10590 (CCL5), Goat polyclonal to RANTES (Abcam)
Anti-TGFB2 antibody produced in mouse (Sigma-Aldrich)

Anti-TNF alpha antibody, Rabbit polyclonal to TNF alpha (Abcam)
Anti-VEGFA antibody, Rabbit polyclonal to VEGFA (Abcam)

Interleukin 8 antibody (IL8) Mouse anti Human (antibodies-online Inc., Limerick,
USA)

Monoclonal Anti-PLA2G7 antibody produced in mouse (Sigma-Aldrich)
Monoclonal Anti-TGFB1 antibody produced in mouse (Sigma-Aldrich)

Mouse Anti-Human CD19 FITC (4G7) (BD Biosciences)

Mouse Anti-Human CD24 PE (BD Biosciences)

Mouse Anti-Human CD38 PE-Cy™5 (BD Biosciences)

Purified anti-human IL-6 Antibody (BioLegend, San Diego, USA)

Aqua destillata

Augen vom Hausschwein (Sus scrofa domesticus) (Landmetzgerei Harth, Stadecken-
Elsheim)

Blocking Buffer SuperG™ (Grace Bio-Labs, Bend, USA)

Brutschrank CO2-Inkubator (Thermo Fisher Scientific)

Butterfly Venofix® Safety Venenpunktionsbesteck (B. Braun Melsungen AG)
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Dulbecco's phosphate-buffered saline Gibco® (PBS) Without Calcium and Magnesium
(Thermo Fisher Scientific)

Durchflusszytometer BD FACSCalibur™ (BD Biosciences)

DyLight™ 650 NHS Ester (Thermo Fisher Scientific)

DyLight™ 550 NHS Ester (Thermo Fisher Scientific)

Ethanol 96 % denatured with IPA, MEK and Bitrex pure (AppliChem GmbH)
Ethylenediaminetetraacetic Acid Disodium Salt Dihydrate (EDTA) (Sigma-Aldrich)
FACSClean (BD Biosciences)

FACSFlow™ Tragerflissigkeit (BD Biosciences)

FACSRinse (BD Biosciences)

Federschere rostfrei, nach oben gebogen (Geuder AG, Heidelberg)

Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma-Aldrich)

Ficoll-Paque™ PLUS (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Schweden)
Gefale:

- 0,5 ml Eppendorf Safe-Lock Tubes farblos (Eppendorf AG)

- 0,5 ml Eppendorf Safe-Lock Tubes ambra (Lichtschutz) (Eppendorf AG)
- 1,5 ml Eppendorf Safe-Lock Tubes farblos (Eppendorf AG)

- 1,5 ml Eppendorf Safe-Lock Tubes ambra (Lichtschutz) (Eppendorf AG)
- 2 ml Eppendorf Safe-Lock Tubes farblos (Eppendorf AG)

Glycerol 87 % for analysis (AppliChem GmbH)

Handschuhe SEMPERCARE Nitrile powder-free examination gloves, latexfrei
(Sempermed)

Hepes sodium salt (Sigma-Aldrich)

Homogenisator Precellys® 24 (VWR International GmbH, Darmstadt)
Inkubationskammern ProPlate® Multi-Well Chambers (Grace Bio-Labs, Bend, USA)
Kihl-/Gefrierkombination Premium (Liebherr-Hausgerate GmbH, Ochsenhausen)
L-Alanyl-L-Glutamine 200mM (Biochrom GmbH)

Microarray slides, nitrocellulose coated, ONCYTE® AVID 16 NC pads (Grace Bio-Labs,
Bend, USA)

Microtiterplatte Nunc 6-Well Plate (Thermo Fisher Scientific)

Microtiterplatte V-bottomed 96-Well Storage Plate (Thermo Fisher Scientific)
Mikroskop Eclipse TS100 (Nikon)

Multi-Adapter fur S-Monovette® (Sarstedt)

Multiskan™ Ascent (Thermo Fisher Scientific)
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Nalgene™ Rapid-Flow™ Sterile Einweg-Filtrationsgerate mit PES-Membran (Thermo
Fisher Scientific)

Natriumazid (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe)
Natriumtetraborat Decahydrat (Sigma-Aldrich)
Octeniderm® farblos Alkoholisches Hautantiseptikum (Schiilke & Mayr GmbH)

ODN 2006 Class B CpG oligonucleotide (TLR9 Ligand) (InvivoGen, San Diego, CA,
USA)

Penicillin-Streptomycin Solution (Sigma-Aldrich)
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific)
Pinsel Kunstfaser rund, GrofRe 2 (van Eyck, Rotterdam, Niederlande)

Precellys® Keramik-Kit 1,4/2,8 mm, 50% 2 ml Tubes, beflllt mit Keramik-Gemisch (VWR
International GmbH, Darmstadt)

pH-Meter Mikroprozessor pH-mV-Meter pH 526 (Xylem Analytics/WTW, Weilheim)
pH-Elektrode SenTix® 21 (Xylem Analytics/WTW, Weilheim)
Pipetten:

- 0,5-10 pL Pipette Eppendorf Research® (Eppendorf AG)

- 10 -100 pL Pipette Eppendorf Research® (Eppendorf AG)

- 100 - 1,000 pL Pipette Eppendorf Research® (Eppendorf AG)

- 3,5 ml Transferpipette (Sarstedt)

- 5 ml Cellstar® Serologische Pipette (Greiner Bio-One International GmbH)
- 10 ml Cellstar® Serologische Pipette (Greiner Bio-One International GmbH)
- 25 ml Cellstar® Serologische Pipette (Greiner Bio-One International GmbH)

Pipettenspitzen:

- 0,1-10 uL epT.1.P.S. (Eppendorf AG)
- 2-200 pL epT.I.P.S. (Eppendorf AG)
- 50-1000 pL epT.l.P.S. (Eppendorf AG)

Pipettierhilfe Pipetus® Akku (Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG, Eberstadt)
Réhrchen:

- 5 ml Falcon® Round-Bottom Polystyrene Tubes (Becton Dickinson Labware)
- 15 ml Cellstar® Tubes (Greiner Bio-One International GmbH)
- 50 ml Cellstar® Tubes (Greiner Bio-One International GmbH)

RPMI 1640 without L-glutamine (Biozym Scientific GmbH)
SciFLEXARRAYER S3 piezo driven, non-contact dispenser (Scienion, Berlin)
SensoSpot® Microarray Analyzer (Miltenyi Imaging GmbH, Radolfzell)

Sicherheitswerkbank Holten Laminair Model 1.2 (Thermo Fisher Scientific)
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Skalpell Feather Disposable Scalpel No. 11/No. 21 (Feather Safety Razor Co. LTD,
Osaka, Japan)

S-Monovette® 7,5 ml, Lithium-Heparin (Sarstedt)
S-Monovette® 7,5 ml, Serum-Gel mit Gerinnungsaktivator (Sarstedt)
Sodium Pyruvate 100 mM Solution (Sigma-Aldrich)

Soluble Cluster of Differentiation 40 Ligand (sCD40L) (antibodies-online GmbH,
Aachen)

Thermomixer HLC KTMR-133 (Haep Labor Consult, Bovenden)
T-PER™ Tissue Protein Extraction Reagent (Thermo Fisher Scientific)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan PUFFERAN® 299,9 %, p.a. (Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karlsruhe)

Trypan Blue Solution 0,4 % (Sigma-Aldrich)

TWEEN® 20 (Sigma-Aldrich)

Vakuumzentrifuge Concentrator 5301 (Eppendorf AG)
VE-Wasser

Waage H51-D (Sartorius AG)

Wasserbad WBT 12 (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe)
Water HPLC grade (AppliChem GmbH)

Zahlkammer Neubauer-improved 0,1 mm Kammertiefe (Paul Marienfeld GmbH & Co.
KG, Lauda-Kdnigshofen)

Zeba™ Spin Desalting Plates, 7K MWCO (Thermo Fisher Scientific)
Zentrifuge 5810 R (Eppendorf AG)
Zellstofftupfer Zelleten (Lohmann & Rauscher International GmbH & Co. KG)

3.1.2 Software

Ascent™ Software 2.6 (Thermo Scientific™)

BD CellQuest Pro™ Software (BD Biosciences)

ImaGene™ 5.5, BioDiscovery Inc. (Los Angeles, USA)

Microsoft® Excel® fir Microsoft 365 MSO (16.0.14026.20202) 32-Bit
TIBCO Statistica® 13 (Statsoft Europe, Hamburg)
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3.1.3 Puffer und Medium

EDTA-Puffer: « PBS
« 2mM EDTA
pH-Wert: 7,2

Wasch-Puffer: « PBS

« 0,1 % Natriumazid

Medium: + RPMI 1640
* 10 % FBS
* 1 % L-Alanyl-L-Glutamine
* 1 % Penicillin-Streptomycin
* 1 % Sodium Pyruvate
* 10 mM/L Hepes
pH-Wert: 7,4

Labelling-Puffer: + VE-Wasser
* 0,05 M Natriumtetraborat Decahydrat
pH-Wert 8,5

PBST: « PBS
« 0,5 % Tween-20

Spotting Puffer: + PBS
« 0,01 % Tween-20
* 0,5 % Glycerol
pH-Wert 8,5

3.2 Methoden

3.2.1 Patienten und Probanden

In diese Studie wurden 14 Patienten und 16 gesunde Vergleichspersonen
eingeschlossen. Die Patienten waren an einem primaren Offenwinkelglaukom, nach der
Definition der ,European Glaucoma Society“, erkrankt (siehe Abschnitt 2.2.1). In die
Studie eingeschlossen wurden Patienten sowohl mit beginnendem, mafRigem also auch
mit schwerem glaukomatdésen Gesichtsfelddefekt. Der Schweregrad wurde dabei in
Anlehnung an die Hoddap-Parrish-Anderson-Klassifikation anhand des Mean Defect
(MD) definiert (beginnend: MD < 6 dB; maRig: 6 - 12 dB; schwer: > 12 dB) (73, 74). Zur
Ermittlung des MD wurde jeweils die aktuelle Gesichtsfelduntersuchung, welche mit
dem Octopus Perimeter der Firma Haag-Streit Diagnostics durchgefiihrt wurde,
herangezogen (75).
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Als Ausschlusskriterien fir beide Gruppen galten Allergien, Stoffwechselerkrankungen
und Erkrankungen, bei denen eine autoimmune Genese bekannt ist oder vermutet wird.
Weiterhin wurden Patienten ausgeschlossen, deren POAG bereits durch eine
Laserbehandlung oder Operation therapiert wurde und solche, die einen retinalen
Gefalverschluss, ein Makuladdem, eine Netzhautablésung oder einen Glaukomanfall
in der Vorgeschichte hatten. Die gesunden Vergleichspersonen durften an keiner
Erkrankung der Augen leiden. Mit diesen strengen Ausschlusskriterien bezlglich
systemischer Erkrankungen sollte die Zahl an potenziellen Einflussfaktoren so gering
wie moglich gehalten werden.

Die an der Studie teilnehmenden erkrankten Personen waren alle Patienten der
Augenklinik der Universitatsmedizin Mainz, welche zur Tagesdruckprofilmessung
stationar aufgenommen waren. Nach der Optimierung von Methoden und Protokollen
der experimentellen Untersuchungen wurden Uber einen Zeitraum von 6 Monaten
taglich samtliche stationare Patienten der Augenklinik auf eine mdégliche Teilnahme an
der Studie hin gescreent. Aufgrund der strengen Ein- und Ausschlusskriterien konnte
nur ein kleiner Teil der gescreenten Patienten in die Studie aufgenommen werden.
Zeitgleich wurden auch gesunde Probanden gescreent und rekrutiert, wobei darauf
geachtet wurde, dass eine ahnliche Verteilung der Merkmale Alter und Geschlecht
zwischen den Gruppen herrschte. Alle Studienteilnehmer waren zwischen 50 und 75
Jahre alt. Eine Aufstellung uber die Anzahl, das Geschlecht und das Alter der
Studienteilnehmer ist in Tabelle 1 zu sehen.

Tabelle 1: Anzahl, Geschlecht und Alter der Studienteilnehmer

Patienten Probanden
Anzahl 14 16
Geschlecht (m/w) 8/6 9/7
Mittelwert Alter (+SD) 61,1 (7,82) 61,3 (x7,35)

Quelle: Eigene Darstellung

Die Patienten und Probanden wurden in einem persdnlichen Gesprach Uber den
Hintergrund der Studie, die durchzufihrenden MaRnahmen bei Teilnahme sowie Uber
mogliche Risiken aufgeklart. AuBerdem wurde ausdricklich darauf hingewiesen, dass
die Studienteilnahme freiwillig sei und ihnen bei Ablehnung keinerlei Nachteile
entstiinden. Nach der schriftlichen informierten Einwilligung Gber die Gewinnung und
Untersuchung von Blutproben sowie Uber die Erhebung studienbezogener
anonymisierter Gesundheitsdaten wurden die Patienten und Probanden in die Studie
eingeschlossen.
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3.2.2 Blutabnahme

Den Patienten und Probanden wurden jeweils vier Lithium-Heparin- und zwei Serum-
Réhrchen Blut abgenommen. Dazu wurde zunachst eine geeignete Punktionsstelle
gesucht und ein Stauschlauch an den betroffenen Arm angelegt. Es erfolgte eine
Wischdesinfektion sowie eine direkt daran anschlieRende Sprihdesinfektion der
Punktionsstelle mit einem alkoholischen Hautantiseptikum. Nach einer Einwirkzeit von
30 Sekunden erfolgte die Punktion der Vene mit einer Butterfly-Kantle und die
Blutentnahme. Nach Beflllung aller R6hrchen wurde der Stauschlauch gelést und die
Kanule entfernt, gesichert und abgeworfen. Die Punktionsstelle wurde mit einem Tupfer
komprimiert und im Anschluss mit einem Pflaster bedeckt. Da die Patienten stationar in
der Augenklinik aufgenommen waren und auch die Probanden zur Blutabnahme in die
Klinik der Universitdtsmedizin kamen, betrug die Dauer zwischen Abnahme und Beginn
der Untersuchung lediglich funf bis zehn Minuten.

3.2.3 Gewinnung von Serumproben

Die Serum-Rdéhrchen wurden 30 Minuten gerinnen gelassen. Wahrend dieser Zeit
standen sie aufrecht. Danach wurden die Roéhrchen in der bereits auf 4 Grad
vorgekuhlten Zentrifuge bei 3000 x g fir 10 Minuten zentrifugiert (76). Die verwendeten
Serum-Rdéhrchen enthalten ein Polyacrylester-Gel, welches sich durch die
Zentrifugation aufgrund seiner Dichte zwischen Serum und Blutkuchen sammelt.
Dadurch entsteht eine stabile Trennschicht zwischen beiden Bestandteilen und das
Serum kann ohne Verunreinigungen abpipettiert werden (77). Pro Patienten und
Probanden wurden 5 ml Serum zu je einem Milliliter abgenommen und bei - 20 °C in
Eppendorfgefallen eingefroren.

3.2.4 Isolation Mononuklearer Zellen

Fur die weiteren Versuche wurden die mononukleare Zellen des peripheren Blutes
(PBMCs) bendtigt. Diese beinhalten Monozyten und Lymphozyten. Fur die Isolierung
dieser Zellen wurde die Ficoll-Hypaque-Dichtegradientenzentrifugation angewandt. Bei
dieser Methode wird als Zellseparationsmedium Ficoll-Hypaque verwendet. Die Dichte
dieses Mediums Uberschreitet die Dichte von PBMCs und Thrombozyten, aber
unterschreitet die von Erythrozyten und den meisten Granulozyten. Somit sammeln sich
die Erythrozyten und Granulozyten durch die Zentrifugation am Boden des Rdhrchens,
wahrend die PBMCs sich als Schicht oberhalb des Ficoll-Hypaque darstellen. Da sich
die Dichten der Blutzellen teilweise Uberschneiden, muss davon ausgegangen werden,
dass die PBMC-Schicht durch vereinzelte basophile Granulozyten kontaminiert ist (78,
S. 53 ff.).

Um die Dichtegradientenzentrifugation durchzufihren, wurde das Blut aus den Lithium-
Heparin-Roéhrchen zunachst in einem Verhaltnis von 1:1 mit EDTA-Puffer gemischt.
Dieser bestand aus der phosphatgepufferten Salzlésung Dulbecco's phosphate-
buffered saline (PBS) mit einem Zusatz von 2 mM EDTA und wies einen pH-Wert von
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7,2 auf. Von diesem verdinnten Blut wurden 30 ml vorsichtig auf 15 ml Ficoll-Hypaque
geschichtet, wobei besonders darauf geachtet wurde, dass beide Phasen sich dabei
nicht vermischten (vgl. Abbildung 7A). Es folgte der erste Zentrifugationsschritt bei 400
X g und 20 °C fir 35 Minuten. Dabei wurde die Bremse ausgeschaltet, um ein
Vermischen der aufgetrennten Schichten am Ende der Zentrifugation zu verhindern. Am
Ende des Vorgangs hatten sich, von oben nach unten, folgende Schichten gebildet:
Plasma, PBMCs, Ficoll-Hypaque und als unterste Schicht Erythrozyten und
Granulozyten (vgl. Abbildung 7B). Um die Verunreinigung der PBMCs mit Thrombozyten
zu reduzieren, welche sich durch ihre geringe Dichte zum groften Teil im Plasma
sammeln, wurde diese Schicht als erstes abgenommen (vgl. Abbildung 7C). Die
darunter liegenden PBMCs konnten nun abpipettiert und in ein neues Roéhrchen
uberfuhrt werden. Es folgten mehrere Waschschritte in absteigenden Zentrifugationen,
um die Kontamination der mononuklearen Zellen mit Thrombozyten, Plasma und Ficoll-
Hypaque zu minimieren (78, S. 53 ff.).

A) B) C)
Plasma Plasma abgenommen
Verdunntes Blut w
n PBMCs T PBMCs
Ficoll-Hypaque Ficoll-Hypaque
Ficoll-Hypaque
/ ' Erythrozyten, Granulozyten ' Erythrozyten, Granulozyten

Abbildung 7: Ficoll-Hypaque-Dichtegradientenzentrifugation

(A) Auf Ficoll-Hypaque geschichtetes Blut (B) Auftrennung in Schichten nach der Zentrifugation
(C) Freiliegende PBMCs-Schicht

Quelle: In Anlehnung an (79, S. 7)

3.2.5 Zellzahl-Bestimmung

Nun wurde die Anzahl der isolierten mononuklearen Zellen bestimmt. Dazu wurden die
gewaschenen PBMCs in einem Gesamtvolumen von 10 ml EDTA-Puffer resuspendiert
und von dieser Zelllésung 10 pl entnommen. Diese wurden in einem Verhaltnis von 1:1
mit Trypanblau gemischt, um zwischen abgestorbenen und lebendigen Zellen zu
differenzieren. Trypanblau kann nur durch die Zellmembran toter Zellen ins Zytosol
eindringen und dieses blau farben, wahrend intakte Zellen ungefarbt bleiben. Aus der
Farbung mit Trypanblau ergibt sich ein Verdinnungsfaktor der Zellldsung von 2. Von
der gefarbten Zellsuspension wurden 10 pyl entnommen und in eine Neubauer-
Zahlkammer gegeben. Die Neubauer-Zadhlkammer besteht aus neun Grof3dquadraten,
von denen jeweils die Zellen in den vier Eckquadraten gezahlt werden. In Abbildung 8
sind diese Eckquadrate farblich markiert (78, S. 59 f.).
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Abbildung 8: Neubauer-Zahlkammer

Quelle: Eigene Abbildung

Aus den gezahlten Zellen je Eckquadrat wird der Mittelwert gebildet. Jedes
Groflquadrat der Zahlkammer hat ein Volumen von 0,1 ul, die Zellzahl pro GroRquadrat
ist somit die Zellzahl pro 0,1 Mikroliter. Um auf die Zellzahl pro Milliliter zu kommen,
muss das Ergebnis des Mittelwertes mit 104 multipliziert werden. Fir die Bestimmung
der Gesamtzellzahl muss auRerdem der Verdiinnungsfaktor und das Gesamtvolumen
berlcksichtigt werden. Daraus ergeben sich folgende Formeln (78, S. 59 f.):

Eckquadrat, + Eckquadrat, + Eckquadrat; + Eckquadrat,
4

Mittelwert =

Der Mittelwert entspricht, wie oben erklart, der Zellzahl pro 0,1 Mikroliter der gefarbten
Zellsuspension.

Zellzahl/ml = Mittelwert x 10* X Verdiinnungsfaktor

Um auf die Gesamtzellzahl zu kommen, muss die Zellzahl pro Milliliter mit dem
Gesamtvolumen von 10 ml multipliziert werden.

Gesamtzellzahl = Zellzahl/ml X Gesamtvolumen

Ein Teil der isolierten PBMCs wurde direkt durchflusszytometrisch untersucht, wahrend
der andere Teil zunachst zur Stimulation in Kultur genommen wurde.
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3.2.6 Durchflusszytometrische Messung

Die Durchflusszytometrie wird verwendet, um eine gro3e Anzahl von Zellen schnell zu
untersuchen und anhand der Merkmale Grole, Granularitat und
Oberflacheneigenschaften zu klassifizieren (78, S. 74 ff.).

3.2.6.1 Funktionsweise des Durchflusszytometers

Die Funktion des Durchflusszytometers beruht darauf, dass Zellen in einer laminaren
Strdomung einzeln an einem Laser vorbei geleitet werden und durch die Streuung und
Emission von Licht Informationen tber die Zellen erfasst werden kdnnen. Um Zellen mit
dem Durchflusszytometer zu messen, missen diese in einer Einzelzellsuspension
vorliegen. Diese Probenflissigkeit wird mit Hilfe von Uberdruck in die Messkiivette des
Durchflusszytometers gedriickt und wird dort von einer Tragerflissigkeit mitgerissen.
Durch diesen Vorgang werden die Zellen vereinzelt und es entsteht ein laminarer Fluss
der Probe. Der laminare Fluss ist essenziell, da nur so jede Zelle einzeln am Laser
vorbeigefihrt und untersucht werden kann. Der Laser ist das Kernstick des
Durchflusszytometers. Trifft das Licht des Lasers auf eine Zelle, wird es teilweise
gestreut und abgelenkt. Durch verschiedene Filter und Detektoren kann das abgelenkte
Licht erfasst und ausgewertet werden. Eine Ubersicht Uber den Aufbau des
Durchflusszytometers wird in Abbildung 9 gezeigt.

SSC  side scatter,
Seitwadrtsstreulicht

FSC  forward scatter,
Vorwidrtsstreulicht

FL1—4 Fluoreszenkanile 14

v
]
2
=
2
=
I’

‘Fi]ter 530 nm

— teildurchldssige Spiegel

Filter 488 nm

Filter 585 nm

Filter 661 nm

‘ Filter 670 nm
W Filter 488 nm
Laser 488 nm ’ FSC-Diode

Messkuvette

Probe =

Tragerflussigkeit

Abbildung 9: Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers

Quelle: (80)
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Licht, welches in Verlangerung der Richtung des Laserstrahls abgelenkt wird, dient zur
Einschatzung der Grolke der Zelle. Man nennt dieses auch Vorwartsstreulicht oder
Forwardscatter (FSC). Wird das Licht im rechten Winkel durch die Zelle abgelenkt, so
spricht man von Seitwartsstreulicht oder Sidescatter (SSC). Dies entsteht, wenn der
Laserstrahl auf Strukturen innerhalb der Zelle trifft. Je mehr intrazellulare Strukturen
eine Zelle aufweist, desto starker ist das Seitwartsstreulicht. Man spricht dann von einer
hohen Granularitat der Zelle. Durch diese beiden Mechanismen kénnen also Aussagen
uber die Grole und die Granularitat einer Zelle getroffen werden. Damit kann man bei
Blutzellen die folgenden Populationen unterscheiden: Lymphozyten (klein, geringe
Granularitat), Monozyten (gréRer, hohere Granularitat) und Granulozyten (grof3, hohe
Granularitat) (78, S. 74 ff.).

Eine weitere Eigenschaft des Durchflusszytometers ist es, auch Licht anderer
Wellenlangen als der des Lasers herauszufiltern und zu detektieren. Werden die Zellen
der Probe vor der Untersuchung mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern markiert, so
kénnen deutlich mehr Eigenschaften der Zelle als nur Gréfle und Granularitat
untersucht werden. Trifft das monochromatische Licht des Lasers auf den
Fluoreszenzfarbstoff, so wird dieser angeregt und emittiert Licht einer anderen
Wellenlange. Welche Wellenlange das emittierte Licht hat, hdngt von dem verwendeten
Fluoreszenzfarbstoff ab. Die verwendeten Farbstoffe waren Fluorescein-lsothiocyanat
(FITC), Phycoerythrin (PE) und das Tandemkonjugat PE/Cy5, welches aus den
Farbstoffmolekllen Phycoerythrin und Cyanin-5.18 besteht (78, S. 74 ff.). Das in dieser
Studie genutzte Durchflusszytometer war das BD FACS Calibur, welches einen
Argonionenlaser der Wellenlange 488 nm und einen Diodenlaser der Wellenlange
635 nm besitzt. Alle verwendeten Farbstoffe werden durch das monochromatische Licht
des Argonionenlasers angeregt.

In Abbildung 10 sind die jeweiligen Absorptions- und Emmissionsspekiren der
Fluorochrome abgebildet, wobei die gestrichelten Linien jeweils das
Absorbtionsspektrum angeben, also den Wellenlangenbereich, in dem das Fluorochrom
angeregt werden kann. Der Farbstoff FITC hat sein Absorptionsmaximum bei 495 nm
und kann somit gut durch den Argonionenlaser der Wellenldnge 488 nm angeregt
werden. In der Abbildung 10 ist FITC grun dargestellt, da es nach der Anregung grines
Licht emittiert. Das grune Licht wird im Durchflusszytometer durch einen speziellen
Detektor im Fluoreszenzkanal 1 (FL1) gemessen. Der zweite Farbstoff war PE, welches
ebenfalls durch den Argonionenlaser angeregt werden kann, dann aber gelbes Licht
emittiert und in der Abbildung 10 gelb dargestellt ist. Das gelbe Licht wird im
Durchflusszytometer im Fluoreszenzkanal 2 (FL2) gemessen. Der dritte Farbstoff war
das Tandemkonjugat PE/Cy5. Bei einem Konjugat sind zwei Farbstoffmolekile
aneinandergekoppelt. Das erste Molekul, in diesem Fall PE, wird durch das Licht des
Lasers angeregt und emittiert das flr ihn typische gelbe Licht. Dieses fungiert sofort
als Anregungslicht fur das zweite Farbstoffmolekil, in diesem Fall Cyanin-5.18, und
sorgt fur eine Emission von rotem Licht. PE/Cy5 ist in der Abbildung 10 rot dargestellt
und wird im Durchflusszytometer im Fluoreszenzkanal 3 (FL3) registriert (78, S. 74 ff.).
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Abbildung 10: Absorptions- und Emissionsspektren von FITC, PE, PE/Cy5

Quelle: Erstellt mithilfe des Fluorescence SpectraViewer von Life Technologies (81)

3.2.6.2 Oberflachenmarkierung der Zellen

Ein Teil der isolierten mononuklearen Zellen aus Punkt 3.2.4 wurde verwendet, um am
Tag der Blutabnahme eine durchflusszytometrische Messung durchzufiihren. Diese
Messung diente dazu, die Anzahl und die Verteilung der verschiedenen B-Zell-
Untergruppen, insbesondere der regulatorischen B-Zellen, bei Patienten mit POAG und
gesunden Probanden zu bestimmen und zu vergleichen. Um die unterschiedlichen B-
Zell-Untergruppen zu identifizieren, kann man sich die verschiedenen
Oberflachenantigene der Zellen zunutze machen. Wie in Abschnitt 2.3.3.2 beschrieben,
hat jede B-Zelle ein eigenes fiur sie charakteristisches Profil an Oberflachenmerkmalen.
In dieser Studie wurden drei verschiedene Merkmale mithilfe von
fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern markiert. Die Fluoreszenzfarbstoffe der Antikdrper
kébnnen mit dem Durchflusszytometer detektiert werden und anhand der
Messergebnisse kénnen die untersuchten Zellen differenziert werden. Der erste der
drei verwendeten Antikdrper war gegen das Oberflachenantigen CD19 gerichtet und an
den Farbstoff FITC gekoppelt (anti-CD19-FITC). Der zweite Antikérper markierte das
Oberflachenantigen CD24 und war an PE gekoppelt (anti-CD24-PE) und der dritte
richtete sich gegen CD38 und war mit dem Fluoreszenzfarbstoff PE/Cy5 (anti-CD38-
PE/Cy5) verbunden.

Als ersten Schritt der Oberflachenmarkierung wurden die PBMCs nach der
Zellzahlbestimmung (Abschnitt 3.2.5) erneut bei 200 x g und 20 °C fur 10 Minuten
zentrifugiert und anschlieBend in Wasch-Puffer resuspendiert, so dass eine
Konzentration von 107 Zellen pro Milliliter Puffer vorlag. Der Wasch-Puffer bestand aus
PBS mit einem Zusatz von 0,1 % Natriumazid. Fur die spatere Messung mit dem
Durchflusszytometer wurden funf verschiedene Proben vorbereitet. Die erste, Probe A,
diente als ungefarbte Kontrolle. Dafur wurden 100 pl der in Wasch-Puffer suspendierten
Zelllésung entnommen und in ein Eppendorfgefald tberfihrt. Die Proben B — D wurden
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jeweils mit einem  Floureszenzfarbstoff gefarbt, um damit bei der
durchflusszytometrischen Messung die Kompensation der Fluoreszenzsignale
durchzufiihren. Dies wird genauer im Punkt 3.2.6.3 beschrieben. Fir Probe B wurden
ebenfalls 100 ul der Zellldsung entnommen und in ein Eppendorfgefald tUberfuhrt. Da
die Konzentration der Zellen im Wasch-Puffer 107 Zellen pro Milliliter Puffer betrug,
wurden mit den 100 pl Loésung 108 Zellen entnommen. Diesen wurde 10 ul anti-CD19-
FITC zugefugt. In gleicher Weise erfolgte die Farbung der Proben C und D. Es wurden
jeweils 100 pl der Zelllésung enthnommen und diese mit 10 uyl anti-CD24-PE (Probe C)
beziehungsweise 10 ul anti-CD38-PE/Cy5 (Probe D) versetzt. Fir die Probe E wurden
200 ul der Zelllosung und damit 2 x 10¢ Zellen in ein Eppendorfgefal tberfihrt. Mit der
Probe E wurde im Gegensatz zu den Proben A - D, welche der Kontrolle und
Kompensation dienten, die eigentliche Messung der Zellen durchgefiihrt. Daher wurde
hier das doppelte des Volumens und damit der gefarbten Zellen verwendet und so eine
ausreichende Menge an Zellen flur aussagekraftige Messungen sichergestellt. Die
Einzelheiten der Messung und Auswertung sind in den Punkten 3.2.6.3 und 3.2.6.4
beschrieben. In Tabelle 2 wird Ubersichtlich dargestellt, welcher Antikérper welcher
Probe zugefligt wurde.

Tabelle 2: Schema Oberflachenmarkierung

Probe A Probe B Probe C Probe D Probe E

anti-CD19-FITC X X
anti-CD24-PE X X
anti-CD38-PE/Cy5 X X

Probe A: ungefarbte Kontrolle, Probe B: mit anti-CD19-FITC gefarbt, Probe C: mit anti-CD24-
PE gefarbt, Probe D: mit anti-CD38-PE/Cy5 gefarbt, Probe E: mit allen drei Antikérpern gefarbt

Quelle: Eigene Abbildung

Die funf Eppendorfgefale mit den Proben A - E wurden zur Inkubation fir 25 Minuten
bei 4 °C aufrechtstehend im Dunkeln gelagert. Nach der Inkubationszeit mussten
Uberschissige, nicht gebundene Antikérper entfernt werden. Dazu wurde den Proben
je 2 ml Wasch-Puffer zugegeben und sie wurden bei 400 x g fir 5 Minuten zentrifugiert.
Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen und die Zellpellets wurden
erneut mit je 2 ml Wasch-Puffer resuspendiert und ein zweites Mal nach dem gleichen
Schema zentrifugiert. Fir die durchflusszytometrische Messung wurden die Zellen in je
500 pl Wasch-Puffer resuspendiert und bis zur Messung im Dunkeln auf Eis gelagert.

3.2.6.3 Kompensation und Messung

Um die Proben korrekt zu messen, mussten zunachst einige Einstellungen am
Durchflusszytometer vorgenommen werden. Als erstes wurde die ungefarbte Probe
gemessen. Dies diente unter anderem dazu, die richtige Spannung und Verstarkung
der FSC- und SSC-Detektoren einzustellen, so dass die zu untersuchende
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Zellpopulation adaquat dargestellt wurde. Wie die korrekte Darstellung der Zellen in
einem FSC/SSC-Dot-Plot nach diesen Einstellungen aussah, ist in Abbildung 11 zu
sehen (82). AuRerdem diente die Messung der ungeféarbten Probe dazu, die Population
an Lymphozyten einzugrenzen und so die Monozyten sowie Zelltrimmer von den
folgenden Messungen auszuschlieRen. Dazu wurden die gemessenen Zellen in einem
FSC/SSC-Dot-Plot anhand ihrer Merkmale GroRe und Granularitat aufgetragen. Die
Population der Lymphozyten lie3 sich anhand der in Punkt 3.2.6.1 beschriebenen
Merkmale, klein und geringe Granularitat, abgrenzen. Um diese Population wurde ein
Gate gelegt, so dass in den spateren Messungen nur noch die Zellen, die innerhalb des
Gates lagen, berlcksichtigt wurden (78, S. 87 ff.). Ausgeschlossen wurden damit
Monozyten, welche ebenfalls zu den PBMCs gehdren. Diese sind aber grof3er und
haben eine hdhere Granularitat, sodass sie etwas weiter rechts und oberhalb der
Lymphozyten abgebildet werden. Maoglicherweise befinden sich oberhalb der
Monozyten sehr vereinzelte Granulozyten, welche aufgrund ihrer sich teilweise
uberschneidenden  Dichten durch die Dichtegradientenzentrifugation nicht
herausgefiltert wurden. Am linken unteren Rand des Dot-Plots werden lediglich
Zelltrimmer dargestellt, welche ebenfalls flir weitere Messungen ausgeschlossen
werden (78, S. 87 ff.). Die verschiedenen Populationen der Lymphozyten, Monozyten
und der Zelltrimmer sowie das Lymphozyten-Gate sind in Abbildung 11 dargestelit.
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Abbildung 11: FSC/SSC-Dot-Plot mit Lymphozyten-Gate

Population rechts oberhalb der Lymphozyten: Monozyten; Diffuse Population am linken unteren
Bildrand: Zelltrimmer

Quelle: Eigene Abbildung
Im Anschluss an das Auswahlen des Gates musste sichergestellt werden, dass die

ungefarbten Zellen in einem FL2/FL1-Dot-Plot beziehungsweise FL3/FL2-Dot-Plot im
linken unteren Quadranten erscheinen. In diesen Dot-Plots werden die Zellen je nach
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ihrer Farbintensitat dargestellt und der linke untere Quadrant bedeutet, dass sie weder
FL1, also FITC positiv, noch FL2 (PE) positiv oder FL3 (PE/Cy5) positiv sind. Diese
Einstellung erfolgte Uber die Adjustierung der Spannung der Fluoreszenzdetektoren. In
Abbildung 12 ist eine ungefarbte Lymphozyten-Population in einem FL2/FL1-Dot-Plot
bzw. FL3/FL2-Dot-Plot zu sehen.
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Abbildung 12: Ungefarbte Proben

(A) FL2/FL1-Dot-Plot - Quadrant 1: FL1 (FITC) positiv; Quadrant 2: FL1 (FITC) und FL2 (PE)
positiv; Quadrant 3: FL1 (FITC) und FL2 (PE) negativ; Quadrant 4: FL2 (PE) positiv

(B) FL3/FL2-Dot-Plot - Quadrant 1: FL2 (PE) positiv; Quadrant 2: FL2 (PE) und FL3 (PE/Cy5)
positiv; Quadrant 3: FL2 (PE) und FL3 (PE/Cy5) negativ; Quadrant 4: FL3 (PE/Cy5) positiv

Quelle: Eigene Abbildung

Die Einstellungen beziglich der Spannung und Verstarkung der Detektoren blieben fir
die Messungen aller Patienten und Probanden unverandert, um eine Vergleichbarkeit
der Ergebnisse zu erreichen. Diese sind in Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: Einstellungen der Spannung und Verstarkung der verschiedenen Detektoren

Quelle: Eigene Abbildung

Im nachsten Schritt mussten die Fluoreszenzfarbstoffe gegeneinander kompensiert
werden. Da sich die Emissionswellenldngenbereiche sowohl von FITC und PE als auch
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von PE und PE/Cy5 Uberlappen, strahlen die Fluoreszenzen auch in den jeweils
anderen Kanal und werden dort als positives Signal detektiert. Um falsch positive
Ergebnisse zu verhindern, muss der Anteil des Fluoreszenzsignals, der
falschlicherweise in den Kanal strahlt vom richtigen Signal abgezogen werden. Dazu
wurde jede einfach gefarbte Probe einzeln gemessen und so kompensiert, dass die
positiven Zellen auf Hohe der ungefarbten Zellen angezeigt wurden (78, S. 89 ff.). Die
Dot-Plots der korrekt kompensierten, einfach gefarbten Proben sind in Abbildung 14 A
- D dargestellt.
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Abbildung 14: Kompensation einfach gefarbter Proben

(A) FL2/FL1-Dot-Plot mit FITC-gefarbten Zellen (X-Achse: PE-Signal, Y-Achse: FITC-Signal)
(B) FL2/FL1-Dot-Plot mit PE-gefarbten Zellen (X-Achse: PE-Signal, Y-Achse: FITC-Signal)
(C) FL3/FL2-Dot-Plot mit PE-gefarbten Zellen (X-Achse: PE/Cy5-Signal, Y-Achse: PE-Signal)
(D) FL3/FL2-Dot-Plot mit PECy5-gefarbten Zellen (X-Achse: PE/Cy5-Signal, Y-Achse: PE-

Signal)

Quelle: Eigene Abbildung
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Nach der Kompensation konnte die eigentliche Messung durchgefiihrt werden. Es
wurden pro Probe dreimal 10 000 CD19 positive (CD19%) Zellen gemessen. Daraus
konnte der Anteil der regulatorischen B-Zellen und der anderen B-Zell-Untergruppen an
allen B-Zellen (CD19* Zellen) beziehungsweise an allen Lymphozyten (Zellen im
Lymphozyten-Gate) errechnet werden. Um pro Messung immer 10 000 CD19* Zellen
zu erfassen, wurde in einem FSC/FL1-Dot-Plot ein Gate um die FITC-positive
Population gelegt und die Messung automatisch gestoppt nachdem 10 000 Ereignisse
in diesem Gate erfasst wurden (vgl. Abbildung 15).
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Abbildung 15: FSC/FL1-Dot-Plot mit Gate um CD19* Population
X-Achse: Forwardscatter (Gréfe der Zellen); Y-Achse: FL1 (FITC-Signal)

Populationen: FITC-positive Zellen (B-Zellen) befinden sich in der oberen Bildhélfte im ,CD19
pos“-Gate und sind farblich hervorgehoben; farblich hervorgehobene Zellen in der unteren
Bildhalfte sind CD19-negative Lymphozyten (insbesondere T-Zellen); bei der schwarz gefarbten
Population rechts davon handelt es sich um Monozyten; diffuse Population in der linken unteren
Bildhalfte: Zelltrimmer

Quelle: Eigene Abbildung

3.2.6.4 Auswertung

Die Auswertung der Messungen erfolgte mit dem Programm BD CellQuest Pro. Um die
Anzahl der regulatorischen B-Zellen zu bestimmen, wurden zunachst, wie in Abschnitt
3.2.6.3 beschrieben, die Lymphozyten (vgl. Abbildung 11) und im Anschluss die CD19*
Zellen durch ein Gate herausgefiltert (vgl. Abbildung 15). Diese wurden dann in einem
FL3/FL2-Dot-Plot dargestellt (vgl. Abbildung 16). Dort werden die Zellen nach der
Intensitat ihrer Fluoreszenz angeordnet. Auf der X-Achse (FL3-Kanal) werden die
Zellen anhand der Starke des PE/Cy5-Signals aufgetragen. Je starker eine Zelle CD38
auf ihrer Oberflache auspragt, desto mehr antikérpergekoppelter PE/Cy5-
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Fluoreszenzfarbstoff kann an ihr binden. Je mehr Farbstoff wiederum gebunden ist,
desto starker ist das Fluoreszenzsignal und desto weiter rechts auf der X-Achse wird
diese Zelle abgebildet (78, S, 96 ff.). Auf der Y-Achse werden in gleicher Weise die
Zellen anhand der Starke ihres PE-Fluoreszenzsignals aufgetragen. Der Farbstoff PE
ist an einen anti-CD24-Antikdrper gekoppelt, welcher das Oberflachenantigen CD24 auf
der Zelloberflache bindet. Je mehr CD24 eine Zelle auspragt, desto starker ist das PE-
Fluoreszenzsignal und desto weiter oben auf der Y-Achse wird diese Zelle abgebildet
(78, S, 96 ff.). Wie in Abbildung 16 zu sehen ist, zeigten sich in diesem FL3/FL2-Dot-
Plot verschiedene Zellpopulationen. Im rechten mittleren Bildbereich ist eine Population
zu sehen, welche eine moderate Anfarbbarkeit mit PE sowie mit PE/Cy5 aufweist. Diese
Zellen pragen CD24 und CD38 mittelstark auf ihrer Oberflache aus und ihre Population
wird als CD19*CD24"CD38" (CD24 intermediate; CD38 intermediate) bezeichnet (38,
41). Links oberhalb dieser Population sind Zellen zu sehen, welche sich starker mit PE
anfarben lassen, allerdings wenig bis keine Anfarbbarkeit mit PE/Cy5 aufweisen. Sie
pragen also sehr viel CD24 und wenig bis kein CD38 auf ihrer Oberflache aus. Diese
Population wird als CD19*CD24MCD38" (CD24 high; CD38 negative) bezeichnet (38,
41). Die dritte abgrenzbare Population ist in der rechten oberen Ecke zu sehen und
beinhaltet Zellen, die sowohl mit PE als auch mit PE/Cy5 sehr stark anfarbbar sind. Sie
pragen also CD24 und CD38 sehr stark aus und werden CD19*CD24MCD38" (CD24
high; CD38 high) genannt (38, 41).
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Abbildung 16: FL3/FL2-Dot-Plot mit dreifachgefarbten CD19* Zellen

Darstellung von CD19* gegateten Zellen, welche mit anti-CD38-PE/Cy5 und anti-CD24-PE
gefarbt wurden.

X-Achse: FL3 - Zellen anhand der Auspragung von CD38 auf ihrer Oberflache angeordnet.
Y-Achse: FL2 - Zellen anhand der Auspragung von CD24 auf ihrer Oberflache angeordnet

Quelle: Eigene Abbildung
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Nach Sanz et al. (38) konnten die verschiedenen Populationen spezifischen B-Zell-
Untergruppen zugeordnet werden. Durch den Phanotyp CD19*CD24"MCD38  werden B-
Gedachtniszellen charakterisiert. Der Phanotyp CD19*CD24™CD38™" definiert naive B-
Zellen, worunter man reife B-Zellen versteht, welche noch keinen Kontakt zu ihrem
Antigen hatten (29, S. 396 ff., 38). Durch den Phanotyp CD19*CD24"CD38" hingegen
werden transitionale B-Zellen definiert (38). Innerhalb dieser Population finden sich
regulatorische B-Zellen (49). Wahrend aktuelle Studien Hinweise auf eine Vielzahl an
unterschiedlichen immunsuppressiven B-Zell-Arten aufzeigen, sind die
CD19'CD24MCD38M" Bregs €ine gut untersuchte regulatorische B-Zell-Population (49).
Sie hemmen die Immunantwort, indem sie die Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen wie Interferon-y und TNF-a durch CD4* T-Zellen inhibieren (41, 83).
Aullerdem unterdricken sie die Differenzierung von naiven T-Zellen zu Tu1- und Ty17-
Zellen und wandeln T-Zellen in regulatorische T-Zellen um (48).

Um die verschiedenen B-Zell-Untergruppen zu identifizieren, wurden bei jedem
Patienten die Gates individuell verschoben. Dabei wurde der Abstand der Gates
zueinander nicht verandert, es wurde lediglich deren Position auf der X- bzw. Y-Achse
verschoben. Um die Gates korrekt zu setzen, wurde der oben gezeigte FL3/FL2-Dot-
Plot (Abbildung 16) als Konturplot dargestellt (vgl. Abbildung 17A). Dadurch konnte
nach Sanz et al. ein Gate um den Bereich der hochsten Dichte gelegt werden, welches
den CD19*CD24"CD38" Zellen entspricht (38). Zur Kontrolle der richtigen Position
erfolgte aullerdem eine Darstellung der Zellen als Dichteplot (vgl. Abbildung 17B). Dort
wurden auch die weiteren Gates fir die CD19*CD24"CD38  und die
CD19*CD24MCD38" Zellen angezeigt, welche stets in Abhangigkeit des
CD19*CD24"CD38" -Gates gelegt wurden.
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Abbildung 17: Kontur- und Dichteplot der dreifachgefarbten CD19* Zellen

(A) FL3/FL2-Konturplot mit Gate um Bereich héchster Dichte (entspricht CD19+*CD24i"tCD38int
Zellen)
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(B) FL3/FL2-Dichteplot mit gleichem Gate und zuséatzlich den Gates fiir CD19*CD24hCD38- und
CD19+*CD24hCD38" Zellen

Quelle: Eigene Abbildung

Nachdem die drei Gates nach oben genanntem Schema gelegt wurden, wurde die
jeweilige Probe wieder als FL3/FL2-Dot-Plot dargestellt. Ein exemplarischer FL3/FL2-
Dot-Plot und die dazugehorige Gate-Statistik sind in Abbildung 18 dargestellt.
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Abbildung 18: FL3/FL2-Dot-Plot mit Gates und zugehdriger Gate-Statistik zur Darstellung der
B-Zell-Untergruppen

X-Achse: FL3; Y-Achse: FL2

Links: Darstellung eines exemplarischen FL3/FL2-Dot-Plots dreifachgefarbter CD19* Zellen mit
Gates fiir CD19*CD24"CD38"t (Naive B-Zellen), CD19*CD24NCD38- (B-Gedachtniszellen)
sowie der CD19*CD24MCD38" (regulatorische B-Zellen);

Rechts: Zugehorige Gate-Statistik zur Darstellung der absoluten Zellzahlen

Quelle: Eigene Abbildung

Mithilfe der Gate Statistik konnten die absoluten Anzahlen der gemessenen
Lymphozyten, der B-Zellen (CD19* Zellen), der CD19*CD24"™CD38", der
CD19*CD24MCD38" sowie der CD19*CD24"CD38" regulatorischen B-Zellen bestimmt
werden. Aus den absoluten Anzahlen konnten die Anteile der einzelnen B-Zell-Subtypen
und insbesondere der regulatorischen B-Zellen an den gesamten B-Zellen
beziehungsweise an allen Lymphozyten errechnet werden.
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3.2.7 In-Vitro-Stimulation von B-Zell-Subpopulationen

Ein Teil der isolierten mononuklearen Zellen wurde zunachst zur Stimulation in Kultur
genommen und danach weiteren Untersuchungen zugefihrt. Wie in Abschnitt 2.3.3.2
beschrieben, entfalten die regulatorischen B-Zellen ihre immunsuppressive Wirkung vor
allem durch die Ausschiuttung von IL-10. Der Anteil der Zellen, welche IL-10
sezernieren, ist unter den CD19*CD24MCD38" transitionalen B-Zellen besonders hoch.
Absolut gesehen ist die IL-10-produzierende B-Zell-Population jedoch in nicht
stimulierten Proben sehr klein (84). Um den Anteil an IL-10 produzierenden Zellen zu
erhdhen, wurden die frisch isolierten PBMCs in einer Zellkultur mit verschiedenen
Stoffen versetzt und so zur Differenzierung und Ausschittung von IL-10 angeregt.

Als Protokoll fir die Durchfihrung dieses Teils der Arbeit dienten verschiedene
Veroéffentlichungen folgender Arbeitsgruppen: Banko et al. (71, 84), Daien et al. (85)
und Marasco et al. (86). Von den isolierten und gezahlten PBMCs aus Schritt 3.2.5
wurden 2 x 107 Zellen entnommen. Die entnommene Zellldsung wurde bei 300 x g und
20 °C fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das entstandene
Zellpellet wurde in 10 ml Zellkulturmedium resuspendiert, sodass die Zellen in einer
Konzentration von 2 x 10° lebende Zellen pro Milliliter Medium vorlagen. Das
Zellkulturmedium (Medium) bestand aus RPMI 1640 mit 10 % Fetal Bovine Serum
(FBS), 1 % L-Alanyl-L-Glutamine, 1 % Penicillin-Streptomycin, 1 % Sodium Pyruvate
und 10 mM/L Hepes und war auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt. Von der Zellldsung
wurden zweimal je 5 ml entnommen und fur zwei verschiedene Kulturansatze in die
Vertiefungen einer 6-Well Mikrotiterplatte (well plate) gegeben. Ansatz 1 wurde mit 2,5
Mg/ml CpG und 1 ug/ml CD40L versetzt. Ansatz 2 wurde mit 2 pg/ml Retinahomogenisat
versetzt, welches zuvor selbst hergestellt wurde. Die Hintergrinde und Vorbereitungen
zu den verschiedenen Ansatzen sind unten unter Abschnitt 3.2.7.1 und 3.2.7.2
beschrieben. Die Zellen, welche als Suspensionskultur wachsen, wurden fir 48
Stunden bei 37 °C und 5 % CO. im Brutschrank kultiviert. Nach Ablauf der zwei Tage
wurden die Zellldsungen in 15 ml-Réhrchen Uberfihrt und fir 10 min bei 300 x g
zentrifugiert. Von beiden Zellkulturansatzen wurden je dreimal 1 ml Uberstand
abgenommen und bei - 20 °C eingefroren. Der restliche Uberstand wurde verworfen
und die Zellen wurden zweimal mit Wasch-Puffer gewaschen. Es wurde, wie in Punkt
3.2.5 beschrieben, die Zellzahl bestimmt und die Zellen in Wasch-Puffer resuspendiert,
so dass eine Konzentration von 107 Zellen pro Milliliter Puffer vorlag. Die Zellen aus
beiden Kulturansatzen wurden, wie in Punkt 3.2.6.2 dargestellt, anhand ihrer
Oberflachenmerkmale markiert und mit dem Durchflusszytometer gemessen. Die
Messung mithilfe des Durchflusszytometers und die Auswertung erfolgten analog zu
den in den Punkten 3.2.6.3 und 3.2.6.4 beschriebenen Schritten.

3.2.7.1 Stimulation der Zellen mit CpG und CD40L

Um die B-Zellen zur Differenzierung in IL-10-produzierende regulatorische B-Zellen
anzuregen, wurde das Zellkulturmedium mit den Stoffen CpG und CD40L versetzt. CpG
ist ein Toll-like-Rezeptor-9-Ligand (TLR9-Ligand) und kann B-Zellen tUber den Toll-like-
Rezeptor T-Zell-unabhangig aktivieren (44). Toll-like-Rezeptorten sind sogenannte
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Pattern-Recognition-Rezeptoren, die Pathogen-assoziierte molekulare Muster
erkennen und dadurch verschiedene zellulare Funktionen auslésen (28, S. 28 ff.).
CD40L dagegen wird in vivo von T-Zellen exprimiert und kann durch Bindung an CD40
B-Zellen T-Zell-abhangig aktivieren. CD40, ausgeschrieben Cluster of Differentiation
40, ist ein membran-assoziiertes Protein der B-Zell-Oberflache und gehort der
Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Superfamilie an. Bindet der CD40-Ligand (CD40L) an
CD40, wird die B-Zelle zu Wachstum, Reifung, Zytokin- und Antikérperproduktion
angeregt (28, S. 308, 44). Ist das Signal durch die Bindung des Liganden allerdings
verlangert und verstarkt, so kann dies einen hemmenden Einfluss auf die Ausschittung
von Antikdrpern haben. Mehrere Studien identifizierten die Interaktion von CD40L und
CD40 als essenziell fur die Aktivierung von regulatorischen B-Zellen (44, 46, 87). Es
wird angenommen, dass es in vivo zu einer optimalen IL-10-Produktion kommt, wenn
eine durch den Toll-like-Rezeptor aktivierte B-Zelle ein stimulierendes Signal durch den
CD40-Liganden einer T-Zelle bekommt (44). Die Anregung des Toll-like-Rezeptors
wurde durch das CpG Oligonukleotid der Klasse B nachgebildet und das stimulatorische
T-Zell-abhangige Signal durch Zugabe eines I6slichen CD40-Liganden. Die als Feststoff
gelieferten Stimulanzien wurden jeweils nach Herstellerangaben in sterilem,
destilliertem Wasser beziehungsweise dem mitgelieferten endotoxinfreien Wasser
aufgeldst, aliquotiert und bei - 20 °C aufbewahrt.

3.2.7.2 Stimulation der Zellen mit Retinahomogenisat

Neben der Stimulation, die eine optimale IL-10-Produktion erreichen sollte, wurden die
Zellen auch mit einem Homogenisat aus Schweineretinae versetzt. Im Tiermodell
konnte gezeigt werden, dass es bei Ratten, die mit einem Homogenisat aus
Sehnervenantigen immunisiert wurden, zu einem signifikanten Verlust von retinalen
Ganglienzellen kommt. Auflerdem wurden bei diesen Tieren erhdhte autoreaktive
Antikdrper, die gegen Antigene der Retina, des Sehnervs und des Gehirns gerichtet
waren, nachgewiesen. Zusatzlich zeigte sich in den Sehnerven der immunisierten
Ratten eine Antikérper-Akkumulation, eine Aktivierung von Gliazellen sowie eine
Demyelinisierung (88). In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass T-Zellen
von Glaukompatienten in vitro anders auf retinale Antigene reagierten als solche von
gesunden Vergleichspersonen (89). T-Zellen von Patienten zeigten in Anwesenheit
eines Proteinlysats aus glaukomatéser Retina eine signifikant hohere Proliferationsrate
als T-Zellen von Kontrollpersonen (89, 90). Daher sollte durch das Inkubieren mit
Retinahomogenisat herausgefunden werden, ob auch B-Zellen von an Glaukom
erkrankten Patienten anders auf einen Kontakt mit Retina-spezifischen Antigenen
reagieren als solche von gesunden Probanden. Bei einem Homogenisat handelt es sich
um feinst zerkleinertes Gewebe, in welchem die Zellorganellen der zerstoérten Zellen
frei vorliegen (91S. 45 ff.). Durch die im Folgenden beschriebenen Schritte konnte
daraus ein konzentriertes Proteinlysat aus retinalen Zellen gewonnen werden.

Um das Retinahomogenisat herzustellen, wurden zunadchst vier Netzhaute aus
Schweineaugen isoliert. Die Augen stammten von einer lokalen Metzgerei, die die
Schweine selbst schlachtet. Somit konnte gewahrleistet werden, dass die Retinae
binnen drei Stunden nach der Schlachtung im Labor aufbereitet werden konnten. Die
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Augen wurden zunachst mit 70 %igem Alkohol (EtOH) desinfiziert und dann unter
sterilen Bedingungen prapariert. Als erster Schritt wurde der Augapfel entlang der Pars
Plana des Ziliarkdrpers mit Hilfe eines Skalpells aufgeschnitten und die Linse, die Iris,
der Ziliarkorper und der Glaskorper entfernt. Nun konnte die Retina vorsichtig unter
Verwendung eines Pinsels vom retinalen Pigmentepithel abgeldst werden. Mit einer
feinen Schere wurde die Netzhaut an der Papilla nervi optici vom Sehnerv getrennt und
in ein verschlieBbares 2 ml Reaktionsgefal® uberfihrt. In gleicher Weise wurden auch
die drei weiteren Retinae isoliert und in Reaktionsgefalle gegeben. Diese wurden in
flussigem Stickstoff schockgefroren und bei - 80 °C aufbewahrt. Zur Homogenisierung
wurde das Precellys® Keramik-Kit 1,4/2,8 mm verwendet. Das Keramik-Gemisch und
je 1,5 ml T-PER Puffer (Tissue Protein Extraction Reagent) wurde zu den gefrorenen
Netzhauten gegeben. Die Proben wurde mithilfe des Precellys® 24 Homogenisator bei
5000 rpm dreimal fir je 45 Sekunden homogenisiert und im Anschluss bei 14 000 x g
und 4 °C fir 12 Minuten zentrifugiert. Um eine Verunreinigung der Proben mit
unléslichen  Zelltrimmern zu vermeiden, wurden die Uberstdnde in neue
ReaktionsgefaRe Uberflihrt und der Zentrifugationsschritt wiederholt (92). Die so
gewonnenen Uberstande enthielten die, in T-PER Puffer gelosten, Proteine der
jeweiligen Netzhdute. Fir die weiteren Schritte wurde der Puffer durch Ultrafiltration
mithilfe der Amicon Ultra-0.5 Centrifugal Filter Unit ausgetauscht und durch PBS
ersetzt. Der Pufferaustausch erfolgte nach den Angaben des Herstellers der
Filtereinheit. Dazu wurden je 500 ul des Uberstands in das Reservoir der Filtereinheit
gegeben und diese bei 18 000 x g fur 15 Minuten zentrifugiert. Dadurch blieb das
gewonnene Protein oberhalb des Filters zuriick, wahrend der Puffer die Membran
passieren konnte und sich unterhalb als Filtrat sammelte. Nach der Zentrifugation
wurde das Filtrat verworfen und weitere 450 pl des Uberstands in das Reservoir der
Filtereinheit gegeben. Dieser Schritt wurde insgesamt dreimal wiederholt, bis die
kompletten Uberstande filtriert waren. Im Anschluss folgte nach derselben
Vorgehensweise ein Waschschritt mit PBS. Zur Gewinnung des konzentrierten Proteins
wurde in ein neues Reaktionsgefal® 200 uyl PBS vorgelegt, die Filtereinheit mit der
Oberseite nach unten in dem Gefal3 platziert und dieses bei 5000 x g fur 2 Minuten
zentrifugiert. Die konzentrierten Proteinlysate wurden gepoolt und es wurde mithilfe des
Pierce™ BCA Protein Assay Kit nach Herstellerangaben eine Proteinbestimmung
durchgefihrt. Dabei wurde der Proteinlysatpool in einem Verhaltnis von 1:20, 1:30 und
1:40 mit PBS verdiinnt, um drei verschiedene Konzentrationsstufen zu erhalten. Die
verschieden verdinnten Ansatze wurden jeweils dreimal mit dem Photometer Multiskan
Ascent bei einer Wellenlange von 570 nm gemessen (91, S. 2 ff., 92). Das konzentrierte
Lysat wurde mit PBS verdunnt, so dass das Protein in einer Konzentration von 1 pyg/mi
vorlag. Daraus wurden Aliquots zu je 50 pg entnommen und diese bei -20 °C
aufbewahrt. Um die optimale Konzentration fur die Stimulation der regulatorischen B-
Zellen herauszufinden, wurden mehrere Kulturansatze mit unterschiedlichen Mengen
des Retinahomogenisats versetzt und die durchflusszytometrischen Messergebnisse
verglichen. Dabei konnte die hochste Anzahl an regulatorischen B-Zellen nach einer
Stimulation mit 2 ug pro Milliliter Zellkulturmedium, in welchem 2 x 10¢ Zellen gelost
waren, nachgewiesen werden. Sowohl bei hoéheren als auch bei niedrigeren
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Konzentrationen des Retinahomogenisats war die Anzahl der regulatorischen B-Zellen
geringer.

3.2.8 Microarray

Ein weiterer Teil der Arbeit bestand darin, die Level verschiedener pro- und
antiinflammatorischer Zytokine der Patienten und Probanden zu erheben und auf
eventuelle Unterschiede hin zu untersuchen. Dies wurde mithilfe eines Antikérper-
Microarrays durchgefiihrt. Dieser dient dazu, eine Vielzahl von verschiedenen
Antigenen in einer Probe zeitgleich zu detektieren und zu quantifizieren (78, S. 46 ff.).
Untersucht wurden pro Studienteilnehmer eine Serumprobe sowie jeweils der
Uberstand aus den beiden Zellkulturansatzen. Die Serumprobe wurde wie in Abschnitt
3.2.3 beschrieben aus dem frisch abgenommenen Blut gewonnen und dann bei - 20 °C
in EppendorfgefalRen eingefroren. Die Uberstande aus den Zellkulturen, welche mit
CpG und CD40L bzw. mit Retinahomogenisat stimuliert worden waren, wurden wie in
Abschnitt 3.2.7 beschrieben entnommen und ebenfalls bei - 20 °C in Eppendorfgefallen
eingefroren.

3.2.8.1 Spotten

Far den Antikorper-Microarray wurde eine Reihe von Antikdrpern, welche gegen pro-
und antiinflammatorische Zytokine gerichtet sind, ausgewahlt. Eine Ubersicht tber alle
verwendeten Antikorper ist in Tabelle 3 aufgeflhrt. Die Antikérper wurden auf Eis
aufgetaut und mit PBS verdinnt, sodass sie in einer Konzentration von 0,1 mg/ml
vorlagen. Zu den verdinnten Antikérpern wurde im Verhaltnis 1:1 Spotting Puffer
zugegeben, welcher aus PBS mit 0,01 % Tween-20 und 0,5 % Glycerol bestand und
auf einen pH-Wert von 8,5 eingestellt war. Als letzten Schritt der Vorbereitung wurden
die Antikorper bei 800 x g und 4 °C fur 2 Minuten zentrifugiert.

Tabelle 3: Ubersicht Uber die fir das Spotten verwendeten Antikérper

Antikérper
Anti-CCL2 Anti-CTGF Anti-CXCL8 Anti-CYR61
Anti-EGF Anti-HMGB1 Anti-IL-1A Anti-1L-4
Anti-1L-6 Anti-1L-8 Anti-IL-10 Anti-1L-13
Anti-IL-18 Anti-IL-33 Anti-Interferon-y Anti-PLA2G5
Anti-PLA2G7 Anti-RANTES Anti-TGFB1 Anti-TGFB2
Anti-TNF alpha Anti-VEGFA

Quelle: Eigene Darstellung

Die Antikoérper-Microarrays wurden in unserem Labor mithilfe eines kontaktlosen Array-
Spotters der Firma Scienion hergestellt. Das Spotten wurde von Mitarbeitern unserer
Arbeitsgruppe durchgefuhrt und die fertiggestellten Objekttrdger wurden dieser Studie
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zur Verfigung gestellt. Die vorbereiteten Antikorper wurden in Triplikaten auf
Nitrocellulose-Objekttrager gespottet. Als negative Kontrolle wurden Spots aus PBS
miteingefugt. Wahrend des Spottens war die Feuchtigkeit in der Klimakammer des
Array-Spotters auf 60 % und die Temperatur auf 8 °C eingestellt. Um eine optimale
Immobilisation der Proteine auf den Nitrocellulose-Objekttragern zu erreichen, wurden
diese nach dem Spotten nicht bewegt, sondern zum Trocknen Uber Nacht liegen
gelassen. Die getrockneten Objekttrager wurden bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung
aufbewahrt.

3.2.8.2 Labeln

Bevor die Proben mit einem Fluorochrom konjugiert werden konnten, musste die
Proteinmenge der jeweiligen Probe bestimmt und auf eine Konzentration von 1 pg/pl
verdinnt werden. Die Proteinbestimmung wurde mithilfe des Pierce™ BCA Protein
Assay Kit der Firma Thermo Fisher nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Da die
ungefahr zu erwartende Proteinmenge bei Serumproben laborintern bereits bekannt ist,
wurden diese in einem Verhaltnis von 1:100 mit PBS verdunnt. Um vor der eigentlichen
Messung die korrekte Verdiinnung der Uberstand-Proben zu ermitteln, wurden von drei
zufallig ausgewahlten Patienten jeweils die Uberstdinde des CpG/CD40L-
Zellkulturansatzes und des Retinahomogenisat-Zellkulturansatzes probehalber
gemessen. Dazu wurden die Proben in einem Verhaltnis von 1:10, 1:50 und 1:100 mit
PBS verdinnt, um drei verschiedene Konzentrationsstufen zu erhalten. Die
Versuchsansatze mit einer Verdinnung von 1:50 und 1:100 wiesen eine zu geringe
Proteinkonzentration auf und die Absorptionswerte lagen somit aulierhalb des
Absorptionsbereichs der Standardgeraden. Da die Absorptionswerte bei der
Verdunnung von 1:10 am oberen Ende des Absorptionsbereichs der Standardgeraden
lagen, wurde fur die eigentliche Messung eine Verdinnung von 1:20 festgelegt. Die
Serum- und Uberstand-Proben aller Studienteilnehmer wurden zur Proteinbestimmung
nach Herstellerangaben gefarbt und im Anschluss mit dem Photometer Multiskan
Ascent der Firma Thermo Fisher Scientific bei einer Wellenlange von 570 nm gemessen
(91, S. 2 ff.). Die Messergebnisse wurden mithilfe der Ascent™ Software 2.6 erfasst
und in Excel anhand der Standardgeraden ausgewertet. Die Proben wurden je nach
ihrer Proteinkonzentration mit Labelling-Puffer verdinnt, sodass sie in einer
Konzentration von 1 ug/ul vorlagen. Der Labelling-Puffer bestand aus vollentsalztem
Wasser mit 0,05 M Natriumtetraborat Decahydrat und war auf einen pH-Wert von 8,5
eingestellt.

Von den verdunnten Serum-Proben wurden jeweils 100 ul in eine Vertiefung einer 96-
Well Mikrotiterplatte gegeben. AuRerdem wurde eine Serum-Referenzprobe vorbereitet.
Diese bestand zu gleichen Teilen aus allen verdinnten Serumproben. Von der Serum-
Referenzprobe wurden zehnmal 100 yl entnommen und ebenfalls je in eine Vertiefung
der 96-Well Mikrotiterplatte gegeben. Da, wie in Punkt 4.2.1 beschrieben, der Effekt bei
der Messung der Serumproben gering war, wurden die Uberstidnde aus den beiden
Zellkulturansatzen als Poolproben gemessen. Dazu wurden die Uberstande nach der
jeweiligen Stimulation der Zellkultur sowie nach Patienten und Probanden aufgeteilt.
Aus den Uberstdnden der mit CpG/CD40L stimulierten Zellkulturen wurde eine
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Poolprobe von allen Patienten und eine von allen gesunden Probanden vorbereitet.
Dazu wurde von jeder verdinnten Probe eines Patienten, welche mit CpG/CD40L
stimuliert worden war, 10 pyl enthommen und in einem Eppendorfgefal gesammelt.
Ebenso wurde von jeder Probe eines gesunden Probanden, welche mit CpG/CD40L
stimuliert worden war, 10 yl entnommen und in einem weiteren Eppendorfgefa®
gesammelt. In gleicher Weise wurden auch zwei Poolproben aus den Uberstanden der
mit Retinahomogenisat stimulierten Zellkulturansatze vorbereitet. Somit ergaben sich
vier Poolproben: 1) CpG/CD40L Patient; 2) CpG/CD40L Proband;
3) Retinahomogenisat Patient; 4) Retinahomogenisat Proband. Von jeder Uberstand-
Poolprobe wurden 100 ul in eine Vertiefung der 96-Well Mikrotiterplatte gegeben. Auch
fur die Uberstande wurde eine Referenzprobe erstellt. Diese bestand zu gleichen Teilen
aus allen verdiinnten Uberstand-Proben. Von dieser Uberstand-Referenzprobe wurden
zwei Vertiefungen der 96-Well Mikrotiterplatte mit je 100 ul befillt. Der letzte Schritt der
Vorbereitung war es, zwei Negativkontrollen anzusetzen. Dazu wurden zweimal 100 pl
Labelling-Puffer in je eine Vertiefung der 96-Well Mikrotiterplatte gegeben.

Im Anschluss konnte das eigentliche Farben (Labeln) durchgefiihrt werden. Dafir
wurden zwei verschiedene Farbstoffe verwendet. Beide Farbstoffe binden Uber NHS-
Ester-Chemie an die Aminogruppen der im Serum beziehungsweise Uberstand
befindlichen Proteine und kénnen aufgrund ihrer Fluoreszenz detektiert werden (78, S.
46 ff.). Der erste Farbstoff war DyLight™ 650, welcher bei Anregung ein rotes Licht
emittiert. Dieser wurde fur die Markierung der reguldren Proben, also aller
Serumproben und der Uberstand-Poolproben, verwendet. AuBerdem wurde eine der
beiden Negativkontrollen damit versetzt. Zum Farben der Proben wurde in jedes der
genannten Wells 1 pl DyLight™ 650 zugegeben. Der zweite Farbstoff war DyLight™
550. Dieser emittiert bei Anregung grunes Licht und wurde zur Markierung der
Referenzproben verwendet. Die Serum-Referenzprobe, die Uberstand-Referenzprobe
sowie die zweite Negativkontrolle wurden mit je 1 pyl DyLight™ 550 pro Well versetzt.
Die Proben wurden fir eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach
Ablauf der Zeit wurde jedem Well 10 yl Quenching Solution zugegeben, um die
Reaktion zu stoppen. Diese bestand aus HPLC Wasser mit 1,5 M Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan und war auf einen pH-Wert von 8,8 eingestellt. Die Proben wurden
weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.

Im Anschluss wurde ungebundener Farbstoff mithilfe von Zeba Entsalzungs-
Zentrifugationsplatten der Firma Thermo Scientific™ entfernt. Die Vertiefungen dieser
Platten enthalten ein Harz, wodurch Salz und kleine Molekiile aus Proben entfernt
werden koénnen (93). Dazu wurde im ersten Schritt von der auf Raumtemperatur
erwarmten Platte die Schutzfolien abgezogen und diese auf einer Waschplatte platziert.
Die aufeinander gestellten Platten wurden bei 1000 x g fir 2 Minuten zentrifugiert, um
den Storage Buffer zu entfernen. Dieser sammelte sich durch die Zentrifugation in der
Waschplatte und wurde verworfen. In jede Vertiefung der Entsalzungs-
Zentrifugationsplatte wurden 250 ul PBS gegeben und die beiden Platten wurden
erneut bei 1000 x g fur 2 Minuten zentrifugiert. Der in der Waschplatte gesammelte
Puffer wurde abermals verworfen und der Waschschritt wurde wiederholt. Im Anschluss
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wurde in jede Vertiefung 100 yl PBS gegeben, die Platte wurde bei 1000 x g fir 2
Minuten zentrifugiert und der gesammelte Puffer wurde verworfen. Die Entsalzungs-
Zentrifugationsplatte wurde nun statt auf die Waschplatte auf einer
Probensammelplatte platziert. Die Proben wurden in die Vertiefungen der Entsalzungs-
Zentrifugationsplatte gegeben und die Platten wurden bei 1000 x g fur 2 Minuten
zentrifugiert. Dadurch sammelten sich die von ungebundenem Farbstoff gereinigten
Proben in der Probensammelplatte. Diese wurde verschlossen und konnte bei - 20 °C
vor Licht geschiutzt bis zur weiteren Bearbeitung gelagert werden.

3.2.8.3 Inkubation

Die Nitrocellulose-Objekttrager aus Punkt 3.2.8.1 mussten flr die Inkubation mit den
Proben vorbereitet werden. Dazu wurde jeder Objekttrager in einer Inkubationskammer
befestigt, wodurch der Objekttrager in 16 Abschnitte beziehungsweise Vertiefungen
unterteilt wurde. Um Hintergrundsignale zu minimieren, wurde in jede Vertiefung 100 ul
Blocking Buffer SuperG™ der Firma Grace Bio-Labs gegeben. Die Objekttrager wurden
fir eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Thermomixer (10 %) inkubiert. Nach
der Inkubationszeit wurde der Blocking Buffer abgenommen und es folgten drei
Waschschritte mit PBST (PBS mit 0,5 % Tween-20). Diese bestanden jeweils aus der
Abnahme des Puffers, Zugabe von 100 yl PBST, zehnmaligem Auf- und Abpipettieren
und einer 10-mindtigen Inkubation auf dem Thermomixer. Nach dem dritten
Waschschritt waren die Objekttrager bereit fur die Inkubation mit den Proben. Alle
folgenden Arbeits- sowie Inkubationsschritte wurden im Dunkeln durchgefihrt. Wie
weiter oben beschrieben, war jeder Objekttrager durch die Inkubationskammer in 16
verschiedene Abschnitte unterteilt und bot somit Platz fir 16 Arrays. Auf jedem
Objekttrager musste zwingend eine Kontrolle mit PBS und eine mit den vorbereiteten
Negativkontrollen aus Punkt 3.2.8.2 vorhanden sein. Dazu wurde eine Vertiefung jedes
Objekttragers mit 100 pl PBS gefullt. Eine zweite Vertiefung wurde mit 25 ul der
DyLight™ 650 Negativkontrolle, mit 25 pyl der DyLight™ 550 Negativkontrolle und mit
50 pl PBS geflllt. Als drittes musste jeder Objekttrager eine zu den Proben gehdrige
Referenzprobe enthalten. Somit wurde auf jedem Objekttrager, auf dem Serumproben
gemessen wurden, eine Vertiefung mit der Serum-Referenzprobe geflllt und auf dem
Objekttrager, auf welchem die Uberstand-PooIproben gemessen wurden, eine
Vertiefung mit der Uberstand-Referenzprobe. Dabei wurden jeweils 25 ul der
Referenzproben mit 75 pl PBS vermischt und in eine Vertiefung gegeben. Die restlichen
Vertiefungen wurden mit den Serumproben beziehungsweise den Uberstand-
Poolproben gefullt. Dabei wurde in jede Vertiefung 25 pl der entsprechenden Probe
gegeben und mit 25 ul der zugehoérigen Referenzprobe sowie 50 ul PBS gemischt. Die
Objekttrager wurden im Anschluss fur zwei Stunden bei Raumtemperatur auf dem
Thermomixer (10 %) mit den Proben inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit folgten
vier, wie weiter oben beschriebene, Waschschritte. Die ersten zwei erfolgten mit PBST,
fur die letzten zwei wurde ultrareines Wasser (HPLC grade) verwendet. Nach dem
letzten Waschschritt wurde das HPLC Wasser abgenommen und die Objekttrager aus
den Inkubationskammern entnommen. Die Objekttrager wurden mithilfe einer
Vakuumzentrifuge bei 30 °C getrocknet und unmittelbar im Anschluss gemessen.
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3.2.8.4 Messung, Quantifizierung und Datenanalyse

Die Messung sowie die Quantifizierung und Datenanalyse wurde durch Mitarbeiter
unserer Arbeitsgruppe durchgefuhrt. Die Antikdrper-Microarrays wurden mithilfe des
Microarray-Scanners SensoSpot® der Firma Miltenyi Imaging gemessen und als 16-
Bit-TIFF-Dateien digitalisiert. Dabei wurde sowohl die Intensitat des roten Lichts,
welches durch den Farbstoff DyLight™ 650 emittiert wird, als auch die des grinen
Lichts, welches durch den Farbstoff DyLight™ 550 emittiert wird, gemessen. Fur die
Quantifizierung und Datenanalyse wurde die Analysesoftware ImaGene™ 5.5 von
BioDiscovery verwendet. Mithilfe dieser Software konnten die Intensitaten der
verschiedenen Spots quantifiziert werden. Spots, welche eine schlechte Qualitat
aufwiesen, wurden manuell kontrolliert und von spateren Analysen ausgeschlossen. Die
absoluten Intensitaten der Spots wurde errechnet, indem das lokale Hintergrundsignal
abgezogen wurde. Ergab sich dadurch ein negatives Ergebnis, wurden diese Spots als
fehlend behandelt. Im nachsten Schritt wurde von jeder errechneten Intensitat der Wert
der Negativkontrolle, welche auf jedem Objekttrager mitgemessen wurde, abgezogen.
Mithilfe des Programms Statistica® 13 der Firma Statsoft wurden aus den gespotteten
Triplikaten die Mittelwerte der Intensitaten gebildet. Zur Normalisierung wurde der
Quotient aus der Intensitat des roten Lichts und der des griinen Lichts errechnet. Mit
den so erhaltenen normalisierten Fluoreszenz-Intensitdten wurden alle weiteren
Berechnungen durchgefiihrt. Die normalisierten Fluoreszenz-Intensitdten waren
proportional zur Konzentration des jeweils untersuchten Zytokins.

3.2.9 Statistik

3.2.9.1 Durchflusszytometrie

Zur statistischen Auswertung der Messergebnisse der Durchflusszytometrie wurde das
Programm Statistica® 13 der Firma Statsoft genutzt. Um statistisch signifikante
Unterschiede in den Frequenzen der B-Zell-Subgruppen sowie insbesondere der
regulatorischen B-Zellen zwischen Patienten und Probanden zu ermitteln, wurde der
Student's t-Test berechnet. Die absoluten Anzahlen wurden jeweils aus der, wie in Punkt
3.2.6.4 beschrieben, zugehdrigen Gate Statistik entnommen. Als statistisch signifikant
wurde ein p-Wert von < 0,05 angesehen.

3.2.9.2 Microarray

Zur statistischen Auswertung der Microarray-Messergebnisse wurde ebenfalls das
Programm Statistica® 13 der Firma Statsoft genutzt. Fir alle Berechnungen wurden
die, wie in Punkt 3.2.8.4 genauer beschriebenen, normalisierten Fluoreszenz-
Intensitaten verwendet. Zur Detektion statistisch signifikanter Unterschiede der Zytokin-
Level bei Patienten und Probanden wurde fir die Untersuchung der Serumproben der
Student's t-Test herangezogen. Dabei wurde ein p-Wert von < 0,05 als statistisch
signifikant angesehen. Fiir die Untersuchung der Uberstand-Poolproben wurde ein Fold
Change-Berechnung durchgefuhrt. Dabei wurden die normalisierten Fluoreszenz-
Intensitaten (nFl) der einzelnen Zytokine von Patienten und Probanden, aufgeteilt nach
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Stimulation (C: Stimulation mit CpG/CD40L; R: Stimulation mit Retinahomogenisat),
anhand folgender Formeln zueinander ins Verhaltnis gesetzt:

nFIPatient )

nF IPatient )
nF IProband

Fold Change gy = log, (nFIproband

Fold Change ) = log, (
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4 Ergebnisse

4.1 Durchflusszytometrie

Die Auswertung der durchflusszytometrischen Messergebnisse erfolgte, wie in Punkt
3.2.6.4 dargestellt, anhand verschiedener Gates und der jeweils zugehdrigen Gate-
Statistik. Fur die durchflusszytometrische Messung wurden die mononuklearen Zellen
des Blutes verwendet, die, wie in Punkt 3.2.4 beschrieben, aus dem Vollblut isoliert
wurden. Die Anteile der verschiedenen Zellen innerhalb der PBMCs variieren
interindividuell, aber bewegen sich innerhalb einer gewissen Bandbreite (94). Eine
Ubersicht iber die physiologischen Anteile der mononukledren Zellen ist in Tabelle 4
dargestelit.

Tabelle 4: Verteilung der peripheren mononuklearen Zellen

PBMCs Anteile
Lymphozyten 70 - 90 %

- T-Zellen (70 — 85 %)

- B-Zellen (5 -10 %)

- NK-Zellen (5 - 20 %)
Monozyten 10 - 20 %
Dendritische Zellen 1-2%

Quelle: Eigene Abbildung nach (94)

4.1.1 Lymphozyten

Der Anteil von Lymphozyten an allen Events (PBMCs und Zelltrimmer) war bei
Patienten (M = 59,28 %; SD = 14,38 %) niedriger als bei gesunden Probanden (M =
68,25 %; SD = 8,58 %). In nicht-stimulierten Proben ergab der t-Test, dass der
Unterschied signifikant war (f (28) = - 2,11, p = 0,044). Beim Vergleich der Proben nach
Stimulation lie3 sich keine Signifikanz nachweisen, aber die gleiche Tendenz. Eine
grafische Darstellung der Ergebnisse der nicht-stimulierten Proben als Boxplot ist in
Abbildung 19 zu sehen. Eine Ubersicht tber die statistischen Ergebnisse ist in Tabelle
5 dargestellt.

Der Anteil der Lymphozyten bei Gesunden mit anndhernd 70 % passt zu den in der
Literatur angegebenen Werten, wohingegen die Lymphozyten bei den Patienten im
Vergleich erniedrigt sind. Die insgesamt etwas erniedrigten Anteile kdnnten durch die
durchflusszytometrische Messung und die hier angewandte Definition der PBMCs als
,alle Events“ erklart werden. Da neben den zuvor isolierten PBMCs (siehe Abschnitt

49



Ergebnisse

3.2.4) auch Zelltrimmer in der Messung erfasst und als Events gezahlt wurden (siehe
Abbildung 11, Abschnitt 3.2.6.3), wurde falschlicherweise eine zu hohe Gesamtzahl an
PBMCs als Grundlage fur die Berechnung herangezogen. Dies koénnte in klnftigen
Studien durch Erh6éhung des Thresholds, also des Schwellenwertes, welcher eingesetzt
wird, um echte Events (Zellen) vom Hintergrundrauschen zu unterscheiden, umgangen
werden.

Stimulation: keine Stimulation
Anteil Lymphozyten an PBMCs
90

TT

70

60 o

50

Lymphozyten (% von PBMCs) [%]

40 l
30
20 O Mean
A B [] Mean+SD
Patienten Kontrolle 1 Mean+1,96*SD

Abbildung 19: Anteil der Lymphozyten an allen PBMCs

Darstellung der Mittelwerte der Anteile von Lymphozyten an allen Events (PBMCs) (Y-Achse; in
Prozent) von Patienten und Probanden (X-Achse) in nicht-stimulierten Proben. Bei Patienten
ist der Mittelwert der Anteile von Lymphozyten an allen PBMCs signifikant niedriger als bei
Kontrollen (p = 0,044). Mean: Mittelwert; SD: Standardabweichung; * p < 0,05

Quelle: Eigene Abbildung

Tabelle 5: Anteil der Lymphozyten an PBMCs

Stimulation: Nicht-stimuliert CpG/CD40L Retinahomogenisat
M patienten) 59,28 % 58,35 % 58,81 %
M kontroire) 68,25 % 64,02 % 64,67 %
SD (patienten) 14,38 % 11,27 % 12,65 %
SD (kontrolre) 8,58 % 8,62 % 7,18 %
t (28) - 2,11 - 1,56 - 1,58
p 0,044 0,130 0,124

Mithilfe des t-Tests wurden die Mittelwerte von Patienten (Mpatienten)) und Kontrollen
(M kontroien)) verglichen, jeweils aufgeteilt nach der Stimulation (Nicht-stimuliert, CpG/CD40L,
Retinahomogenisat). M: Mittelwert, SD: Standardabweichung, t. T-Wert, p: p-Wert

Quelle: Eigene Abbildung
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4.1.2 B-Zellen

Der Anteil der B-Zellen (CD19*) an allen Lymphozyten lag in den nicht-stimulierten
Proben im Durchschnitt bei 8,8 % und entspricht damit dem erwarteten Bereich (siehe
Tabelle 4). Nach den Stimulationen sank der Anteil jeweils um wenige Prozentpunkte,
aber lag weiterhin im Referenzbereich. Zwischen Patienten und Kontrollpersonen
konnte kein statistisch relevanter Unterschied festgestellt werden. Eine Ubersicht iber
die statistischen Ergebnisse ist in Tabelle 6 zu sehen.

Tabelle 6: Anteil der B-Zellen (CD19*) an allen Lymphozyten

Stimulation: Nicht-stimuliert CpG/CD40L Retinahomogenisat
M patienten) 9,38 % 6,51 % 5,60 %
M kontroiie) 8,22 % 5,85 % 512 %
SD (patienten) 4,42 % 3,78 % 2,43 %
SD (kontrolie) 3,40 % 2,43 % 1,79 %
t (28) 0,81 0,57 0,61
p 0,42 0,57 0,55

Mithilfe des t-Tests wurden die Mittelwerte von Patienten (Mpatienten)) und Kontrollen
(M kontroien)) verglichen, jeweils aufgeteilt nach der Stimulation (Nicht-stimuliert, CpG/CD40L,
Retinahomogenisat). M: Mittelwert, SD: Standardabweichung, t: T-Wert, p: p-Wert

Quelle: Eigene Abbildung

In der Literatur konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation mit CpG auf der einen
Seite zu einem Anstieg der IL-10-produzierenden Biegs flhrt, auf der anderen Seite aber
zu einer Abnahme der CD19* B-Zellen. Es wurden eine erhdhte Differenzierung zu
Plasmablasten (CD19°CD27"'CD38") sowie eine steigende Mortalitat der B-Zellen mit
zunehmender Stimulationsdauer beschrieben (85, 86). Entsprechend der Literatur
konnte, wie in Tabelle 6 ersichtlich, eine Abnahme der CD19" B-Zellen nach der
Stimulation mit CpG/CD40L festgestellt werden (M patienten) Nicht stimuliert = 9,38 % vs.
CpG/CD40L = 6,51 %; Mxkontroe) Nicht stimuliert = 8,22 % vs. CpG/CD40L = 5,85 %).

4.1.2.1 Regulatorische B-Zellen

Der Anteil der CD19*CD24"MCD38" regulatorischen B-Zellen an allen CD19* B-Zellen
war bei Gesunden tendenziell hoher als bei Patienten. Der durchschnittliche Anteil der
Bregs lag in nicht-stimulierten Proben bei den Patienten bei 6,00 % mit einer
Standardabweichung von 2,76 %. Bei gesunden Probanden lag dieser bei 7,43 % mit
einer Standardabweichung von 3,98 %. Ein t-Test ergab, dass die Differenz der
durchschnittlichen Anteile nicht signifikant war. Insbesondere nach der Stimulation mit
Retinahomogenisat lie} sich jedoch ein tendenziell héherer Anteil der Biegs bei
Gesunden im Vergleich zu Erkrankten feststellen. Diese Tendenz ist in ahnlicher Form
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sowohl in nicht-stimulierten als auch in mit CpG/CD40L stimulierten Proben zu
erkennen. Exemplarisch ist das Ergebnis der Messung der, mit Retinahomogenisat
stimulierten, Proben in Abbildung 20 als Boxplot dargestellt. Eine Ubersicht tber die
statistischen Ergebnisse ist in Tabelle 7 zu sehen.

Stimulation: Retinahomogenisat
Anteil B.gs an allen B-Zellen
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Abbildung 20: Anteil CD19*CD24MCD38" Bregs an CD19* B-Zellen

Darstellung der Mittelwerte der Anteile von Bregs (CD19*CD24"MCD38") an allen B-Zellen
(CD19*) (Y-Achse; in Prozent) von Patienten und Kontrollen (X-Achse) in mit
Retinahomogenisat stimulierten Proben. Bei Patienten ist der Mittelwert der Anteile von Bregs
an allen B-Zellen tendenziell niedriger als bei Kontrollen (p = 0,17). Mean: Mittelwert; SD:
Standardabweichung

Quelle: Eigene Abbildung

Tabelle 7: Anteil der regulatorischen B-Zellen (CD19*CD24"CD38") an allen B-Zellen (CD19*)

Stimulation: Nicht-stimuliert CpG/CD40L Retinahomogenisat
M patienten) 6,00 % 8,00 % 2,91 %
M kontrolie) 7,43 % 9,31 % 3,53 %
SD (patienten) 2,76 % 1,74 % 1,13 %
SD (kontrolie) 3,98 % 3,89 % 1,56 %
t (28) -1,13 -1,15 - 1,41
p 0,27 0,26 0,17

Mithilfe des t-Tests wurden die Mittelwerte von Patienten (Mpatienten)) und Kontrollen
(M kontronien)) verglichen, jeweils aufgeteilt nach der Stimulation (Nicht-stimuliert, CpG/CD40L,
Retinahomogenisat). M: Mittelwert, SD: Standardabweichung, t: T-Wert, p: p-Wert

Quelle: Eigene Abbildung
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In der Literatur wurden fiir die CD19*CD24MCD38" regulatorischen B-Zellen Anteile
zwischen 2 % und 9 % an allen B-Zellen bei gesunden Personen beschrieben (38, 41,
85). Bei Patienten, die an Rheumatoider Arthritis leiden, konnte ein um ca. zwei
Prozentpunkte erniedrigter Anteil im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen
festgestellt werden (48, 85). Die hier bei gesunden Probanden gemessenen Werte
(siehe Tabelle 7) entsprechen der Literatur (Montroie): Nicht stimuliert = 7,43 %;
CpG/CD40L = 9,31 %; Retinahomogenisat = 3,53 %). Die Ergebnisse der erkrankten
Gruppe (siehe Tabelle 7) gleichen den in der Literatur beschriebenen Werten fiir an
Rheumatoider Arthritis erkrankten Patienten (Mpatienten): Nicht stimuliert = 6,00 %;
CpG/CD40L = 8,00 %; Retinahomogenisat = 2,91 %). Eine Einordnung dieser
Ergebnisse findet sich weiter unten in Abschnitt 5.1.

Durch die Stimulation mit CpG und CD40L wird die Anzahl an IL-10-produzierenden
regulatorischen B-Zellen erhéht (siehe dazu auch Abschnitt 3.2.7.1) (44, 84). Auch in
dieser Studie konnte ein Anstieg des Anteils der regulatorischen B-Zellen an allen B-
Zellen durch die Stimulation mit CpG/CD40L festgestellt werden. Bei Patienten stieg
der Anteil der regulatorischen B-Zellen durch die Stimulation mit CpG/CD40L signifikant
an (M patienten): Nicht stimuliert = 6,00 %; SD = 2,76 %; Mpatienten): CPG/CD40L = 8,00 %;
SD =1,74 %; t (26) = - 2,30, p = 0,03). Bei gesunden Probanden konnte ebenfalls ein
Anstieg nachgewiesen werden, ein t-Test ergab allerdings keine Signifikanz (M «ontroue):
Nicht stimuliert = 7,43 %; SD = 3,97 %; M kontroe): CpG/CD40L = 9,31 %; SD = 3,88 %);
t(30) =-1,35, p=0,19). In Abbildung 21 ist dies grafisch dargestellt.
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Abbildung 21: Anderung der CD19*CD24"CD38" Bregs durch Stimulation mit CpG/CD40L
Darstellung der Mittelwerte der Anteile von Bregs (CD19*CD24MCD38") an allen B-Zellen
(CD19%*) (Y-Achse; in Prozent) vor und nach der Stimulation mit CpG/CD40L (X-Achse) bei A)
Patienten und B) Kontrollen. Mean: Mittelwert; SD: Standardabweichung; * p < 0,05

Quelle: Eigene Abbildung
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Durch die Stimulation mit Retinahomogenisat sank der Anteil der Bregs an allen B-Zellen
bei Patienten und Kontrollpersonen deutlich ab im Vergleich zu nicht-stimulierten
Proben. Dies ist in Abbildung 22 grafisch dargestellt.
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Abbildung 22: Anderung der CD19*CD24hCD38M Bregs durch Stimulation mit
Retinahomogenisat

Darstellung der Mittelwerte der Anteile von Bregs (CD19*CD24"MCD38") an allen B-Zellen
(CD19%) (Y-Achse; in Prozent) vor und nach der Stimulation mit Retinahomogenisat (X-Achse)
bei A) Patienten und B) Kontrollen; Mean: Mittelwert; SD: Standardabweichung; * p < 0,05

Quelle: Eigene Abbildung

4.1.2.2 B-Gedachtniszellen

Der Anteil der B-Gedachtniszellen an allen B-Zellen ist bei Patienten tendenziell héher
als bei Gesunden. Der durchschnittliche Anteil der Bmems 1ag in nicht-stimulierten Proben
bei den Patienten bei 33,20 % mit einer Standardabweichung von 12,18 %. Bei
gesunden Probanden lag dieser bei 25,77 % mit einer Standardabweichung von
18,66 %. Ein t-Test ergab, dass die Differenz der durchschnittlichen Anteile nicht
signifikant war, aber es konnte, sowohl bei den nicht-stimulierten als auch bei den mit
CpG/CD40L stimulierten Proben, eine tendenzielle Veranderung festgestellt werden.
Ein signifikanter Unterschied zeigte sich nach der Stimulation mit Retinahomogenisat.
Ein t-Test ergab eine signifikante Differenz der durchschnittlichen Anteile der Bmems an
allen B-Zellen zwischen Patienten und Probanden. Exemplarisch ist das Ergebnis der
Messung der, mit Retinahomogenisat stimulierten, Proben in Abbildung 23 als Boxplot
dargestellt. Eine Ubersicht Uber die statistischen Ergebnisse ist in Tabelle 8 zu sehen.
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Stimulation: Retinahomogenisat
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Abbildung 23: Anteil CD19*CD24"CD38- Bmems an CD19* B-Zellen

Darstellung der Mittelwerte der Anteile von Bmems (CD19*CD24MCD38-) an allen B-Zellen
(CD19*) (Y-Achse; in Prozent) von Patienten und Kontrollen (X-Achse) in mit
Retinahomogenisat stimulierten Proben. Bei Patienten ist der Mittelwert der Anteile von Bmems
an allen B-Zellen signifikant hoher als bei Kontrollen (p = 0,03). Mean: Mittelwert; SD:
Standardabweichung; * p < 0,05

Quelle: Eigene Abbildung

Tabelle 8: Anteile von B-Gedachtniszellen (CD19*CD24hCD38-) an allen B-Zellen (CD19*)

Stimulation: Nicht-stimuliert CpG/CD40L Retinahomogenisat
M patienten) 33,20 % 26,83 % 34,34 %
M kontroire) 25,77 % 19,85 % 23,26 %
SD (patienten) 12,18 % 12,74 % 10,94 %
SD (kontrolie) 18,66 % 15,10 % 14,79 %
t (28) 1,27 - 1,36 2,30
p 0,21 0,19 0,03

Mithilfe des t-Tests wurden die Mittelwerte von Patienten (Mpatienten)) und Kontrollen
(M kontroien)) verglichen, jeweils aufgeteilt nach der Stimulation (Nicht-stimuliert, CpG/CD40L,
Retinahomogenisat). M: Mittelwert, SD: Standardabweichung, t. T-Wert, p: p-Wert

Quelle: Eigene Abbildung

In der Literatur wurden fiir die B-Gedachtniszellen Anteile von ca. 20 % bis 32 % an
allen B-Zellen bei gesunden Personen beschrieben (38, 41, 85, 95). Der hier
festgestellte Anteil von 25,77 % in nicht-stimulierten Proben von gesunden
Kontrollpersonen liegt somit im erwarteten Bereich (siehe Tabelle 8).

Wie in Abschnitt 4.1.2 beschrieben, regt die Stimulation mit CpG/CD40L die B-Zellen
zur Differenzierung zu Plasmablasten an. Dabei differenzieren vor allem die B-
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Gedachtniszellen, so dass ihre Anzahl sich verringert (86). Auch in dieser Studie konnte
eine Verringerung des Anteils der B-Gedachtniszellen an allen B-Zellen durch die
Stimulation mit CpG/CD40L festgestellt werden. In Abbildung 24 ist dies grafisch
dargestelit.
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Abbildung 24: Anderung der CD19*CD24MCD38- Bmems durch Stimulation mit CpG/CD40L

Darstellung der Mittelwerte der Anteile von Bmems (CD19*CD24hCD38") an allen B-Zellen
(CD19%) (Y-Achse; in Prozent) vor und nach der Stimulation mit CpG/CD40L (X-Achse) bei A)
Patienten und B) Kontrollen; Mean: Mittelwert; SD: Standardabweichung

Quelle: Eigene Abbildung

Der Anteil von B-Gedachtniszellen an allen B-Zellen stieg nach der Stimulation mit
Retinahomogenisat bei Patienten leicht an, und sank bei gesunden Probanden im
Vergleich zu den nicht-stimulierten Proben leicht ab. Dies ist in Abbildung 25 als Boxplot
abgebildet.

Bei einer genaueren Betrachtung der Differenz der Anteile zwischen den nicht-
stimulierten und den mit Retinahomogenisat stimulierten Proben zeigte sich, dass die
Differenz bei Patienten durchschnittlich bei + 1,14 % mit einer Standardabweichung von
4,40 % und bei gesunden Probanden bei - 2,50 % mit einer Standardabweichung von
5,93 % lag. Ein t-Test ergab, dass die Differenz der durchschnittlichen Anderungen der
Anteile zwischen Patienten und Probanden mit einem p-Wert von 0,07 fast signifikant
war (t (28) = 1,89). In Abbildung 26 sind die Anderungen der Anteile der Bmems durch die
Stimulation mit Retinahomogenisat grafisch dargestellt.
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Abbildung 25: Anderung der CD19*CD24hCD38- Bmems durch Stimulation mit
Retinahomogenisat

Darstellung der Mittelwerte der Anteile von Bmems (CD19*CD24hCD38") an allen B-Zellen
(CD19%) (Y-Achse; in Prozent) vor und nach der Stimulation mit Retinahomogenisat (X-Achse)
bei A) Patienten und B) Kontrollen; Mean: Mittelwert; SD: Standardabweichung

Quelle: Eigene Abbildung
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Abbildung 26: Veranderung des Anteils der CD19*CD24"CD38- Bmems an allen CD19* B-Zellen
durch die Stimulation mit Retinahomogenisat

Darstellung der durchschnittlichen Veranderung des Anteils der Bmem (CD19*CD24MCD38-) an
allen B-Zellen (CD19*) (Y-Achse; in Prozent) von Patienten und Probanden (X-Achse) durch
Stimulation mit Retinahomogenisat im Vergleich zu nicht-stimulierten Proben. Bei Patienten
stieg der Anteil der Bmems leicht, bei gesunden Probanden fiel er. Die Differenz zwischen der
Veranderung der Patienten und der der Probanden zeigte sich fast signifikant (p = 0,07). Mean:
Mittelwert; SD: Standardabweichung

Quelle: Eigene Abbildung
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4.1.2.3 Reife B-Zellen

Der Anteil der reifen B-Zellen an allen B-Zellen war bei Patienten und Gesunden
ahnlich. Der durchschnittliche Anteil der reifen B-Zellen lag in nicht-stimulierten Proben
bei den Patienten bei 45,64 % mit einer Standardabweichung von 11,08 %. Bei
gesunden Probanden lag dieser bei 47,81 % mit einer Standardabweichung von
20,93 %. Es konnte weder in den nicht-stimulierten Proben noch nach Stimulation ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen Patienten und Kontrollen festgestellt
werden. Exemplarisch ist das Ergebnis der Messung der nicht-stimulierten Proben in
Abbildung 27 als Boxplot dargestellt. Eine Ubersicht tber die statistischen Ergebnisse
ist in Tabelle 9 zu sehen.
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Abbildung 27: Anteil CD19+*CD24intCD38in reife B-Zellen an CD19* B-Zellen

Darstellung der Mittelwerte der Anteile von reifen B-Zellen (CD19*CD24"tCD38"!) an allen B-
Zellen (CD19*) (Y-Achse; in Prozent) von Patienten und Kontrollen (X-Achse) in nicht-
stimulierten Proben. Zwischen Patienten und Kontrollen konnte kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden. Mean: Mittelwert; SD: Standardabweichung

Quelle: Eigene Abbildung

Fur den Anteil der reifen B-Zellen an allen B-Zellen wurden in der Literatur Werte von
ca. 48 % bis 51 % flr beschrieben (38, 41). Der durchschnittliche Anteil bei gesunden
Probanden lag in dieser Studie bei 47,81 % und befindet sich demnach sehr nah an
dem erwarteten Referenzbereich.

In Abbildung 28 ist die Veranderung des Anteils der reifen B-Zellen durch die
Stimulation mit CpG/CD40L und Retinahomogenisat bei Patienten und
Kontrollpersonen grafisch dargestellt.
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Tabelle 9: Anteile von reifen B-Zellen (CD19*CD24"CD38i"!) an allen B-Zellen (CD19*)

Stimulation: Nicht-stimuliert CpG/CD40L Retinahomogenisat
M patienten) 45,64 % 47,78 % 46,84 %
M kontrolie) 47,81 % 50,03 % 52,47 %
SD (patienten) 11,08 % 12,78 % 11,01 %
SD (kontrolie) 20,93 % 18,29 % 20,84 %
t (28) - 0,35 - 0,39 - 0,90
p 0,73 0,70 0,37

Mithilfe des t-Tests wurden die Mittelwerte von Patienten (M(Patienten)) und Kontrollen
(M(Kontrollen)) verglichen, jeweils aufgeteilt nach der Stimulation (Nicht-stimuliert,
CpG/CD40L, Retinahomogenisat). M: Mittelwert, SD: Standardabweichung, t: T-Wert, p: p-Wert

Quelle: Eigene Abbildung
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Abbildung 28: Anderung der CD19*CD24intCD38i" reifen B-Zellen durch Stimulation

Darstellung der Mittelwerte der Anteile von reifen B-Zellen (CD19*CD24"tCD38"!) an allen B-
Zellen (CD19*) (Y-Achse; in Prozent) vor und nach der Stimulation mit CpG/CD40L bzw.
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Retinahomogenisat (X-Achse) bei A), C) Patienten und B), D) Kontrollen; Mean: Mittelwert; SD:
Standardabweichung

Quelle: Eigene Abbildung

4.1.3 Verhaltnis der B-Zell-Untergruppen zueinander

4.1.3.1 Verhaltnis von regulatorischen B-Zellen und B-Gedachtniszellen

Ein signifikanter Unterschied bezlglich der regulatorischen B-Zellen zwischen
Patienten und Probanden zeigte sich, wenn man diese mit den B-Gedachtniszellen ins
Verhaltnis setzt. Dabei konnte festgestellt werden, dass das Verhaltnis von Bregs zu
Bmems bei Patienten signifikant kleiner war als bei gesunden Probanden. In nicht-
stimulierten Proben lag der Mittelwert der Verhaltnisse bei Patienten bei 0,25 mit einer
Standardabweichung von 0,28. Bei gesunden Probanden lag der Mittelwert bei 0,56 mit
einer Standardabweichung 0,49. Ein (-Test ergab, dass die Differenz der
durchschnittlichen Mittelwerte signifikant war (t (28) = - 2,06, p = 0,049). Nach beiden
Stimulationen konnte dieser Unterschied noch deutlicher gezeigt werden. Stimulation
mit CpG/CD40L: Mpatienten) = 0,37; SD = 0,24; Mprobandeny = 0,88; SD = 0,80; t (28) =
- 2,30, p = 0,029. Stimulation mit Retinahomogenisat: Mpatienteny = 0,10; SD = 0,07;
M probandeny = 0,23; SD = 0,18; t (28) = - 2,66, p = 0,013. Bei Gesunden konnten also
mehr regulatorische B-Zellen im Verhaltnis zu B-Gedachtniszellen nachgewiesen
werden als bei Patienten. Exemplarisch ist das Ergebnis der Messung der, mit
Retinahomogenisat stimulierten, Proben in Abbildung 29 als Boxplot dargestelit.
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Abbildung 29: Verhaltnis von CD19*CD24MNCD38" Bregs zu CD19*CD24MNCD38" Bmems

Darstellung der Mittelwerte der Verhéltnisse von Bregs (CD19*CD24"CD38M) zu Bmems
(CD19*CD24M"CD38") (Y-Achse; in Prozent) von Patienten und Kontrollen (X-Achse) in mit
Retinahomogenisat stimulierten Proben. Bei Patienten ist der Mittelwert der Verhaltnisse von
Bregs zu Bmems signifikant niedriger als bei Kontrollen (p = 0,013). Mean: Mittelwert; SD:
Standardabweichung; * p < 0,05

Quelle: Eigene Abbildung

60



Ergebnisse

4.1.3.2 Verhaltnis von reifen B-Zellen und B-Gedéachtniszellen

Auch das Verhaltnis von reifen B-Zellen zu B-Gedachtniszellen war bei Patienten
tendenziell niedriger als bei Gesunden. In nicht-stimulierten Proben lag der Mittelwert
der Verhaltnisse bei Patienten bei 1,77 mit einer Standardabweichung von 1,42. Bei
gesunden Probanden lag der Mittelwert bei 3,60 mit einer Standardabweichung 3,50.
Ein t-Test ergab, dass die Differenz der durchschnittlichen Mittelwerte fast signifikant
war (t (28) = -1,82, p = 0,08). Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch nach der
Stimulation mit CpG/CD40L: M patienten) = 2,47; SD = 2,00; M(probanden) = 5,25; SD = 5,41;
t (28) = - 1,81, p = 0,08. Nach der Stimulation mit Retinahomogenisat konnte ein
signifikanter Unterschied festgestellt werden. In mit Retinahomogenisat stimulierten
Proben lag der Mittelwert der Verhaltnisse bei Patienten bei 1,67 mit einer
Standardabweichung von 1,21. Bei gesunden Probanden lag der Mittelwert bei 3,87 mit
einer Standardabweichung 3,45. Ein t-Test ergab eine signifikante Differenz der
durchschnittlichen Mittelwerte der Verhéltnisse von reifen B-Zellen und B-
Gedachtniszellen zwischen Patienten und Kontrollen (t (28) = - 2,27, p = 0,03). Bei
Gesunden konnten also mehr reife B-Zellen im Verhaltnis zu B-Gedachtniszellen
nachgewiesen werden als bei Patienten. Exemplarisch ist das Ergebnis der Messung
der, mit Retinahomogenisat stimulierten, Proben in Abbildung 30 als Boxplot dargestellt.

Stimulation: Retinahomogenisat
Verhaltnis von Reifen B-Zellen zu Bens

12
*

o
fﬂ% 10
-8
c
K
© 6
N
m

4
o o
5]
x 2 o
©
=
z ° 1
=
o -
g 2

= O Mean

A B [] Mean+SD
Patienten Kontrolle 1 Mean+1,96*SD

Abbildung 30: Verhaltnis von CD19*CD24i"CD38" reifen B-Zellen zu CD19*CD24"NCD38" Bmems

Darstellung der Mittelwerte der Verhaltnisse von reifen B-Zellen (CD19*CD24ntCD38"t) zu
Bmems (CD19*CD24MCD38-) (Y-Achse; in Prozent) von Patienten und Probanden (X-Achse) in
mit Retinahomogenisat stimulierten Proben. Bei Patienten ist der Mittelwert der Verhaltnisse
von reifen B-Zellen zu Bmems signifikant niedriger als bei Probanden (p = 0,031). Mean:
Mittelwert; SD: Standardabweichung; * p < 0,05

Quelle: Eigene Abbildung
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4.2 Microarray

4.2.1 Serumproben

Es wurden verschiedene Zytokin-Level im Serum von Glaukompatienten und gesunden
Probanden mittels Microarray auf statistisch signifikante Unterschiede hin untersucht.
Die deskriptive Statistik sowie die Ergebnisse des f-Tests der einzelnen Zytokine sind
in Tabelle 10 aufgeflhrt. Ein statistisch signifikanter Unterschied zeigt sich bei den
Leveln von CXCL8 (p = 0,039) und IL-8 (p = 0,015). Bei VEGF-A ist ebenfalls ein
Unterschied zu sehen, der mit einem p-Wert von 0,051 nahezu als signifikant zu werten
ist. Auch bei den Leveln von HMGB1 konnte ein Unterschied festgestellt werden.
Allerdings zeigte sich bei der Analyse der Microarray-Messergebnisse, dass die
gemessenen Werte an der unteren Nachweisgrenze der Messmethode lagen. Auch war
bei einigen Proben kein HMBG1 nachweisbar, was an den verringerten Anzahlen der
glltigen Ergebnisse deutlich wird (Anzahl giltiger Messwerte bei Patienten: 6 von 14;
Anzahl gultiger Messwerte bei Kontrollen: 10 von 16). Daher kann trotz des
statistischen Ergebnisses uber die HMGB1-Level keine valide Aussage getroffen
werden.
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Tabelle 10: t-Test und deskriptive Statistik der Microarray-Messergebnisse der Serumproben

Patient Kontrolle | T-Wert = df p-Wert Giltige N Gultige N | Std.Dev. Std.Dev.
Zytokin (Mean) (Mean) (Patient) | (Kontrolle) | (Patient)  (Kontrolle)
CCL2 0,960 0,759 | 1,315/ 24| 0,201 11 15 0,478 0,303
CCL5 1,242 0,394 1,726 | 13 0,108 9 6 1,137 0,435
CTGF 0,949 0,700 1,830 28 0,078 14 16 0,495 0,215
CXCL8 1,018 0,754 2,164 28 0,039 14 16 0,424 0,229
CYR61 0,799 0,610 1,790 28 0,084 14 16 0,387 0,160
EGF 0,839 0,704 1,115 28| 0,275 14 16 0,341 0,320
HMGB1 0,108 1,059 -2,675 14 0,018 6 10 0,121 0,854
IL-1A 1,958 1,587 1,306 28 0,202 14 16 0,938 0,605
IL-4 1,032 0,841 0,911 28 0,370 14 16 0,716 0,411
IL-6 1,676 1,541 0,966 28 0,342 14 16 0,403 0,362
IL-8 1,348 0,722 2,653 22 0,015 11 13 0,750 0,375
IL-10 1,405 1,060 1,324 28| 0,196 14 16 0,941 0,421
IL-13 1,591 1,095 1,804 28 0,082 14 16 1,057 0,296
IL-18 1,240 0,948 1,706 | 28 0,099 14 16 0,543 0,389
IL-33 10,810 0,931 150217 0,152 6 13| 24,386 1,992
INF-y 0,874 0,765| 0,335| 23| 0,741 12 13 0,952 0,662
PLA2G5 0,621 0,631 -0,079| 9| 0,939 6 5 0,232 0,182
PLA:G7 0,638 0,491 1,281|28 0,211 14 16 0,405 0,203
TGF-B1 1,250 1,131 0,759 | 28| 0,454 14 16 0,377 0,469
TGF-B2 1,492 0,949 1,230| 26 0,230 12 16 1,487 0,832
TNF-a 1,863 1,496 1,759 28 0,090 14 16 0,635 0,508
VEGF-A = 0,982 0,707 2,039 28 0,051 14 16 0,449 0,281

Von allen untersuchten Zytokinen sind die Mittelwerte der normalisierten Fluoreszenz-
Intensitaten der Patienten und Kontrollen (Mean), die Anzahl der giltigen Messwerte sowie die
Ergebnisse des t-Tests (T-Wert, df, p-Wert, Standardabweichungen) dargestellt. Je niedriger
der p-Wert, desto intensiver sind die Felder gefarbt.

Quelle: eigene Abbildung
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Fur die durchgefihrte Untersuchung wurde das laborinterne Standardpanel flr
Microarray-Analysen dieser Art verwendet. Dabei wird mit den Antikdrpern gegen
CXCL8 und IL-8 dasselbe Zytokin nachgewiesen. Fur beide zeigte sich ein in gleicher
Weise veranderter statistisch signifikanter Unterschied zwischen Patienten und
Gesunden. Durch den Nachweis des gleichen Effekts bei beiden verwendeten
Antikérpern wird die Validitdt der Messmethode im Sinne einer Positivkontrolle
unterstrichen. Im Folgenden wird auf I[L-8 nadher eingegangen. IL-8 ist ein
proinflammatorisches Chemokin, das insbesondere Neutrophile Granulozyten, aber
auch Basophile Granulozyten und B-Zellen zum Infektionsherd lockt (28, S. 314). In
unserer Studie konnte festgestellt werden, dass IL-8 bei POAG-Patienten im Vergleich
zu gesunden Probanden signifikant (p = 0,015) erhdht ist. Eine Darstellung der
Mittelwerte der normalisierten Fluoreszenz-Intensitaten als Boxplot ist in Abbildung 31
zu sehen.
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Abbildung 31: Microarray - normalisierte Fluoreszenz-Intensitaten von IL-8

Darstellung der Mittelwerte der normalisierten Fluoreszenz-Intensitdten von IL-8 (Y-Achse) von
Patienten und Probanden (X-Achse) als Boxplot. Bei Patienten ist der Mittelwert der
Fluoreszenzintensitaten signifikant héher als bei Probanden (p = 0,015). Mean: Mittelwert; SD:
Standardabweichung; * p < 0,05

Quelle: Eigene Abbildung

Neben IL-8 ist auch bei VEGF-A ein Unterschied zu erkennen. Mit einem p-Wert von
0,051 lasst sich zwar keine Signifikanz, aber eine deutliche Tendenz nachweisen.
VEGF-A ist ein Signalmolekil, welches eine Erweiterung von GeféalRen sowie eine
Erhéhung der Permeabilitat bewirkt und an der Angiogenese beteiligt ist (28, S. 99 f.).
In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass POAG-Patienten tendenziell hdhere Level
von VEGF-A im peripheren Blut aufweisen als gesunde Probanden. Eine Darstellung
der Mittelwerte der normalisierten Fluoreszenz-Intensitaten als Boxplot ist in Abbildung
32 zu sehen.
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Abbildung 32: Microarray - normalisierte Fluoreszenz-Intensitaten von VEGF-A

Darstellung der Mittelwerte der normalisierten Fluoreszenz-Intensitaten von VEGF-A (Y-Achse)
von Patienten und Probanden (X-Achse) als Boxplots. Bei Patienten ist der Mittelwert der
Fluoreszenz-Intensitaten tendenziell héher als bei Probanden (p = 0,051). Mean: Mittelwert;
SD: Standardabweichung

Quelle: Eigene Abbildung

Bei den von regulatorischen B-Zellen sezernierten Zytokinen IL-10 und TGF- konnten
keine Unterschiede zwischen den Leveln im peripheren Blut von POAG-Patienten und
gesunden Probanden festgestellt werden (vgl. Tabelle 10).

4.2.2 Uberstande

Die verschiedenen Zytokin-Level wurden ebenfalls in den Uberstidnden aus den
Zellkulturansatzen untersucht. Dabei waren im ersten Zellkulturansatz die PBMCs von
Glaukompatienten und gesunden Probanden mit CpG und CD40L und im zweiten
Zellkulturansatz mit Retinahomogenisat stimuliert worden. Die Uberstdnde wurden
jeweils als Poolproben mittels Microarray auf Unterschiede hin untersucht. Eine
Ubersicht Gber die vier verschiedenen Poolproben ist in Tabelle 11 zu sehen.

Mittels Fold Change-Berechnungen wurden die Ergebnisse von Patienten mit denen
von gesunden Probanden ins Verhaltnis gesetzt, aufgeteilt nach Stimulation. Somit liel3
sich eine Aussage treffen, ob nach der jeweiligen Stimulation ein Unterschied in den
Zytokinleveln von POAG-Patienten und Kontrollpersonen zu erkennen ist. Die Fold
Change-Berechnungen aufgeteilt nach Stimulation sind in Tabelle 12 dargestellt. Dabei
ist in der linken Spalte das Verhaltnis der Ergebnisse von Patienten zu Kontrollpersonen
nach Stimulation mit CpG/CD40L und in der rechten Spalte das nach Stimulation mit
Retinahomogenisat zu sehen.
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Tabelle 11: Ubersicht der Uberstand-Poolproben

Poolprobe Stimulation Gruppe
1) CpG/CD40L Patienten
2) CpG/CD40L Kontrollen
3) Retinahomogenisat Patienten
4) Retinahomogenisat Kontrollen

Ubersicht Uber die vier verschiedenen Uberstand-Poolproben. Die Uberstiande aus den
Zellkulturen der PBMCs wurden jeweils nach Stimulation des Zellkulturansatzes (CpG/CD40L)
und nach Gruppe (Patienten/Kontrollen) aufgeteilt und als Poolproben mittels Microarray
gemessen.

Quelle: Eigene Darstellung

Tabelle 12: Fold Change Uberstand-Poolproben — Patienten im Verhéltnis zu Kontrollen

Stimulation

CpG/CD40L Retinahomogenisat
Zytokin
CCL2 0,1238 -0,1168
CCL5 0,4726 0,4702
CTGF 0,1571 -0,1291
CXCL8 0,1288 0,1306
CYR61 0,1107 -0,0023
EGF 0,1767 -0,1810
HMGB1 kein Nachweis kein Nachweis
IL-1A 0,1374 -0,2939
IL-4 0,9512 -0,2873
IL-6 -0,0905 -0,2021
IL-8 0,5669 -0,2934
IL-10 0,1762 -0,2495
IL-13 0,2974 -0,0505
IL-18 0,1488 -0,2091
IL-33 -0,0456 -0,1373
INF-y -0,0797 -0,5644
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PLA2G5 0,5051 kein Nachweis
PLAG7 0,0157 -0,3779
TGF-B1 0,1684 -0,0837
TGF-B2 0,3134 0,4448
TNF-a 0,2458 -0,1669
VEGF-A 0,0247 -0,0487

Von allen untersuchten Zytokinen sind die Fold Change-Berechnungen der normalisierten
Fluoreszenz-Intensitaten von Patienten im Verhaltnis zu Kontrollen aufgeteilt nach Stimulation
dargestellt. Bei Werten von < -1 und > 1 wurde davon ausgegangen, dass zwischen Patienten
und Probanden ein Unterschied in den Leveln der Zytokinexpression vorlag. Je intensiver ein
Feld gefarbt ist, desto naher liegt der Wert an diesen Grenzen. Eine Grinfarbung bedeutet,
dass das jeweilige Zytokinlevel bei Patienten héher ist als bei Kontrollen. Eine Rotfarbung
bedeutet, dass das jeweilige Zytokinlevel bei Patienten niedriger ist als bei Kontrollen.

Quelle: Eigene Abbildung

In dieser Untersuchung zeigte lediglich das IL-4-Level nach der Stimulation mit
CpG/CD40L einen Unterschied zwischen Patienten und Kontrollen. Das Level von IL-4
war nach der Stimulation mit CpG/CD40L bei POAG-Patienten annahernd doppelt so
hoch wie bei gesunden Probanden (log, Fold Change = 0,9512). IL-4 ist ein Zytokin,
das eine B-Zell-Aktivierung, einen IgE-Klassenwechsel, eine Ty1-Suppression und eine
Tu2-Differenzierung bewirkt (28, S. 314). Durch diese Funktionen wird ihm
insbesondere eine antiinflammatorische, aber auch eine proinflammatorische Wirkung
zugeschrieben (31).
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5 Diskussion

Die Rolle der B-Zellen und insbesondere der regulatorischen B-Zellen in Bezug auf das
primare Offenwinkelglaukom wurde bisher nicht naher erforscht. Daher war das Ziel
dieser Arbeit die Untersuchung regulatorischer B-Zellen und deren Zytokine im
peripheren Blut von Glaukompatienten im Vergleich zu gesunden Probanden. Es
konnten veranderte Zellzahlen der Lymphozyten sowie der verschiedenen B-Zellen
festgestellt werden. Dabei waren die Lymphozyten bei den Patienten signifikant
niedriger als bei den gesunden Vergleichspersonen. Die Anzahl der gesamten B-Zellen
unterschied sich nicht zwischen den beiden Gruppen, allerdings konnten innerhalb der
B-Zell-Subtypen Unterschiede gefunden werden. Der Anteil der regulatorischen B-
Zellen war bei Glaukompatienten tendenziell niedriger als bei gesunden Probanden.
Bei den B-Gedachtniszellen verhielt es sich umgekehrt, der Anteil der Bmems war bei
Patienten tendenziell héher als bei Gesunden. Die Anteile der reifen B-Zellen waren bei
beiden Gruppen ahnlich. Allerdings unterschieden sich die Verhaltnisse von Byregs zU
Bmems sowie von reifen B-Zellen zu Bmems zwischen Patienten und Kontrollpersonen
signifikant. Das Verhaltnis von regulatorischen B-Zellen zu B-Gedachtniszellen war bei
Patienten signifikant niedriger als bei Kontrollpersonen. Bei Glaukompatienten konnten
also signifikant weniger Bregs im Verhaltnis zu Bmems Nachgewiesen werden als bei
Gesunden. Auch beziglich des Verhaltnisses von reifen B-Zellen zu B-
Gedachtniszellen zeigten sich ahnliche Ergebnisse. Bei Patienten war das Verhaltnis
von reifen B-Zellen zu Bmems tendenziell niedriger als bei Vergleichspersonen. Nach der
Stimulation mit Retinahomogenisat konnte sogar ein signifikanter Unterschied
festgestellt werden.

Auch in den Zytokinleveln konnten Unterschiede zwischen Glaukompatienten und
gesunden Probanden festgestellt werden. So zeigte sich das Level von IL-8 im Serum
von Patienten signifikant erhdht gegenliber dem bei Gesunden. Das Level von VEGF-
A im peripheren Blut war bei POAG-Patienten ebenfalls tendenziell héher als in der
Vergleichsgruppe. Nach der Stimulation mit CpG/CD40L konnte in den
Kulturiberstanden bei Patienten ein anndhernd doppelt so hohes Level an IL-4
festgestellt werden wie bei gesunden Probanden.

5.1 Bedeutung der veranderten B-Zellzahlen

5.1.1 Regulatorische B-Zellen

5.1.1.1 Phanotyp der regulatorischen B-Zellen

Seit der ersten Beschreibung einer immunsupprimierenden Gruppe von B-Zellen
wurden mehrere B-Zell-Untergruppen entdeckt, die das immunsuppressive IL-10
produzieren. Diese gehdren teilweise verschiedenen B-Zell-Subtypen an, werden aber
aufgrund ihrer Funktion als regulatorische B-Zellen zusammengefasst (49). Es wurden
Bregs in den Gruppen der CD19'CD24MCD38" transitionalen B-Zellen (41), der
CD19*CD24MCD27* B-Zellen (B10-Zellen) (96), der CD19*CD38*CD1d*IgM*CD147*
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Granzym B positiven B-Zellen (97), der CD25"CD71"CD73'° B-Zellen (Br1-Zellen) (98)
sowie in der Gruppe der CD27"CD38" Plasmablasten beschrieben (49, 99). Da sich
CD1d* regulatorische B-Zellen vor allem in der Gruppe der CD19*CD24MCD38"
transitionalen B-Zellen konzentrieren, sind die Granzym B positiven Zellen am ehesten
den transitionalen B-Zellen zuzuordnen (41). Alle genannten B,y entfalten ihre
immunsuppressive Wirkung unter anderem durch die Sekretion von IL-10 (49). Es
konnte gezeigt werden, dass in der Gruppe der CD19*CD24"MCD38" transitionalen B-
Zellen die héchste Anzahl an IL-10 produzierenden Zellen im Vergleich zur Gruppe der
reifen B-Zellen oder der B-Gedachtniszellen zu finden ist (41). Auch konnte belegt
werden, dass CD19*CD24MCD38" B-Zellen nach in vitro Stimulation mit CD40L
signifikant mehr IL-10 produzieren als reife B-Zellen (48). Auffallend ist allerdings, dass
weniger als 20 % der B-Zellen innerhalb aller genannten Gruppen IL-10 produzieren
und die Immunantwort hemmen (32). Trotz intensiver Forschung in den letzten Jahren
bleibt weiterhin ungeklart, ob Bregs €ine funktionelle Zelllinie reprasentieren oder ob
darunter eine Vielzahl von Zelllinien zusammengefasst wird (49). Die verschiedenen
Arten der Begs kONnten sich jeweils aus verschiedenen Vorlauferzellen entwickeln oder
aber auch auf eine gemeinsame Vorlauferzelle zurlickgehen. Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die unterschiedlichen Oberflachenmerkmale der Biegs
lediglich Ausdruck verschiedener Differenzierungsstufen darstellen. Eine weitere
Erklarung fur die verschiedenen Phanotypen ist, dass Bregs durch Umgebungsreize
induziert werden und theoretisch jede B-Zelle eine regulatorische Funktion annehmen
kann (49). In dieser Studie wurden die regulatorischen B-Zellen mit dem Phanotyp
CD19*CD24"CD38" untersucht, da diese, wie weiter oben beschrieben, nachweislich
mehr IL-10 produzieren als reife B-Zellen sowie die hdchste Anzahl an IL-10-
produzierenden Zellen im Vergleich zur Gruppe der reifen B-Zellen oder der B-
Gedachtniszellen enthalten (41, 48). Auch konnte fiir diese CD19*CD24MCD38" Bregs
eine immunsuppressive Wirkung bewiesen werden, welche sie durch verschiedene
Mechanismen entfalten. Diese sind im folgenden Kapitel (Abschnitt 5.1.1.2) genauer
dargestellt.

5.1.1.2 Mechanismen der Immunsuppression

Es wurden verschiedene Mechanismen beschrieben mithilfe derer regulatorische B-
Zellen eine exzessive Immunreaktion hemmen. Wichtig dabei ist die Sekretion der
antiinflammatorischen Zytokine IL-10, TGF-B und IL-35 (32). Uber die Ausschiittung von
IL-10 hemmen regulatorische B-Zellen die Th1-Antwort, inhibieren die Differenzierung
von T-Zellen zu Ty17-Zellen und induzieren die Umwandlung von CD4* T-Zellen zu Tregs
(41, 48). AuBerdem wird die Produktion der proinflammatorischen Zytokine TNF-a und
Interferon-y durch CD4* T-Zellen gehemmt (41). Der suppressive Effekt wird nicht allein
durch die Ausschuttung von IL-10 erreicht, sondern durch ein Zusammenspiel von IL-
10 und den auf den Biegs exprimierten Oberflachenmolekilen CD80 und CD86 (41, 100).
CD80 und CD86 sind costimulierende Oberflachenproteine, die von Zellen der
adaptiven Immunantwort, insbesondere von CD4* T-Zellen, erkannt werden (29, S.
128). Es wird vermutet, dass die Interaktion der Bregs mit den CD4* T-Zellen Gber CD80
und CD86 synergistisch mit der Ausschittung von I[L-10 zur Hemmung der
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Zytokinproduktion durch CD4"* T-Zellen beitragt (41, 100). Weiterhin kdnnen Biegs mittels
IL-10 eine antigenspezifische Immunantwort durch CD8* T-Zellen hemmen (101) und
die Produktion von TNF-a durch Monozyten regulieren (96). Auch konnte gezeigt
werden, dass mithilfe von IL-10 eine antigenspezifische Proliferation von CD4* T-Zellen
supprimiert wird (98).

Eine weitere Methode der Suppression ist die Ausschittung von TGF-B. Es wurde
herausgefunden, dass T-Zellen, welche das Oberflachenprotein CTLA-4 (cytotoxic T-
lymphocyte-associated Protein 4) exprimieren, B-Zellen zur Differenzierung zu
regulatorischen B-Zellen anregen kdonnen (32). Diese induzierten regulatorischen B-
Zellen (iBregs) wiederum koénnen T-Zellen uUber die Produktion von TGF-B in Tregs
umwandeln (102).

Die dritte wichtige Funktionsweise der Immunsuppression ist die Sekretion von IL-35.
Im Maus-Modell konnte gezeigt werden, dass Mause, welche keine IL-35" Biegs
besitzen, sich nicht von einer experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis erholen
konnten (103). Auf der anderen Seite waren solche Mause aber deutlich resistenter
gegenuber einer intrazelluldren Infektion mit Salmonella typhimurium. Diese erhohte
Immunitat ist mit einer héheren Aktivitdt von Makrophagen und inflammatorischen
T-Zellen sowie mit einer verstarkten stimulierenden Funktion von B-Zellen als
antigenprasentierende Zellen assoziiert (103). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass
IL-35" Bregs die Differenzierung von T-Zellen zu Tregs bewirken (104).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass fur die verschiedenen Phanotypen der Biegs
teilweise uberlappende, teilweise aber auch unterschiedliche Mechanismen der
Immunsuppression belegt werden konnten (32). Insbesondere fir die in dieser Studie
untersuchten Zellen wurde Folgendes herausgefunden: Auch die CD19*CD24MCD38"
transitionalen Bregs entfalten ihre immunsuppressive Wirkung uber verschiedene
Mechanismen. Es wurde gezeigt, dass diese Zellen zum einen die Immunantwort
hemmen, indem sie die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie Interferon-
y und TNF-a durch CD4* T-Zellen inhibieren (41, 83). Auch kdnnen diese Bregs mittels
IL-10 eine antigenspezifische Immunantwort durch CD8* T-Zellen hemmen (101). Zum
anderen regulieren sie die Immunantwort, indem sie die Differenzierung von naiven T-
Zellen zu Ty1- und Tu17-Zellen unterdricken und die Umwandlung von CD4* T-Zellen
zu Tregs induzieren (48).

5.1.1.3 Rolle der Biegs in Autoimmunkrankheiten

Bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen wie der Multiplen Sklerose (MS) (72), dem
Systemischen Lupus erythematodes (SLE) (41, 105) und der Rheumatoiden Arthritis
(RA) (48) wurden Veranderungen der Anzahl sowie der Funktion von regulatorischen
B-Zellen beschrieben. Einige Studien konnten eine inverse Korrelation zwischen der
Anzahl und Funktion der Bregs und der Krankheitsaktivitat nachweisen (32, 48). Bei der
Multiplen Sklerose konnte eine verminderte Anzahl an IL-10-produzierenden Byegs bei
Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden festgestellt werden (72). Aullerdem
konnte gezeigt werden, dass die Therapie mit Interferon B, welche bei der
schubférmigen Multiplen Sklerose eingesetzt wird, durch eine Expansion der
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CD19'CD24MCD38" Beg-Population ihre Wirkung entfaltet (106). Auch bei der
Rheumatoiden Arthritis konnte bei Patienten eine verminderte Anzahl an Bregs
nachgewiesen werden (48). Zusatzlich konnte bei SLE sowie bei RA gezeigt werden,
dass die regulatorischen B-Zellen bei Patienten in ihrer Funktion eingeschrankt sind
(41, 48, 105). Auch fur Glaukompatienten konnte in der vorliegenden Studie festgestellt
werden, dass der Anteil der regulatorischen B-Zellen bei Erkrankten tendenziell
niedriger ist als bei gesunden Probanden.

Diese Erkenntnisse lassen auf zwei verschiedene Moglichkeiten der Rolle von Byegs bei
Autoimmunerkrankungen sowie beim Glaukom schlieBen. Entweder flhrt die
Verringerung von Byregs und damit von deren immunsuppressiven Wirkung zu einer
gesteigerten Entzindungsreaktion und einer damit verbundenen Schadigung von
Geweben. Oder aber die verminderte Anzahl und eingeschrankte Funktion der Begs ist
eine Konsequenz der chronischen Entzindungsreaktion bei Autoimmunerkrankungen
(32). Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass das Fehlen von IL-10-
produzierenden B-Zellen zur Ausbildung einer exazerbierten Arthritis fihrt und eine
Erholung von einer experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis verhindert (46, 47,
107). Durch einen adoptiven Transfer von verschieden Maus-Begs kdnnen diese
autoimmunen Erkrankungen allerdings supprimiert werden (47, 87, 108). Auch konnte
festgestellt werden, dass proinflammatorische Signale zu einer Erhéhung der Anzahl
von regulatorischen B-Zellen fuhren (109). Insgesamt sprechen diese Erkenntnisse
eher fur eine ursachliche Rolle der Bregs an der Entstehung von Autoimmunkrankheiten.
Allerdings wurde der Grolteil der Studien zu diesem Thema im Tiermodell durchgefihrt,
sodass die gewonnenen Erkenntnisse lediglich auf den Menschen lUbertragen werden
konnten (32). Zusammenfassend lasst sich nicht sicher sagen, ob die Biegs ursachlich
an der Pathogenese des Glaukoms beteiligt sind oder aber die tendenziell verminderte
Anzahl als Konsequenz oder Epiphanomen der Erkrankung auftritt. Um ein besseres
Verstandnis fir die Rolle der Bregs im Zusammenspiel mit anderen Immunzellen sowie
im Gesamtzusammenhang von autoimmunen und neurodegenerativen Erkrankungen
zu erlangen, wird dies im anschliefenden Abschnitt ndher beleuchtet.

5.1.2 Rolle der B-Zellen in autoimmunen und neurodegenerativen Erkrankungen

Da es sich beim Glaukom um eine neurodegenerative Erkrankung mit autoimmuner
Beteiligung an der Pathogenese handelt, wird die Rolle der B-Zellen bei anderen
neurodegenerativen und autoimmunen Erkrankungen des zentralen Nervensystems
(ZNS) im Folgenden naher untersucht. B-Zellen haben sowohl eine
proinflammatorische Funktion  durch  Antikérperproduktion und Sekretion
proinflammatorischer Zytokine als auch eine immunsupprimierende Funktion durch die
Sekretion von antiinflammatorischen Zytokinen (siehe Abschnitt 2.3.2 sowie 2.3.3.2).
Bei der Betrachtung von B-Zell-Leveln im peripheren Blut kdnnen Unterschiede
zwischen Patienten, welche an unterschiedlichen neurodegenerativen und
autoimmunen Krankheiten leiden, und gesunden Personen festgestellt werden (110).
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5.1.2.1 Parallelen bei Alzheimer-Demenz

Bei an Alzheimer-Demenz leidenden Patienten kann ein verschobenes Verhaltnis von
reifen B-Zellen und B-Gedachtniszellen nachgewiesen werden. Die reifen B-Zellen sind
bei Patienten signifikant niedriger als bei Gesunden und der Anteil an doppelt negativen
B-Gedachtniszellen, welche einen gut differenzierten Subtyp der Gedachtniszellen
darstellen, ist bei Patienten signifikant erhoht (111). In dieser Studie kann bei reifen B-
Zellen kein relevanter Unterschied zwischen Glaukompatienten und Gesunden
festgestellt werden. Die Anzahl der B-Gedachtniszellen ist allerdings bei Erkrankten
ebenso wie bei Alzheimer-Patienten erhéht und das Verhaltnis von reifen B-Zellen zu
Bmems zeigt sich bei Erkrankten zugunsten der B-Gedachtniszellen verschoben, was
sich durch die Stimulation mit Retinahomogenisat noch verstarkt. Bei an Alzheimer-
Demenz erkrankten Patienten besteht eine chronische systemische
Entzindungsreaktion mit erhéhten Leveln von proinflammatorischen Zytokinen im
peripheren Blut (111, 112). Als Konsequenz durchleben die Immunzellen
Veranderungen. Durch die proinflammatorischen Zytokine werden sie stimuliert und es
tritt eine erhéhte Immunzelldifferenzierung auf, welche letztlich zur Erschépfung der
Zellen fuhrt (111, 113). Das verschobene Verhaltnis von reifen B-Zellen zu Bmems kdnnte
dadurch zustande kommen, dass reife naive B-Zellen durch die chronische systemische
Entzindungsreaktion vermehrt zu B-Gedachtniszellen differenzieren. Dies kénnte zu
einer Erschépfung des Pools von reifen B-Zellen und zu einer Erhéhung der gut
differenzierten Bmems fuhren (111).

Auch beim Glaukom deuten verschiedene Veranderungen der Immunreaktionen gegen
Retina- und Sehnervenantigene im Serum von Glaukompatienten auf eine systemische
Immunreaktion hin (22). So sind im Serum von Glaukompatienten teilweise hoch-,
teilweise herunterregulierte Autoantikdrperkonzentrationen sowie Veranderungen der
T-Lymphozyten und Makrophagen nachweisbar (22, 50-53, 55). AulRerdem konnte eine
erhdhte Thrombozyten-Lymphozyten-Ratio (PLR) sowie Neutrophilen-Lymphozyten-
Ratio (NLR), welche als Merkmale fir eine systemische Entzindung gelten, im
peripheren Blut von Glaukompatienten nachgewiesen werden (114, 115). Auch die in
dieser Studie festgestellte Erhdhung des proinflammatorischen Zytokins IL-8 und des
Angiogenesefaktors VEGF-A im Serum von Glaukompatienten (siehe dazu Abschnitt
5.3) unterstutzt diese Vermutung. Es kénnte also bei Glaukompatienten ahnlich wie bei
an Alzheimer-Demenz erkrankten Patienten durch eine chronische systemische
Entzdndungsreaktion zu einer erhdhten Immunzelldifferenzierung, Erschépfung des
reifen B-Zell-Pools und dadurch zu einer erhéhten Anzahl an B-Gedachtniszellen
kommen.

5.1.2.2 Parallelen bei Multipler Sklerose

Auch bei Patienten mit Multipler Sklerose kénnen Veranderungen bei B-Zellen im
Vergleich zu Gesunden festgestellt werden (110). Es konnte gezeigt werden, dass das
Verhaltnis von proinflammatorischen IL-6-produzierenden B-Zellen zu anti-
inflammatorischen IL-10-produzierenden B-Zellen einen signifikanten Einfluss auf den
Krankheitsverlauf hat. Bei Patienten mit einem zulasten der IL-10-produzierenden
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Zellen verschobenen Verhaltnis konnte ein signifikanter Zusammenhang mit einem
Fortschreiten der MS festgestellt werden. Dabei ist insbesondere die verminderte
Produktion von IL-10 durch transitionale regulatorische B-Zellen ausschlaggebend
(116). Ein weiterer Hinweis auf eine modgliche Beteiligung von B-Zellen an der
Pathogenese der MS sind fehlgeschlagene klinische Studien zur Therapie von MS und
Neuritis nervi optici mit Atacicept (110, 117, 118). Atacicept ist ein rekombinant
hergestelltes Fusionsprotein, welches die Reifungs- und Uberlebensfaktoren BAFF und
APRIL (Mitglied 13 der TNF Liganden Superfamilie) von B-Zellen hemmt (29, S. 1092
f., 110, 118). Die Studien mussten vorzeitig abgebrochen werden, da es bei Patienten,
welche Atacicept erhalten hatten, zu vermehrten Schiben der MS kam (117, 118). Die
erhohte Schubrate war mit einer Reduktion von reifen B-Zellen, welche nach der
Beendigung der Therapie von Atacicept wieder auf normale Level anstiegen, assoziiert
(118). Es konnte auRerdem gezeigt werden, dass eine Therapie mit Atacicept eine
Erhéhung der Anzahl von B-Gedachtniszellen bewirkt (119) und eine Erhéhung von
BAFF, welches durch Atacicept gehemmt wird, zu einem Anstieg von IL-10-
produzierenden regulatorischen B-Zellen im Zellkultur-Modell fuhrt (120). Durch
Atacicept wird also das Gleichgewicht von regulatorischen und reifen B-Zellen zu B-
Gedachtniszellen zugunsten der B-Gedachtniszellen beeinflusst. Schlielich konnte
gezeigt werden, dass ein anderes Medikament, Mitoxantron, zur Verbesserung der B-
Zell-Level bei MS-Patienten fuhrt (43). Mitoxantron ist ein Chemotherapeutikum, das
fur die Behandlung von aggressiv verlaufender MS eingesetzt wird (43, 121). Es
reduziert signifikant die Frequenz von Schiben und das Risiko fir Progression der MS
(121). Durch die Behandlung mit Mitoxantron wird der Anteil von zirkulierenden B-
Gedachtniszellen, welche fir den Grolteil der sezernierten proinflammatorischen
Zytokine Lymphotoxin und TNF-a verantwortlich sind, signifikant reduziert. Dadurch
wird auch die Sekretion dieser proinflammatorischen Zytokine signifikant verringert. Die
Produktion des antiinflammatorischen IL-10 hingegen wird bei MS-Patienten durch
Mitoxantron signifikant erhéht (43).

Im Hinblick auf das Glaukom zeigt sich auch in dieser Studie ein tendenziell
verminderter Anteil von regulatorischen B-Zellen an allen B-Zellen bei
Glaukompatienten im Vergleich zu Gesunden. Zwar kann in der Microarray-Analyse
kein Unterschied der IL-10-Level zwischen Patienten und Probanden festgestellt
werden (siehe Abschnitt 5.4). Interessanterweise ist das Verhaltnis von Bregs ZU Bmems
bei Glaukompatienten aber signifikant niedriger als bei gesunden Vergleichspersonen.
Auch das Verhaltnis von reifen B-Zellen zu Bnems ist bei Patienten tendenziell niedriger
als bei Kontrollpersonen. Wie auch bei der MS scheint das Gleichgewicht zwischen
antiinflammatorisch wirkenden regulatorischen B-Zellen zu B-Gedachtniszellen, welche
den Grofdteil der proinflammatorischen Zytokine sezernieren, verschoben zu sein.
Dieses aus dem Gleichgewicht geratene Verhaltnis ist bei der MS mit einem
Fortschreiten der Erkrankung bzw. vermehrt auftretenden Schiben assoziiert. Wird das
Verhaltnis von Bregs Zu Bmems durch das Medikament Mitoxantron zugunsten der Byegs
verbessert, so kommt es zu einer Reduktion der Frequenz von Schiben sowie des
Risikos fir Progression. Insgesamt koénnte das Auftreten dieses verschobenen
Verhaltnisses bei MS sowie beim Glaukom auf eine Rolle der B-Zellen im Rahmen der
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Pathogenese von neurodegenerativen Erkrankungen hindeuten. Modglicherweise
beglnstigt ein Ungleichgewicht von regulatorischen B-Zellen zu B-Gedachtniszellen die
Entstehung oder das Fortschreiten von Neurodegeneration. Insbesondere die
erfolgreiche Therapie der MS durch eine Veranderung des Verhaltnisses der B-Zell-
Untergruppen lasst B-Zellen als madglichen Angriffspunkt flir zuklnftige
Therapieoptionen des Glaukoms interessant erscheinen.

5.1.2.3 Parallelen bei Immunthrombozytopenie

Ein Ungleichgewicht der B-Zell-Subtypen konnte auch bei der Immunthrombozytopenie
(ITP) festgestellt werden. Bei Patienten, welche an ITP leiden, kann eine signifikant
erhdhte Frequenz von B-Gedachtniszellen sowie eine signifikant erniedrigte Frequenz
von transitionalen regulatorischen B-Zellen nachgewiesen werden. Nach Erhalt der
First-Line-Therapie, welche aus Methylprednisolon und intravends verabreichten
Immunglobulinen (IVIG) besteht, kehren die Level der B-Gedachtniszellen und der
transitionalen regulatorischen B-Zellen wieder auf ein normales Niveau zurlick (122).
Fang et al. folgerten daraus, dass die erniedrigte Zahl an Bregs moglicherweise fur die
Erhdhung des Bmems Verantwortlich ist. Durch die Verringerung der regulatorischen B-
Zellen kénnte die Hemmung von B-Gedachtniszellen abgeschwacht werden, was zu
einem Anstieg dieser fihrt (122). Bmems Wiederum kdnnen nach ihrer Aktivierung durch
Kontakt mit ihrem spezifischen Antigen als antigenprasentierende Zellen fungieren,
proinflammatorische Zytokine produzieren und schnell zu antikérperproduzierenden
Plasmablasten differenzieren (123). Dabei kommt es 2zu einer schnelleren
Antikorperproduktion mit hoher affinen Antikérpern als bei der Aktivierung von naiven
reifen B-Zellen im Rahmen eines Primarkontakts (29, S. 616 ff.). Diese Mechanismen
kénnen letztlich zu einer Schadigung von Gewebe fuhren und kénnten so an der
Krankheitsentstehung der ITP beteiligt sein (122, 123).

Aufgrund des gleichartig veranderten Verhaltnisses von Bregs zU Bmems bei
Glaukompatienten kénnten dem Glaukom ahnliche pathogenetische Veranderungen
zugrunde liegen. Moglicherweise spielt die verminderte Anzahl der Biregs, Welche zu
einer Erhéhung der Bmems fuhren koénnte, also eine Rolle bei der Entstehung des
Glaukomschadens. Interessant ist auch, dass durch die First-Line-Therapie bei ITP das
Gleichgewicht zwischen Bmems und Bregs Wiederhergestellt werden kann (122). Da in
dieser Studie ein in gleicher Weise verschobenes Verhaltnis von Bregs ZU Bmems bei
Glaukompatienten festgestellt wurde, stellt sich die Frage nach einer madglichen
Wirksamkeit der ITP-First-Line-Therapie auch beim Glaukom. Da Methylprednisolon als
Glukokortikoid bei disponierten Personen durch topische oder systemische Gabe zu
einem Augeninnendruckanstieg mit sekundarem Offenwinkelglaukom flihren kann,
kommt dies als Therapieoption nicht in Frage (6). Fir eine mdgliche Wirksamkeit von
IVIGs sprechen jedoch verschiedene Punkte. Die intravends verabreichten
Immunglobuline werden aus dem Plasma von gesunden Spendern gewonnen und
enthalten einen Groldteil des Repertoires humaner IgG-Antikdrper, darunter auch
natirlich vorkommende Autoantikdrper (124, 125). Naturlich vorkommende
Autoantikdrper sind Antikdrper, welche keine Krankheiten hervorrufen und auch bei
Gesunden zu finden sind. Sie werden als regulatorische Faktoren eingestuft (22, 126).
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Bezlglich des Glaukoms konnte gezeigt werden, dass bestimmte natirliche
Autoantikdrper, die bei Glaukompatienten herunterreguliert sind, einen direkten
protektiven Effekt auf retinale Ganglienzellen haben (11, 56, 57). IVIGs haben eine
immunmodulatorische Wirkung und zeigen flr verschiedene neurodegenerative
Erkrankungen, bei welchen natirlich vorkommende Autoantikérper auftreten,
vielversprechende Hinweise als mdgliche Therapieoption (11, 125). So kénnte fir eine
mogliche Wirksamkeit der [1VIGs beim Glaukom neben der Wirkung durch
Autoantikérper auch ein immunmodulatorischer Effekt durch den Einfluss auf das
Gleichgewicht der B-Zellen sprechen. Die Idee, IVIGs bei neurodegenerativen
Erkrankungen einzusetzen, ist nicht neu. So wurden bereits erfolgreich verlaufende
Vorstudien zur méglichen Wirksamkeit bei Alzheimer-Demenz durchgeflihrt. Trotz einer
vielversprechenden Ausgangslage fiur IVIGs als Therapieoption bei der Alzheimer-
Demenz konnte in einer Phase Ill Studie allerdings keine Wirksamkeit bei Alzheimer-
Patienten nachgewiesen werden (124, 127). Die Verantwortlichen der Studie fuhren das
auf eine mdéglicherweise zu gering gewahlte Dosis oder einen zu spaten Therapiebeginn
im Krankheitsverlauf zurtick (124). Ob IVIGs als Therapieoption beim Glaukom wirksam
sein kénnten, bedlrfte also intensiver Nachforschungen und kann anhand der jetzigen
Datenlage nicht sicher vorausgesagt werden.

5.1.2.4 Parallelen bei MOG-Ab-assoziierter Erkrankung und AQP4-Ab-positiver
Neuromyelitis-optica-Spektrum-Erkrankung

Ahnliche Ergebnisse bezlglich der B-Zell-Level konnten bei der Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein-AntikOrper-assoziierten Erkrankung (MOG-Ab-
assoziierte Erkrankung) sowie bei der Aquaporin-4-Antikérper-seropositiven
Neuromyelitis-optica-Spektrum-Erkrankung (AQP4-Ab-positive NMOSD) gezeigt
werden (128). Die MOG-Ab-assoziierte Erkrankung sowie die AQP4-Ab-positive
NMOSD werden wie die MS zu den entzindlichen demyelinisierenden Erkrankungen
des ZNS gezahlt (129). Die Frequenz von transitionalen regulatorischen B-Zellen ist bei
an MOG-Ab-assoziierter Erkrankung leidenden Patienten im Vergleich zu Gesunden
signifikant erniedrigt. Die Frequenz von B-Gedachtniszellen hingegen zeigt sich bei den
Patienten signifikant erhéht. Auch Patienten mit AQP4-Ab-positiver NMOSD weisen ein
ahnliches Profil der Lymphozyten auf (128).

Sowohl bei Glaukompatienten als auch bei Patienten, die an anderen
neurodegenerativen oder demyelinisierenden Erkrankungen leiden, zeigt sich eine
Erhdhung der B-Gedachtniszellen und eine Verminderung von regulatorischen B-
Zellen. Diese Ergebnisse koénnten auf einen Zusammenhang zwischen dem
Ungleichgewicht der B-Zell-Level und Demyelinisierung hindeuten. In einer kuarzlich
veroffentlichten Studie konnten Hinweise darauf gefunden werden, dass
Demyelinisierung dem Verlust von Axonen in der Ausbreitung von neurodegenerativen
Erkrankungen vorausgeht (130). Dieser Zusammenhang zwischen dem B-Zell-
Ungleichgewicht, Demyelinisierung und Neurodegeneration koénnte auch fur die
Entstehung des Glaukoms relevant sein. Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass es
bei Ratten, die mit einem Homogenisat aus Sehnervenantigen immunisiert wurden, zu
einem signifikanten Verlust von retinalen Ganglienzellen kommt. AuRerdem wurden bei
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diesen Tieren erhdéhte autoreaktive Antikérper, die gegen Antigene der Retina, des
Sehnervs und des Gehirns gerichtet waren, nachgewiesen. Zusatzlich zeigte sich in
den Sehnerven der immunisierten Ratten eine Antikdrper-Akkumulation, eine
Aktivierung von Gliazellen sowie eine Demyelinisierung (88). Es wurden also
glaukomatdse Schaden sowie eine Demyelinisierung durch eine Immunaktivierung und
Produktion von gegen retinale Antigene gerichtete Autoantikdrper hervorgerufen. B-
Gedachtniszellen kdnnen bei Zweitkontakt mit ihrem spezifischen Antigen sofort zu
antikérperproduzierenden Effektorzellen differenzieren (29, S. 616 ff., 42) und kénnten
so fur die Erhdhung der gewebeschadigenden Autoantikdrper verantwortlich sein. In
dieser Studie zeigt sich bei Patienten ein tendenziell erhéhter Anteil an B-
Gedachtniszellen, welcher nach der Stimulation mit Retinahomogenisat signifikant
hoher ist als bei Gesunden. Aulzerdem konnte in dieser Studie beobachtet werden, dass
der Anteil der Bmems durch die Stimulation mit Retinahomogenisat bei Patienten ansteigt,
bei Gesunden hingegen sinkt. Dies kdnnte auf eine erhohte B-Zell-Reaktivitat auf
retinale Antigene bei Glaukompatienten hindeuten. Interessante Parallelen bezlglich
der T-Zellen im Blut von Glaukompatienten konnten in einer Studie von Yang et al.
festgestellt werden (89). T-Zellen von Glaukompatienten, welche mit einem
Proteinlysats aus glaukomatdser Retina stimuliert worden waren, zeigten eine
signifikant hohere Proliferationsrate als T-Zellen von Kontrollpersonen nach der
gleichen Stimulation. Aullerdem herrschte eine inverse Korrelation zwischen der
Frequenz von regulatorischen T-Zellen und der Proliferationsrate sowie der Sekretion
von proinflammatorischen Zytokinen. Yang et al. folgerten, dass T-Zellen von
Glaukompatienten maoglicherweise eine erhohte Reaktivitdt gegenuber retinalen
Antigenen zeigen. Aullerdem koénnte eine veranderte Anzahl von T.gs €in gestortes
Gleichgewicht des Immunsystems begunstigen und damit mdéglicherweise eine Rolle
bei Neuroinflammation bzw. -degeneration spielen (89). Die hier festgestellte
veranderte Immunreaktion bei Kontakt mit retinalen Antigenen koénnte bei der
Pathogenese des Glaukoms von Bedeutung sein. Der Anstieg der Bmems bei Erkrankten
nach der Stimulation mit Retinahomogenisat, im Gegensatz zum Absinken dieser bei
Gesunden, kdénnte auf eine erhdhte B-Zell-Reaktivitat auf retinale Antigene bei
Glaukompatienten hindeuten. Mdglicherweise tragt, wie weiter oben beschrieben, die
verringerte Anzahl der Bregs aufgrund einer verminderten Hemmung der Bmems zur
Zunahme dieser bei. Der Anstieg der Bmems kdnnte zu einer Erhdhung von
gewebeschadigenden Autoantikérpern und dadurch zu Demyelinisierung fuhren. Wie
kurzlich herausgefunden, kdnnte die Demyelinisierung dem Verlust von Axonen in der
Ausbreitung von neurodegenerativen Erkrankungen vorausgehen und dadurch ein Teil
der Entstehung des Glaukoms sein.

5.1.2.5 Parallelen bei Rheumatoider Arthritis

SchlieBlich konnte auch bei der Rheumatoiden Arthritis (RA) eine interessante
Feststellung bezlglich der B-Zell-Subtypen gemacht werden. Es konnte gezeigt
werden, dass ein hoheres Verhaltnis von transitionalen regulatorischen B-Zellen zu B-
Gedachtniszellen nach einer B-Zell-depletierenden Therapie mit einem besseren
klinischen Outcome der Patienten korrelierte (131). Zur Behandlung einer
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therapierefraktaren RA wird der monoklonale Antikérper Rituximab eingesetzt, welcher
gegen das Oberflachenantigen CD20 gerichtet ist und damit selektiv B-Zellen lysiert
(132). Nach der B-Zell-Depletion kommt es zu einer Repopulation mit B-Zellen, wobei
die Fraktion der transitionalen Bregs im Vergleich zum Ausgangspunkt signifikant
zunimmt. Patienten mit gutem klinischen Outcome (niedriger Disease Aktivity Score 28,
DAS28) weisen ein signifikant héheres Verhaltnis von Bregs ZU Bmems auf, als solche, die
nur schlecht auf die B-Zell-depletierende Therapie ansprechen. Es konnte auch gezeigt
werden, dass nach der Repopulation die TNF-Produktion stark reduziert ist und dies
mit einer Verminderung der B-Gedachtniszellen korreliert. Insgesamt wird also durch
die B-Zell-Depletion das Verhaltnis der Bregs zu den Bmems und damit das Verhaltnis von
IL-10- zu TNF-a-produzierenden Zellen zugunsten der regulatorischen B-Zellen hin
verandert. Ein hoher Quotient korreliert dabei mit gutem klinischen Outcome (131). Das
Gleichgewicht zwischen regulierenden und proinflammatorischen B-Zell-Untergruppen
ist also wichtig fir den Therapieerfolg.

5.1.2.6 Schlussfolgerungen

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Gleichgewicht zwischen regulatorischen
B-Zellen, reifen B-Zellen und B-Gedachtniszellen eine Rolle in autoimmunen und
neurodegenerativen Krankheiten zu spielen scheint. Aufgrund einer Erniedrigung der
Level von Bregs kbnnte es zum Wegfall der Hemmung von Bmems kommen, was letztlich
zur Aktivierung anderer Immunzellen sowie zur Produktion von gewebeschadigenden
Autoantikorpern fuhren kann. Durch eine Erhéhung der proinflammatorisch wirkenden
Bmems Und eine Erniedrigung von antiinflammatorisch wirkenden Biegs kdnnte also die
Entstehung neurodegenerativer Krankheiten, wie das Glaukom, begunstigt werden. Auf
der anderen Seite kdnnten diese Veranderungen der B-Zell-Zahlen aber auch Ausdruck
der im Rahmen dieser Erkrankungen bestehenden chronischen Entzindungsreaktion
sein und als Folge davon auftreten. Erkenntnisse zur Wirksamkeit verschiedener
Medikamente, die Einfluss auf die Level der B-Zellen nehmen, lassen wiederum B-
Zellen als Angriffspunkt moglicher neuer Therapieoptionen fur das Glaukom interessant
erscheinen. Sollte das verschobene Verhaltnis von Bregs Zu Bmems jedoch als Folge der
Erkrankung entstehen, kénnte es zuklinftig als diagnostischer Parameter oder zum
Monitoring des Krankheitsverlaufs dienen.

5.1.2.7 B-Zellen bei Patienten mit primarem Winkelblockglaukom

In einer kirzlich veréffentlichten Studie von Yu et al. werden ebenfalls Veranderungen
der B-Zell-Level im Blut von Glaukompatienten beschrieben, was die Hypothese, dass
B-Zellen eine Rolle bei der Pathogenese des Glaukoms spielen, unterstitzt. Die
Arbeitsgruppe um Yu et al. nahm, ahnlich wie in dieser Studie, Patienten und gesunden
Probanden peripheres Blut ab, aus welchem mittels Dichtegradientenzentrifugation
PBMCs isoliert wurden. Die Zellen wurden mit fluoreszenzgekoppelten Antikérpern
gegen die Oberflachenmerkmale CD19, CD27, CD38, IgD und CD24 gefarbt und mit
einem Durchflusszytometer (BD FACS Canto Il) gemessen. Durch die Verwendung von
funf Antikérpern wurden die Zellen durch mehrere Gating-Schritte sortiert und dabei
immer wieder Zellen von den nachfolgenden Messungen ausgeschlossen. Im
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Gegensatz zu der hier vorgelegten Studie wurden zuséatzlich fluoreszenzgekoppelte
Antikérper gegen CD27 und IgD verwendet (133).

Ein weiterer Unterschied zu dieser Studie zeigt sich im Probandenkollektiv. In der
Studie von Yu et al. wurde zum Grofdteil das Blut von Patienten, welche an einem
primaren Winkelblockglaukom (PACG) litten (nrace) = 38, nroac) = 6), untersucht (133).
Dem Winkelblockglaukom liegt im Gegensatz zum Offenwinkelglaukom ein anderer
Pathomechanismus zugrunde. Wahrend die glaukomatése Schadigung beim primaren
Offenwinkelglaukom Uberwiegend durch Apoptose der retinalen Ganglienzellen als
Folge von unterschiedlichen Faktoren (wie in Abschnitt 2.2 beschrieben) auftritt, liegt
dem Winkelblockglaukom eine anatomische beziehungsweise mechanische Ursache zu
Grunde (1, 3, S. 354 ff.). Das PACG ist definiert durch das Vorhandensein von
iridotrabekularem Kontakt. Dieser kann aufgrund von Synechien oder sukzessiver
Anlagerung neuer Gewebeschichten (Apposition) bestehen. Durch den Kontakt der
peripheren Iris mit dem Trabekelmaschenwerk wird der Kammerwinkel verdeckt und die
Drainage des Kammerwassers verhindert (1). Diese mechanische Verlegung des
Kammerwinkels verursacht einen Augeninnendruckanstieg, welcher zu Papillen-
schadigungen sowie Gesichtsfeldeinschrankungen fihrt (6, S. 434 ff.).

Yu et al. fanden bei Glaukompatienten eine signifikante Erhdhung der doppelt negativen
B-Gedachtniszellen, welche, wie weiter oben erwahnt, einen gut differenzierten Subtyp
der Gedachtniszellen darstellen. Ebenso war die Frequenz von antikérper-
produzierenden Plasmablasten bei Patienten signifikant erhdht. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen der hier vorliegenden Studie zeigte sich im Patientenkollektiv der Studie
von Yu et al. allerdings eine erhéhte Anzahl von Biegs im Vergleich zu Gesunden (133).
Diese Diskrepanz zwischen den Ergebnissen kdnnte auf die verschiedenen
Glaukomtypen der in die Studien eingeschlossenen Patienten zurickzufuhren sein.
Auch wurde teilweise eine andere Kombination an Antikérpern zur
Oberflachenmarkierung der B-Zellen verwendet als in der hier vorliegenden Studie.
Nichtsdestotrotz weisen die Erkenntnisse beider Studien auf eine mdgliche Rolle der
B-Zellen bei der Pathogenese des Glaukoms hin und unterstreichen die Wichtigkeit
weiterer Untersuchungen bezuglich dieser Immunzellen.

5.2 Bedeutung der veranderten Lymphozytenzahlen

Neben den Veranderungen innerhalb der B-Zellen fiel in dieser Studie eine erniedrigte
Zahl an Lymphozyten im Blut von Glaukompatienten im Vergleich zu gesunden
Vergleichspersonen auf. Da die Gesamtzahl der B-Zellen bei Patienten und Probanden
vergleichbar war, muss diese Erniedrigung auf eine andere Zellpopulation innerhalb der
Lymphozyten zurlckzufuhren sein. Dabei kommen T-Zellen sowie NK-Zellen in Frage.
Auch bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen wie Parkinson oder Alzheimer-
Demenz konnte eine erniedrigte Lymphozytenzahl im peripheren Blut von Patienten
festgestellt werden (134, 135). Sowohl T- als auch B-Lymphozyten waren verringert,
wobei die Verringerung der T-Lymphozyten vor allem auf eine Erniedrigung der CD4*
T-Helferzellen zurtuckzufuhren war (134, 135). Auffallig war, dass die erniedrigte
Lymphozytenzahl bei Parkinsonpatienten mit einer erhéhten Zahl an CD4*CD25* T-
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Zellen invers korrelierte (134). CD25 (auch als IL-2-Rezepor a bezeichnet) wird von
aktivierten T-Zellen hochreguliert und von regulatorischen T-Zellen exprimiert (29, S.
1100). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass CD25 von apoptotischen Lymphozyten
exprimiert wird (136). Bas et al. folgerten daraus, dass eine erhdhte Anzahl von
CD4*CD25" T-Zellen mit einer erhéhten Apoptose von Lymphozyten zusammenhangt,
wodurch die verringerte Lymphozytenzahl erklart werden kdnnte (134). Auch in einer
Studie unserer Arbeitsgruppe konnte eine erhéhte Anzahl an CD4*CD25* T-Zellen im
Blut von POAG-Patienten festgestellt werden, was zu dieser Hypothese passen wirde
(137). Moglicherweise lasst sich die hier festgestellte erniedrigte Lymphozytenzahl bei
Glaukompatienten also durch eine erhéhte Apoptose der T-Zellen erklaren. Allerdings
wurden in der vorliegenden Arbeit nicht die Level der T-Zellen bestimmt, so dass keine
sichere Schlussfolgerung bezuglich dieser Zellen getroffen werden kann. Um diese
Frage zu beantworten waren weitere Untersuchungen der T-Zellen und deren
Untergruppen noétig.

5.3 Bedeutung der veranderten Zytokinlevel

5.3.1 Veranderungen von IL-8 und VEGF-A

In dieser Studie zeigt sich ein signifikant erhéhtes Level des Zytokins IL-8 sowie ein
tendenziell erhohtes Level von VEGF-A im Serum von Patienten im Vergleich zu
Gesunden. IL-8 oder synonym CXCL8 bezeichnet ein proinflammatorisches Chemokin,
welches chemotaktisch flur Neutrophile, Basophile, T-Zellen und B-Zellen wirkt (28, S.
314). Es wird von Zellen an Infektionsherden sezerniert, wozu Makrophagen,
Monozyten, Fibroblasten, Epithelzellen sowie Endothelzellen gehdren. Die Produktion
von |L-8 wird unter anderem durch IL-17 stimuliert, welches von Ty17-Zellen
ausgeschuttet wird. IL-8 wirkt mobilisierend und aktivierend auf Neutrophile
Granulozyten und férdert deren Degranulation. Auflerdem hat es wie VEGF-A
angiogenetische Eigenschaften (29, S. 138; 604). Unter VEGF-A versteht man einen
Angiogenesefaktor und ein Signalmolekil, welches zur Erweiterung von GefalRen sowie
zur Erhéhung der Permeabilitat fuhrt (28, S. 99 f.). Veranderte Level von IL-8 und
VEGF-A bei Glaukompatienten konnten auch in anderen Untersuchungen festgestellt
werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Konzentration von IL-8 sowohl im
Kammerwasser (59, 138) als auch in der Retina (59) von Glaukompatienten im
Vergleich zu Kontrollpersonen erhoht ist. Dabei zeigte sich die Konzentration bei
Patienten mit schwereren Gesichtsfelddefekten sowie jeweils im starker betroffenen
Auge hoher (138). Auch fur VEGF konnten erhdhte Level im Kammerwasser von
Glaukompatienten nachgewiesen werden (59).

Insgesamt sprechen die Ergebnisse fir eine proinflammatorische Umgebung im
Kammerwasser sowie in der Retina von Glaukompatienten. Gramlich et al. folgern
daraus, dass die hochregulierten Level von proinflammatorischen Zytokinen die
Homdostase der Retina beeinflussen und so eine Rolle bei der Neurodegeneration
spielen kdnnten (59). Die in dieser Studie gezeigten erhéhten Konzentrationen von IL-
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8 und VEGF-A im peripheren Blut von Patienten deuten neben der lokalen pro-
inflammatorischen Umgebung auf eine zusatzliche systemische Entziindungsreaktion
hin. Diese kdnnte, wie in Punkt 5.1.2 beschrieben, zu Verdnderungen der Immunzellen,
wie einer erhdhten Immunzelldifferenzierung, fihren. Allerdings kann anhand dieser
Studie nicht differenziert werden, ob die systemischen Veranderungen als Ursache oder
als Folge des Glaukoms auftreten.

5.3.2 Verdnderungen von IL-4

Weiterhin kann in der vorliegenden Studie nach der Stimulation der PBMCs mit
CpG/CD40L in den Kulturiberstanden bei Patienten ein anndhernd doppelt so hohes
Level an IL-4 im Vergleich zu gesunden Probanden festgestellt werden. IL-4 wird vor
allem von Ty2-Zellen sowie von Invarianten Naturlichen Killer-T-Zellen, Mastzellen,
Eosinophilen, Basophilen und ILCs ausgeschittet (28, S. 314, 31). Aber auch B-Zellen
kdnnen nach einer Aktivierung durch IL-4-sezernierende Tny2-Zellen das Zytokin IL-4
produzieren (139, 140). Es bewirkt eine B-Zell-Aktivierung, einen IgE-Klassenwechsel,
eine Th1-Suppression und eine Tu2-Differenzierung (28, S. 314). Mittels IL-4 kdnnen
sowohl suppressive als auch stimulierende Effekte auf verschiedene Zelltypen
ausgelibt werden, wodurch es an der Regulation von unterschiedlichen Signalwegen
des Immunsystems beteiligt ist. Nach dem Stand der aktuellen Forschung ist IL-4 ein
entziindungsregulierendes Zytokin, welches vor allem antiinflammatorisch wirkt.
Allerdings gibt es auch Hinweise auf proinflammatorische Effekte (31). IL-4 kann sowohl
zellvermittelte Immunitat inhibieren als auch humorale Immunitat férdern (31, 141).

In der vorliegenden Studie wurden PBMCs von Patienten und Kontrollpersonen mit CpG
und CD40L stimuliert, um die B-Zellen zur Differenzierung zu IL-10-produzierenden
regulatorischen B-Zellen anzuregen. CpG diente dabei als TLR9-Ligand der T-Zell-
unabhangigen Aktivierung, welche gemeinsam mit CD40L, als T-Zell-abhangigem
Signal, zur optimalen Stimulation der B-Zellen fuhrt (44, 140). Wahrend die Aktivierung
von TLRs auf Dendritischen Zellen oder Monozyten zu einer proinflammatorischen
Antwort fuhrt, werden bei B-Zellen regulatorische Mechanismen ausgeldst, die eine
uberschieflende Immunantwort hemmen sollen (44, 142). Dazu zahlt die gesteigerte IL-
10-Produktion der B-Zellen durch den TLR9-Liganden CpG (143). Mehrere Studien
identifizierten zusatzlich die Interaktion von CD40L und CD40 als essenziell fur die
Aktivierung von regulatorischen B-Zellen (44, 46, 87). Da CD40 auch auf anderen
Zellen exprimiert wird, aktiviert CD40L neben B-Zellen auch Monozyten und
Dendritische Zellen (144). Anhand des Versuchsaufbaus der vorliegenden Studie kann
nicht sicher unterschieden werden, ob die Stimulation mit CpG und CD40L B-Zellen
oder andere in den PBMCs enthaltene Zellen zur Produktion von IL-4 angeregt hat.
Dadurch ist eine Interpretation, warum bei Patienten die IL-4-Produktion nach der
Stimulation fast doppelt so hoch ist wie bei gesunden Probanden, schwierig. Bezuglich
des Glaukoms und IL-4 konnte aber in einer anderen Studie eine interessante
Feststellung gemacht werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Konzentrationen von
IL-4 sowie IL-6 im Serum von Glaukompatienten signifikant hdher war als bei
Kontrollpersonen (145). Huang et al. vermuten allerdings, dass die erhdhten
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Zytokinlevel weniger ursachlich fir die Neurodegeneration als vielmehr ein Feedback-
Mechanismus des Ganglienzellschadens sind (145). Um die Rolle der veranderten
Zytokinlevel besser zu verstehen und einzuordnen, sind weitere Studien notig. Fur die
vorliegende Studie lasst sich festhalten, dass die unterschiedlichen Level von IL-4 nach
der Stimulation mit CpG/CD40L auf ein verandertes Zusammenspiel der Immunzellen
bei Glaukompatienten anders als bei Gesunden hindeuten.

5.4 Limitationen der Arbeit und Ausblick

Bei einigen Ergebnissen der durchflusszytometrischen Messungen, wie auch bei der
Bestimmung der Anzahl der B..gs, konnten hohe Standardabweichungen festgestellt
werden. Dies deutet auf eine hohe Streuung der Werte und somit auf groRe
interindividuelle Unterschiede der Zellzahlen zwischen den Studienteilnehmern hin. Je
groler die Streuung der Stichproben und je kleiner der erwartete Unterschied, desto
hoher ist die bendtigte Fallzahl fur eine Studie. Diese Untersuchung lieferte als
Pilotstudie bezuglich der regulatorischen B-Zellen im Blut von Glaukompatienten
wichtige Informationen zu vermutetem prozentualem Unterschied sowie erwarteter
Streuung der Werte. Somit kann anhand dieser Pilotstudie fur kunftige Studien eine
genaue Fallzahlberechnung fur die benétigte Probandenzahl durchgeflhrt und die hier
festgestellte Tendenz gegebenenfalls als statistisch signifikanter Unterschied verifiziert
werden.

Wie in Abschnitt 5.1.1.1 (Phanotyp der regulatorischen B-Zellen) beschrieben, sind
weniger als 20 % der B-Zellen innerhalb der dort genannten Gruppen IL-10-
produzierend und damit immunsuppressiv. Die verschiedenen Gruppen werden jeweils
anhand des Profils der Oberflachenmerkmale der Zellen definiert. So wurde auch in
dieser Studie die Gruppe der transitionalen regulatorischen B-Zellen anhand des
Oberflachenprofils CD19*CD24"CD38" gegeniiber anderen B-Zellen abgegrenzt und
quantifiziert.  Allerdings werden durch die Differenzierung anhand der
Oberflachenfarbung auch andere, nicht IL-10-produzierende B-Zellen, miterfasst.
Daher ware eine intrazellulare Farbung des IL-10 eine noch genauere Methode, um
diese Zellen zu bestimmen. Trotzdem konnten, wie in den Abschnitten 5.1.1 und 5.1.2
beschrieben, in verschiedenen Erkrankungen Veranderungen der Anzahl und Funktion
der CD19*CD24MCD38" transitionalen Bregs festgestellt und wertvolle Rickschliisse
daraus gezogen werden. Auch bezlglich des Glaukoms konnte die Bestimmung dieser
Zellen neue Einblicke in die Rolle der B-Zellen bei Pathogenese und moglichen
Therapieoptionen aufzeigen.

Es konnte nicht abschlieBend geklart werden, ob eine veranderte Anzahl der
regulatorischen B-Zellen ursachlich an der Pathogenese des Glaukoms und anderen
neurodegenerativen Erkrankungen beteiligt ist oder ob diese Veranderungen als Folge
dieser Krankheiten auftreten. Da der Grofteil der Studien zur Rolle der Bregs im
Tiermodell durchgefihrt wurden, besteht zur Klarung dieser Frage weiterer Bedarf an
Untersuchungen beim Menschen. Wie in Punkt 5.1.2 beschrieben, kdnnten B-Zellen ein
potenzieller Angriffspunkt fir neue Therapieoptionen des Glaukoms darstellen oder als
diagnostischer Parameter dienen. Dazu waren weitere Studien zur Rolle des
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Gleichgewichts der B-Zell-Subtypen sowie zu der Frage, ob eine Erhdéhung des
Verhaltnisses von Bregs ZU Bmems €inen positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf des
Glaukoms haben kdnnte, noétig. In diesem Zuge konnte eine mogliche Wirksamkeit
immunmodulatorischer Medikamente, welche einen Einfluss auf die B-Zell-Level haben,
untersucht werden.

In den Microarray-Untersuchungen konnten keine Unterschiede zwischen Patienten
und gesunden Vergleichspersonen in den Leveln der von regulatorischen B-Zellen
sezernierten Zytokinen IL-10 und TGF-B festgestellt werden, was nicht den
Erwartungen entsprach. Es zeigte sich bei der Analyse der Messergebnisse, dass bei
verschiedenen Zytokinen, wie beispielsweise HMGB1, die gemessenen Werte an der
unteren Nachweisgrenze der Messmethode lagen. Auch war bei einigen Proben kein
Zytokin nachweisbar, was an den verringerten Anzahlen der gulltigen Ergebnisse
deutlich wurde. Daher war maglicherweise die Untersuchung der Zytokinlevel mittels
Antikorper-Microarray nicht die richtige Wahl fir diesen Versuchsaufbau. Auch kénnte
ein nicht feststellbarer Unterschied an einer zu kleinen StichprobengréfRRe liegen. Bei
geringen Unterschieden ware eine grofRere Stichprobe ndétig, um diese aufzudecken.
Somit wiirde eventuell eine sensitivere Nachweismethode oder eine gréliere Stichprobe
das erwartete Ergebnis aufdecken.
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6 Zusammenfassung

Diese Studie untersuchte als Pilot-Studie die Anzahl der regulatorischen B-Zellen und
deren Zytokine im peripheren Blut von Glaukompatienten im Vergleich mit einer
gesunden Kontrollgruppe. Dabei konnten Verdnderungen der Anzahlen der B-Zell-
Untergruppen, der Lymphozytenzahlen sowie der Konzentrationen verschiedener
Zytokine im Blut von Glaukompatienten festgestellt werden. Der Anteil der
regulatorischen B-Zellen war bei Glaukompatienten tendenziell niedriger als bei
gesunden Probanden. Bei den B-Gedachtniszellen verhielt es sich umgekehrt, der
Anteil der Bmems war bei Erkrankten tendenziell hdher als bei Gesunden.
Interessanterweise konnte bei Glaukompatienten ein signifikant erniedrigtes Verhaltnis
von Bregs ZU Bmems iMm Vergleich zu Gesunden nachgewiesen werden. Auch beziglich
des Verhaltnisses von reifen B-Zellen zu B-Gedachtniszellen zeigten sich ahnliche
Ergebnisse. Zusatzlich fiel eine erniedrigte Zahl an Lymphozyten im Blut von
Glaukompatienten im Vergleich zu gesunden Vergleichspersonen auf. Weiterhin
konnten in den Zytokinleveln Unterschiede zwischen Glaukompatienten und gesunden
Probanden festgestellt werden. So zeigte sich das Level von IL-8 im Serum von
Patienten signifikant erh6ht im Gegensatz zu dem bei Gesunden. Das Level von VEGF-
A im peripheren Blut war bei POAG-Patienten ebenfalls tendenziell héher als in der
Vergleichsgruppe. Nach der Stimulation mit CpG/CD40L konnte in den
Kulturiberstanden bei Patienten ein annahernd doppelt so hohes Level an IL-4
festgestellt werden wie bei gesunden Probanden.

Insgesamt deuten diese Ergebnisse auf eine verdnderte Immunantwort des adaptiven
Immunsystems sowie eine chronische systemische Entzindungsreaktion bei
Glaukompatienten hin. Biegs hemmen eine exzessive Immunantwort und wirken
insbesondere durch die Ausschittung von IL-10 immunregulierend. Sie inhibieren die
Produktion proinflammatorischer Zytokine durch CD4"* T-Zellen, die Differenzierung von
naiven T-Zellen zu Ty1- und Th17-Zellen und induzieren die Umwandlung von CD4" T-
Zellen zu Tregs. B-Gedachtniszellen hingegen sind unter den B-Zellen fir den Grolteil
der sezernierten proinflammatorischen Zytokine Lymphotoxin und TNF-a verantwortlich
und koénnen schnell zu antikérperproduzierenden Plasmablasten differenzieren. Ein
Erklarungsansatz fur das veranderte Verhaltnis der oben genannten Zellen ist, dass
das erniedrigte Level der immunsuppressiven Biegs zu einer Erhdhung der
proinflammatorischen Bmems fUhrt. Dies koénnte folglich eine gesteigerte
Entzindungsreaktion und eine damit verbundene Schadigung von Geweben, wie der
Retina, bedingen. Das hier festgestellte Ungleichgewicht von Bregs Zu Bmems konnte auch
bei anderen neurodegenerativen und autoimmunen Erkrankungen, wie der Alzheimer-
Demenz, der MS, der ITP, der MOG-Ab-assoziierte Erkrankung sowie der RA,
nachgewiesen werden. Es lasst sich nicht sicher feststellen, ob die Verringerung der
Bregs und  deren  immunsuppressiven  Wirkung zu einer  gesteigerten
Entzindungsreaktion und einer damit verbundenen Schadigung von Geweben fihrt.
Oder aber, ob die verminderte Anzahl und eingeschrankte Funktion der Bregs eine
Konsequenz der chronischen Entzindungsreaktion bei autoimmunen und
neurodegenerativen Erkrankungen ist.
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Hinweise fur eine ursachliche Beteiligung der Brgs an der Pathogenese dieser
Erkrankungen bieten Erkenntnisse zu Medikamenten, welche Einfluss auf die Level der
B-Zellen nehmen und wirksam bei Krankheiten wie der MS, der ITP sowie der RA
eingesetzt werden. Eine Erhdhung des Verhaltnisses von Bregs ZU Bmems fUhrt dabei
durch eine Reduktion des Progressionsrisikos zum Therapieerfolg und ist mit einem
positiven klinischen Outcome assoziiert. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das
Gleichgewicht zwischen regulatorischen B-Zellen, reifen B-Zellen und B-
Gedachtniszellen eine Rolle in autoimmunen und neurodegenerativen Krankheiten zu
spielen scheint. Moglicherweise begunstigt ein Ungleichgewicht von regulatorischen B-
Zellen zu B-Gedachtniszellen die Entstehung oder das Fortschreiten von
Neurodegeneration und kénnte so an der Entstehung des Glaukomschadens beteiligt
sein. Insbesondere die Erkenntnisse zur erfolgreichen Therapie autoimmuner und
neurodegenerativer Erkrankungen durch den Einsatz von Medikamenten, die die Level
der verschiedenen B-Zellen beeinflussen, lassen diese als vielversprechenden
Angriffspunkt moéglicher neuer Glaukomtherapien erscheinen.
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