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Kurzfassung: Untersuchungen zur Rolle von CD95 in der Pathogenese von Kollagen-
induzierter Arthritis der Maus

Kollagen-induzierte Arthritis (CIA) - ein Mausmodell fiir rheumatoide Arthritis (RA) - ist
eine chronisch entziindliche Erkrankung, die Eigenschaften aufweist, die der RA sehr
dhneln. Zu diesen Ahnlichkeiten gehdren u. a. Polyarthritis, Synovitis und als Folge davon
Knorpel- und Knochenzerstérung. Die synoviale Hyperplasie ist dabei ein besonderes
Kennzeichen der Gelenkzerstorung. Bisher sind die Ausloser fiir dieses Phédnomen
unbekannt. Es gibt jedoch Hinweise, die auf ein gestortes Gleichgewicht von
Zellproliferation und Zelltod (Apoptose) hindeuten. Apoptose wird durch die Bindung des
CD95-Liganden an das Transmembranprotein CD95 (Fas) induziert. Jedoch wurde auch
ein anti-apoptotischer Effekt von CD95 beobachtet. Dariiber hinaus wird die 16sliche Form
von CD95 (sFas) als potenzieller Antagonist fiir CD95-vermittelte Apoptose diskutiert. So
wurde sFas in hoher Konzentration im Synovium und im Serum von Patienten mit RA
nachgewiesen. Diese Beobachtungen weisen auf die wichtige Rolle von Fas im
Erkrankungsprozess der RA hin.

Um die Rolle von Fas in der Pathogenese von RA zu untersuchen, wurde das Mausmodell
CIA eingesetzt. Dazu wurden Fas-mutante (DBA/1J-lpr/lpr) und sFas-transgene (sFas-
DBA/1J) Miause mit Rinderkollagen II und komplettem Freunds Adjuvans immunisiert und
die Suszeptibilitit, CIA zu entwickeln, untersucht. Trotz verstarkter Immunantwort auf
Rinderkollagen II entwickeln DBA/1J-Ipr/lpr-Mause eine statistisch signifikant schwécher
ausgeprigte Arthritis mit einer niedrigeren Inzidenz als ihre Kontrollen. sFas-DBA/1J-
Maiuse zeigten dagegen einen dhnlichen Verlauf der Erkrankung wie ihre Kontrollen trotz
erhohter Immunantwort und veridnderter Suszeptibilitit gegeniiber Fas- und Aktivierungs-
induzierter Apoptose. Dariiber hinaus waren die kritischen pro-inflammatorischen
Zytokine wie der Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und die Interleukine-6 und -1 (IL-6, IL-
18) in den Pfoten der DBA/1J-lpr/lpr-Méuse zum Zeitpunkt des Krankheitsbeginns erhoht,
was auf die geringe Aktivierungseffizienz dieser Zytokine bei Fas-Mangel hindeutet.
Dennoch zeigte die Mausfibroblasten-Zell-Linie NIH3T3 eine geringe Empfindlichkeit
gegeniiber anti-Fas-Antikorper—induzierter Apoptose und eine erhdhte Expression von pro-
inflammatorischen Zytokinen nach Fas-Ligation. Diese Beobachtungen zeigen, dass eine
gestorte Immuntoleranz nicht zu einer verstirkten Suszeptibilitéit fiir CIA fiihrt, und dass
Fas durch seine stimulierende Wirkung auf lokale Zellen, insbesondere auf die
Synovialfibroblasten, eine Rolle in Zerstérungsprozessen im CIA-Synovium spielt.
Dariiber hinaus gibt es ein empfindliches Gleichgewicht zwischen loslichem und
transmembranem Fas und zwischen dem apoptotischen und dem stimulierenden Fas-

Pathway. Dessen Regulation kdnnte wichtig fiir Autoimmunerkrankungen sein.



Abstract: Studies of the role of CD95 in the pathogenesis of murine collagen-induced
arthritis

Collagen-induced arthritis (CIA), the animal model of rheumatoid arthritis (RA), is a
chronic inflammatory disease bearing all the hallmarks of RA like e.g. polyarthritis,
synovitis, and subsequent cartilage/bone erosions. One feature of the disease thought to
contribute to joint damage is synovial hyperplasia. Factors contributing to this
phenomenon are unknown, however, imbalance between rates of cell proliferation and cell
death (apoptosis) has been suggested. Apoptosis is induced by interaction of CD95-ligand
and CD95 (Fas), a transmembrane protein. However, an anti-apoptotic effect after Fas-
ligation has previously been observed. In addition, it has been discussed, that the soluble
form of CD95 (sFas) has protecting features against Fas-mediated apoptosis. Increased
sFas was found in synovial fluids and sera of patients with RA. These observations suggest
a role of Fas in the disease process of RA.

To evaluate the role of Fas in the pathogenesis of CIA we determined the susceptibility of
Fas-mutant mice (DBA/1J-Ipr/lpr) and of soluble Fas transgenic mice (sFas-DBA/1J) to
CIA. Disease was induced by immunizing mice with bovine type II collagen (CII) in
complete Freund’s adjuvant. Contrary to expectation, DBA/1J-lpr/lpr mice developed
statistically significant milder disease with lower incidence than the control mice in spite
of increased immune responses to CII. On the other hand, sFas-DBA/1J mice developed
CIA with mean date of onset and an average score comparable to their control littermates
despite increased immune response and impaired susceptibility to Fas- and activation-
induced apoptosis. Furthermore, the critical pro-inflammatory cytokines like tumor
necrosis factor-o (TNF-a), interleukin-6, and -1p (IL-6, IL-18) were increased in DBA/1J-
Ipr/lpr mouse paws on the onset of disease despite of milder arthritis suggesting less
efficient activation through these cytokines when Fas signalling is deficient. In addition,
synovial fibroblast was stimulated by interaction with anti-Fas antibody as evidenced by
the expression of pro-inflammatory cytokines and less susceptibility to anti-Fas-induced
apoptosis in mouse fibroblast cell line NIH3T3. These observations clearly show that
tolerance impairment does not lead to enhanced susceptibility to CIA and that Fas
contributes to damage in CIA synovium by inducing proliferation of local cells, in
particular synovial fibroblasts. Furthermore, there is a delicate balance between the soluble
and membrane form of Fas and the apoptotic and stimulatory Fas pathways. The regulation

of this balance may be important to autoimmune diseases.
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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Autoimmunitat

Eine Armee verschiedener Zellen und Molekiile verteidigt den Korper vor dem Eindringen
schéddlicher und korperfremder Organismen. Es hat sich zur Verteidigung neben dem
natiirlichen Immunsystem das adaptive Immunsystem entwickelt. Durch die positive und
negative  Selektion im Thymus lernen die T-Zellen das Erkennen der
Histokompatibilititskomplex (MHC)-Molekiille und korpereigener Antigene. In der
postiven Selektion miissen die Thymozyten in der Lage sein mit ihren exprimierten T-Zell-
Rezeptoren (TCR) ein MHC-Molekiil zu binden. Andernfalls sterben die Zellen, wenn es
ihnen nicht gelingt innerhalb von drei bis vier Tagen, einen anderen TCR zu exprimieren.
Wenn diese Zellen die positive Selektion iiberlebt haben, so miissen sie die negative
Selektion durchlaufen, wo sie korpereigene Antigene zu ignorieren lernen, um schlie8lich
als naive T-Zellen den Thymus verlassen zu diirfen. Diese naiven T-Zellen konnen jedoch
immer noch stark an manche Selbst-Peptid-MHC-Komplexe binden. Dies kann
vorkommen, wenn diese Peptide nicht im Thymus gezeigt wurden, d.h. von Proteinen
stammen, die nicht im Thymus exprimiert sind. Um zu verhindern, dass dadurch
autoreaktive T-Zellen entstehen, fiihrt eine solche starke TCR-Bindung an Selbstantigene
zur Anergie der T-Zellen. Dabei teilen sich die Selbst-spezifischen T-Zellen zwar, weisen
aber eine gegeniiber Effektorzellen verdnderte Oberflachenexpression
(CD69'CD44'CD25") auf, produzieren kein Interferon-y (IFN-y), sind nicht zytotoxisch
und verschwinden schlieBlich (1). Neben der Anergie kann es jedoch auch zur
Autoimmunitit kommen, wenn T-Zellen korpereigene Strukturen als Fremdantigene
erkennen. Wenn diese autoreaktiven T-Zellen nicht beseitigt werden, konnen sie
korpereigenes, gesundes Gewebe angreifen und schlieBlich zerstoren, wie z. B. bei der

rheumatoiden Arthritis.

Die Induktion von Autoimmunitét ist zwar intensiv untersucht worden, trotzdem sind aber

immer noch viele Details unverstanden. Es existieren zahlreiche Hypothesen, von denen



Einleitung 2

hier einige genannt werden, ohne dass sie im einzelnen erldutert werden sollen. Fiir eine
detaillierte Ubersicht siehe den Ubersichtsartikel von Theofilopoulos (2):
0 ,self-ignorance*“-Hypothese
»molecular mimicry“-Hypothese

0]

0 ,modified self’-Hypothese

0 Fehler in der zentralen und peripheren Toleranz
0]

Polyklonaler Aktivator

Autoimmunkrankheiten konnen sich an den verschiedensten Organsystemen manifestieren.
Einige Bereiche und Gewebe sind jedoch hdufiger involviert. Bei der multiplen Sklerose
z.B. werden die Myelinscheiden in Gehirn und Riickenmark angegriffen. Im Falle des
systemischen Lupus erythematodes (SLE) sind Haut, Nieren und verschiedene innere
Organe betroffen. Bei der Basedow-Krankheit werden die hormonbildenden Zellen in der
Schilddriise iiberstimuliert. In der rheumatoiden Arthritis werden Knorpel und Knochen in

Gelenken zerstort.
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1.1.1 Rheumatoide Arthritis

Abbildung 1: Klinisches Krankheitsbild einer Hand mit
rheumatoider Arthritis

Die rheumatoide Arthritis wird auch als chronische Polyarthritis
bezeichnet, da diese Krankheit normalerweise in mehreren
Gelenken  auftritt.  Meistens  sind  Fingergrund- und
Handwurzelgelenke, die Gelenke der Fiile sowie Knie betroffen.
Schon im Frithstadium treten Schmerzen in verschiedenen
Gelenken, zum Beispiel in den Fingern oder auch in den Zehen
auf. Hinzu kommen Gelenkschwellungen mit R&tung und
Erwdrmung der Haut. Im Spétstadium kommt es schlieBlich zur
Deformation der betroffenen Gelenke als Folge von Knorpel- und
Knochenzerstorung (http://www.rheumanet.org).

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine hdufige chronisch entziindliche Erkrankung mit
hauptsdchlicher Gelenkbeteiligung. Die RA wird auch als chronische Polyarthritis
bezeichnet, da diese Erkrankung normalerweise in mehreren Gelenken auftritt. Meistens
sind Fingergrund- und Handwurzelgelenke, die Gelenke der Fiile sowie der Knie
betroffen. Schon im Friihstadium treten Schmerzen in verschiedenen Gelenken, zum
Beispiel in den Fingern oder auch in den Zehen, auf. Hinzu kommen Gelenkschwellungen
mit Rotung und Erwdrmung der Haut. Im Spitstadium kommt es schlieBlich zur
Deformation der betroffenen Gelenke als Folge von Knorpel- und Knochenzerstérung
(Abbildung 1). Das Vorkommen autoreaktiver T- und B-Lymphozyten sowie von
Rheumafaktoren (Autoantikorper gegen das kristallisierbare Fragment (F.-Fragment) des
ImmunoglobinsG (IgG)) zeichnen die RA als Autoimmunkrankheit aus. Sie wird als
Prototyp einer klassischen Autoimmunkrankheit angesehen, hat eine Pravalenz von ca. 1-
2% und  betrifft zu 2/3 das weibliche Geschlecht. Diese unterschiedliche
Geschlechtsverteilung konnte auf dem Einfluss von Geschlechtshormonen basieren. Es
wurde berichtet, dass durch eine Ostrogen-Ersatz-Therapie das Risiko, an RA zu
erkranken, bei Frauen gesenkt werden konnte. Die Auswirkung von Schwangerschaft und

Laktation auf den Krankheitsverlauf bekriftigt die Rolle von Geschlechtshormonen (3, 4).
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Dariiber hinaus konnte ein Polymorphismus in der IFN-y/IL-26-Genregion fiir die

unterschiedliche Suszeptibilitit der Geschlechter verantwortlich sein (5).

Uber die Atiologie der RA ist bislang viel spekuliert worden, sie liegt aber noch immer im
Dunkeln. Der Einfluss genetischer Faktoren auf die Entwicklung von RA wurde gezeigt,
und es wurde eine polygene Beeinflussung der RA postuliert.

Erste Hinweise auf das Vorhandensein von Suszeptibilititsgenen wurden 1978 von Stastny
aufgezeigt (6). Er beschrieb die Assoziation von RA mit dem HLA-DR4-Locus. Es wurden
auch andere HLA-Loci (HLA-DR1, HLA-DR10, HLA-DRw6, HLA-DRBI1) identifiziert,
die in Assoziation zur RA stehen. Ebenso gab es Untersuchungen, worin eine Assoziation
von HLA-DR4 mit anderen Autoimmunerkrankungen gezeigt wurde. Gregersen et al.
erklarten 1987 diese Beobachtungen mit der ,,shared epitope*“-Hypothese (7). Sie fanden
heraus, dass die identifizierten Allele alle fiir die Aminosdurenfolgen
QKRAA/QRRAA/RRRAA in der dritten hypervariablen Region der B-Kette der MHC-
Klasse-II-Molekiile kodieren, die die Aminosdureposition 70 bis 74 umfassen und dariiber
hinaus an Antigenprdsentationen gegeniiber den T-Lymphozyten beteiligt sind. Zum
Beispiel weisen eineiige Zwillinge eine hohere Konkordanz auf (8). Jedoch gibt es
Untersuchungen, die die ,,shared epitope“-Hypothese nicht bestétigten. In der Studie von
McDaniel et al. (9) konnten bei 2/3 der untersuchten an RA erkrankten Afroamerikaner
kein fiir das rheumatoide Epitop kodierendes Allel gefunden werden. Dariiber hinaus gibt
es Personen mit dieser genetischen Pridisposition, die trotzdem nicht an RA erkranken.
Weitere Gene, diec eine Assoziation mit rheumatoider Arthritis haben, sind das Gen
SLC22A4 (solute carrier family 22, member 4) (10) auf dem Chromosom 5q31 und das
Gen PADI4 (peptidyl arginine deiminase, type IV) (11). Beide Gene sind auf
hidmatologischem und RA-Synovialgewebe exprimiert. Es wurde gezeigt, dass SLC22A4
als Transporter fiir organische Molekiile in lymphatischen Organen dient (10). PADI4
vermag die Produktion von zitrullinierten Peptiden, welche als Autoantigene fungieren, zu

verstdrken, und somit das Risiko, an RA zu erkranken, zu erhéhen (11).

Umweltfaktoren konnen ebenso eine kritische Rolle in der Entstehung von RA spielen.
Krankheitserreger wie Viren oder Bakterien konnten sich durch Nachahmung

korpereigener Molekiilstiicke freien Zugang verschaffen und Autoimmunreaktionen
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einleiten (12). Es konnte gezeigt werden, dass in der RA im Gewebe und in RA-synovialen
Fibroblasten, iiberwiegend am Ort der Invasion das endogene retrovirale Element LI
exprimiert ist (13). Ebenso gibt es Hypothesen, die besagen, dass Retroviren die RA-
synovialen Fibroblasten aktivieren konnen (14). Es ist aber nach wie vor unklar, was der

oder die Ausloser der RA sind.

Histologisch ist die rheumatoide Arthritis gekennzeichnet durch eine chronische
Entziindung der Synovialmembran und eine Zerstdrung der extrazelluldren Matrix.
Charakteristisch fiir die Synovialmembran ist die Auskleidung der synovialen Innenhaut
mit zwei Arten von Synoviozyten, den makrophagenartigen (Typ A) und den
fibroblastenartigen (Typ B). Wihrend der rheumatoiden Arthritis machen die
fibroblastartigen Zellen eine lokale Proliferation durch (15). Diese weisen dabei
Eigenschaften transformierter Zellen auf, die nur im RA-Synovium zu beobachten sind
(16). Als ein weiterer besonderer Zelltyp in der RA an der Grenze zwischen Knorpel und
Pannus prisentiert sich der Pannozyt, der Eigenschaften sowohl von Fibroblasten als auch
von Chondrozyten aufweist (17).

Darliber hinaus enthédlt das rheumatoide Synovium =zahlreiche Proteasen wie
Serinproteasen, Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) und Kathepsine, die an der Knorpel-
und Knochenzerstorung des Gelenks beteiligt sind. Zu den MMPs gehdren u.a. das
Stromelysin (MMP3) und die Kollagenase (MMP1), die zu den wichtigsten Effektoren der
Gelenkzerstorung zéhlen. Auller den oben genannten Enzymen und Zellen sind im
rheumatoiden Synovium T-Zellen und Makrophagen vermehrt zu finden. Der Einstrom
von Entziindungszellen und T-Zellen in das Synovium wird vor allem durch neugebildete
GefiBe ermdglicht. Die Neubildung dieser Gefile wird dabei durch die Uberexpression
von angiogenen Faktoren wie dem vaskuldren Endothelwachstumsfaktor (VEGF)

unterstiitzt, die zur Proliferation und Migration von synovialen Endothelzellen fiihrt (16).

Die meisten synovialen Makrophagen sind in der synovialen Deckzellschicht lokalisiert,
wo sie als Hauptproduzenten von Zytokinen fungieren und den grofBten Beitrag zur
Gelenkzerstorung leisten. Sie befinden sich in einem aktiven Zustand. Thre verstirkte

Féhigkeit als antigenpridsentierende Zellen (APCs) zu dienen, wird durch die erhdhte
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Expression von HLA-DR erklart (18). Dariiber hinaus besitzen synoviale Makrophagen die

Eigenschaften, Th1 T-Zellen zu aktivieren und zu polarisieren (19).

Die Verwicklung von T-Zellen in die Pathogenese von RA wurde zum ersten Mal mit der
Entdeckung von Suszeptibilitidtsgenen und deren Assoziation mit RA deutlich (6). Dartiber
hinaus spricht die hohe Konzentration von T-Zellen im Synovium von RA-Patienten fiir
eine bedeutende Rolle dieser Zellen in der Pathogenese von RA. Ein weiteres wichtiges
Indiz fiir die Bedeutung von T-Zellen in der RA ist die selektive Akkumulation von T-Zell-
Gruppen mit Aktivierungs- und Differenzierungsmarkern (CD45", CD27, VLA (very late
activation antigen), HLA II) bzw. mit kostimulatorischen Oberflichen-Markern (CD60,
CD6, CD28) im RA-Synovium (20). Das Expressionsmuster der Aktivierungsmarker gibt
dabei Auskunft tiber den moglichen Ort der Zellaktivierung. Es wurde beobachtet, dass
synoviale CD4'T-Zellen im Gegensatz zu zirkulierenden T-Zellen im Blut von RA
Patienten eine starke Expression des frithen Aktivierungsmarkers CD69 aufweisen (21,
22). Gegen eine grofle Bedeutung von T-Zellen im Synovium spricht aber die
Beobachtung, dass Zytokine von T-Zellen wie die Interleukine-2 und —4 (IL-2, IL-4) und
[FN-y im Synovium in geringer Menge vertreten sind (16). Im Gegensatz dazu sind pro-
inflammatorische Zytokine wie IL-18, IL-6 und der Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a), deren
Quelle sowohl die Monozyten als auch die Typ A und Typ B Synoviozyten sind, im
Synovium in erhohter Konzentration vorhanden (23). Der Einfluss der Zytokine auf die
Pathogenese von RA ist ebenfalls intensiv untersucht worden. Zu den wichtigsten
Zytokinen zdhlt TNF-a.. Neben der Regulation der Bildung von IL-1 und vieler anderer
Zytokine (z. B. IL-6, IL-8), steigert TNF-o die Expression der intrazelluldren und
vaskuldren Adhésionsmolekiile (ICAM, VCAM) und aktiviert Fibroblasten sowie
Chondrozyten. Eine weitere im RA-Synovium infiltrierte Zellpopulation stellen die
autoreaktiven Lymphozyten dar. Diese zeigen Apoptose-resistente Eigenschaften, die
entweder auf eine Uberexpression der anti-apoptotischen Proteine B-Zell Lymphom-2
(Bcl-2) und Bel-x1 oder auf eine fehlende Expression des CD95-Liganden (auch als Fas-
Ligand bezeichnet) zuriick zu flihren sind (24-28). Synoviozyten dagegen zeigen ein
suszeptibles Verhalten gegeniiber anti-Fas Antikorper-induzierter Apoptose, obwohl sie

auch in erhohter Menge Bcl-2 exprimieren (29). Dariiber hinaus ldsst die Pridsenz von
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apoptotischen synovialen T-Zellen im RA-Synovium auf die Bedeutung der Apoptose in

RA schlieflen (30).

1.1.2 Mausmodell fur rheumatoide Arthritis: Kollagen-induzierte Arthritis

In der Erforschung von Autoimmunerkrankungen spielen Tiermodelle, bzw. vor allem
Mausmodelle, eine bedeutende Rolle. Mausmodelle zeigen klinische und histologische
Analogien zu menschlichen Autoimmunerkrankungen. Sie werden insbesondere fiir das
Studium von genetischen, immunologischen und umweltbedingten Faktoren eingesetzt.
Das heute meist eingesetzte und bekannteste Mausmodell fiir rheumatoide Arthritis ist die
Kollagen-induzierte Arthritis (CIA). Das erste Tiermodell mit einer autoimmunen Antwort
auf Kollagen Typ II, das ein wichtiger Bestandteil von Gelenkknorpel ist, wurde 1977 von
Trentham et al. beschrieben (31). Diese Autoren immunisierten Ratten mit homologem und
heterologem Kollagen II in KFA (komplettem Freunds Adjuvans) oder IFA (inkomplettem
Freunds Adjuvans) und konnten eine Inzidenz von 40% beobachten. Jahre spéter konnte
dieses Modell auf Méuse (32) und schlieBlich auf Primaten (33) iibertragen werden.

Die CIA weist der RA-dhnliche Eigenschaften wie mononukledre Zellinfiltration,
Hyperplasie der Synovialzellen, Pannusbildung, Knorpel- und Knochenzerstérung, sowie
Ankylose und Deformation auf (31, 34). Im Gegensatz zur theumatoiden Arthritis liegt bei
Kollagen-induzierter Arthritis die Inzidenz bei ménnlichen Maiusen hdher als bei

weiblichen Miusen (3, 35, 36).

Der Verlauf der Erkrankung ist vom Kollagentyp, sowie vom Stamm und vom Geschlecht
des Versuchstieres abhéngig (37, 38). Wéhrend allogenes Kollagen II eine milde Arthritis
erzeugt, induziert xenogenes Kollagen II eine schwere bis erosive Arthritis sowohl in
Mausen als auch in Ratten. Dariiber hinaus ist die dreifache helikale Struktur des nativen
Kollagens essentiell fiir die Induktion der Autoimmunerkrankung, da die denaturierte Form

zu keiner Erkrankung fiihrt.

Wie bei RA ist die Suszeptibilitdt fiir CIA mit dem MHC-II Molekiil assoziiert. Nur
Méuse mit den Haplotypen H2-A? (z.B. DBA/1 und B10.Q) und H2-A" (z.B. B10.RIII)
sind suszeptibel fiir CIA (32, 34, 39). Sie unterscheiden sich in den Hauptepitopen.
Wihrend das MHC-1I? Molekiil das Kollagen II- Peptid in dem Aminosdurenbereich von
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260-267 (IAGFKGEQ) bindet, erfolgt in H2-A" Miusen die Erkennung des Kollagen II -
Peptids im Bereich 442-456 innerhalb der Determinanten (siehe auch den Ubersichtsartikel
von Brand et al., 2003 (40)). Entgegen dieser Erkenntnisse wurde jedoch in C57BL/6J (B6)
Miusen mit dem angeblich CIA-resistenten Hintergrund H2-A® eine CIA induziert, jedoch
nicht in 129/Sv Méusen, die ebenfalls den H2-A" Hintergrund haben (41, 42). Dies zeigt
die potentielle Beteiligung von Nicht-MHC-Genen an der Entstehung von CIA (43, 44).

Die genetische Assoziation von CIA mit den MHC-II Molekiilen H2-A"% und H2-A" zeigt
die Wichtigkeit der T-Zellen bei der Entstehung der Autoimmunerkrankung. IThre kritische
Rolle zeigen ebenso Untersuchungen von off-T-Zellen in der Pathogenesse von CIA. So
wurde berichtet, dass Mause ohne af-T-Zellen komplett resistent gegen CIA sind (45).
Ferner fiihrte eine Behandlung mit anti-TCRaf3 monoklonalen Antikérpern zu einer
signifikant reduzierten Inzidenz von CIA (46, 47). Ebenso weisen zahlreiche
Untersuchungen darauf hin, dass die Induktion von CIA von T- und B-Zellen abhéngig ist
(48-51). Dieses Bild wird aber durch Ergebnisse von Experimenten mit Knock-out-Méusen
in Frage gestellt, die kontroverse Schliisse zulassen. CD4-Knock-out-Mause mit C57BL/10
Hintergrund (52) (nicht aber solche mit dem CIA-suszeptiblen DBA/1-Hintergrund (53))
zeigen eine erniedrigte Inzidenz und eine mildere Erkrankung. Ferner kann in RAG-/-

DBA/1-Miusen, die keine reifen T- und B-Zellen besitzen, CIA induziert werden (54).

Die Immunisierung mit Rinderkollagen II (CII) in DBA/I-M4iusen fiihrt zur Aktivierung
von CllI-spezifischen T- und B-Zellen mit anschlieBender Produktion von anti-CII
Antikorpern (35, 55). Jedoch korreliert eine erhohte anti-CII Antikorper Konzentration
nicht mit einer erhohten Inzidenz oder einer zunehmenden Schwere der Erkrankung. Die
Korrelation ist eher bestimmt durch die Affinitdt und den Isotyp des Antikorpers sowie
durch seine Epitopspezifitit (56, 57). Die Immunisierung mit Kollagen II von nicht-
suszeptiblen Mausstdmmen zeigt zwar eine erhohte B-Zell-Immunantwort, diese Mause
erkranken jedoch nicht an CIA (34, 41). In der humoralen Kollagen-spezifischen
Immunantwort dominiert die Antikorper-Subklasse 1gG2. Da IgG2 die Fihigkeit besitzt,
die Komplementkaskade zu aktivieren (57), wurde in diesem Zusammenhang die
Beteiligung von dem Komplementprotein C5 in der Pathogenese von CIA beschrieben

(58).
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Aktivierte T-Zellen bilden Zytokine, die direkt pro-inflammatorisch wirken oder andere
Zellen wie Makrophagen und Fibroblasten stimulieren. Dabei findet man abhédngig vom
Gewebe und vom Stadium der Erkrankung unterschiedliche Zytokinprofile vor. In der
frithen Phase der Erkrankung dominiert das Zytokin IFN-y in den Lymphknoten, wéihrend
in der spdten Phase der Erkrankung Zytokine wie TNF-a, IL-6, IL-1 und IL-10 in den
Gelenken iiberwiegen (59). Diesen wird eine kritische Rolle in der Regulation der

Entziindungsprozesse im Gelenk und in der Gewebezerstdrung zugeschrieben (60-62).

1.2 Apoptose

Die Apoptose ist fiir die Entwicklung und Aufrechterhaltung eines vielzelligen Organismus
ein essentieller Mechanismus. Bis 1972 wurde der Zelltod nur durch die Nekrose erklért,
was dann von Kerr et al. mit einer neuen Form des Zelltodes ergénzt wurde (63). Fiir die
Entwicklung des Immunsystems ist es von grofer Bedeutung, dass in der positiven und
negativen Selektion autoreaktive Zellen eliminiert werden. Uberschiissige Zellen, die nach
einer Immunantwort nicht mehr gebraucht werden, werden auBlerdem durch diesen
Mechanismus eliminiert, um das Gleichgewicht mit den entstehenden Zellen zu
gewihrleisten. Kranke und entartete Zellen miissen entfernt und vernichtet werden, um den
Gesamtorganismus zu schiitzen. Viele Zellen besitzen diese Fihigkeit der Apoptose, die
auch als programmierter Zelltod bezeichnet wird. Der Begriff der Apoptose stammt aus der
griechischen Sprache (amontmol) und heifdit {ibersetzt: vom Baum fallendes Blatt. Diese
Bezeichnung fiihrt auf die Beobachtungen von Kerr, Wyllie und Currie (63) zurlick, die die
ersten morphologischen Unterschiede zwischen Apoptose und Nekrose beschrieben. Sie
beobachteten die Kondensation und Fragmentierung des Zellkerns, das Anschwellen der
Zellmembran und das Abschniiren von Vesikeln (bledding, apoptotic bodies), welche von
Makrophagen phagozytiert wurden. Im Unterschied dazu wurden bei der Nekrose
Anschwellungen der Zelle und Organellen mit anschlieBendem Platzen beobachtet. Der
nekrotische Tod kann zu inflammatorischen Prozessen filihren, da das Aufplatzen
absterbender Zellen zytoplasmatische Proteine an solche Orte des Korpers bringt, an denen

sie normalerweise nicht anzutreffen sind (64).
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1.2.1 Physiologische Bedeutung der Apoptose

Die Apoptose ist einer der wichtigsten Mechanismen des Immunsystems. Uber diesen
Mechanismus werden potentiell autoreaktive und nutzlose Immunzellen eliminiert. Neben
dessen wichtiger Rolle in der positiven und negativen Selektion im Thymus werden auch
Knochenmark B-Zellen mit einem nichtfunktionellen B-Zell-Rezeptor durch Apoptose
beseitigt.

Bereits aktivierte Zellen, die nach einer Immunantwort nicht mehr gebraucht werden,
sterben den sogenannten Aktivierungs-induzierten Zelltod (AICD) (65, 66). Eine
wiederholte Stimulation der aktivierten T-Zellen durch den TCR-CD3-Komplex fiihrt u.a.
zu verstirkter Expression der CD95-Liganden (CD95-L). Diese binden dann an das
Transmembranprotein CD95 und 16sen dadurch die Apoptose aus (siche Abschnitt 1.2.3.).

Um infizierte Zellen selektiv und effektiv zu toten, konnen zytotoxische T-Zellen die
Targetzellen ebenfalls durch Apoptose eliminieren. Es existieren zwei Mechanismen: a)
die CD95-vermittelte Zytotoxizitdt durch CD4 und CD8 T-Zellen und b) die Perforin-
vermittelte Zytotoxizitit durch CD8 T-Zellen (67-69).

1.2.2 Regulation von Apoptose

Die ersten wichtigen Hinweise auf Apoptose-regulierende Gene lieferten Experimente an
dem Nematoden Caenorhabditis elegans. In dem Wurm wurden zunéchst drei Gene — Ced-
3, Ced-4 und Ced-9 — entdeckt, die direkt in die Regulation der Apoptose involviert sind.
Die Gene Ced-3 und Ced-4 sind fiir den programmierten Zelltod von 131 der 1090
somatischen Zellen wihrend der Ontogenese verantwortlich (70). Ced-4 ist essentiell fiir
die Uberfiihrung der Vorform pro-Ced-3 in ihre katalytisch aktive Form Ced-3. Das Gen
Ced-9 wirkt dagegen anti-apoptotisch, indem es die Aktivitdit von Ced-3 und Ced-4
blockiert (71). Als das humane Homolog zu Ced-9 wurde das Gen Bcl-2 und zu Ced-3 das
Gen ICE (Interleukin-1B8-converting enzyme) identifiziert (72, 73). Spéter dann wurde das
Homolog Apaf-1 (Apoptosis-protease-activation factor ) zu Ced-4 entdeckt, das dhnlich

wie Ced-4 essenziell fiir die Aktivierung von Caspase-3 ist (74). Die Konservierung in der
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Sequenz sowie in der Funktion macht deutlich, dass es sich bei programmiertem Zelltod
um einen evolutiondr konservierten Mechanismus handelt, dessen sich sowohl der

Nematode als auch der Mensch bedient.

Das humane Homolog Bcl-2, das in B-Zell Lymphomen verstirkt exprimiert wird (75),
enthélt inzwischen weitere Mitglieder, die funktionell in zwei Gruppen eingeteilt werden
konnen: in Inhibitoren der Apoptose (z.B. Bcl-2 und Bcel-w) und in Promotoren der

Apoptose (z.B. Bax und Bid) (76).

Eine zentrale Rolle in der Ausfiihrung der Apoptose spielen die Caspasen. Sie sind eine
Familie von Cystein-Proteasen, die ihre Substrate nach dem Aspartat der Position P1
schneiden. Sie werden als Proenzyme in der Grofle von ca. 35 kDa synthetisiert. In der
aktiven Form sind sie heterotetramere Proteine und bestehen aus zwei ca. 10 kDa und zwei
ca. 20 kDa groBBen Untereinheiten (77, 78). Caspasen aktivieren sich autokatalytisch oder
zum Teil auch gegenseitig. Sie fungieren dabei als Vermittler und Verstirker der
Todessignale im Apoptose-Pathway (79). Durch die Proteolyse zahlreicher Substrate
kommt es zu morphologischen Verdnderungen der Zelle, die denen der Apoptose gleichen.
Zu den Substraten der Caspasen gehoren z. B. Proteine im Zellkern wie Laminin, das
zytoskeletale Protein Fodrin, das Actin-Regulationsprotein Gelsolin, die p21-aktivierte
Kinase (PAK2) und die fokale Adhésionskinase (FAK) (80-83). Eine wichtige Rolle spielt
die Caspase-3, da sie durch zahlreiche Todessignale aktiviert wird und wichtige zellulére
Proteine wie die poly(ADP-ribose)Polymerase (PARP) fiir die DNA-Reparatur und den
DNA-Fragmentierungsfaktor (DFF) spaltet (84, 85). Sie ist in der Aktivierungskaskade in
der CD95-induzierten Apoptose ein wesentlicher Bestandteil. Die Spaltung von PARP,
dessen Expression durch Einzel- und Doppelstrangbriiche der DNA reguliert wird, flihrt
zum Ausfall eines wichtigen DNA-Reparatur-Mechanismus (86, 87). Zusammen mit der
durch Ca**-stimulierten Caspase-aktivierten-Deoxyribonuclease (CAD) wird die Spaltung

von PARP fiir die Bildung der typischen DNA-Leiter verantwortlich gemacht.
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1.2.3 Der Apoptose-Reaktionsmechansimus

Die Apoptose wird induziert durch die Bindung von Liganden an funktionelle Rezeptoren.
Diese Rezeptor-Liganden-Bindungen sind z.B. die Interaktionen zwischen TRAIL (tumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) und dem ,.Decoy“-Rezeptor (88),
zwischen TWEAK (Tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis) und dem
»lodes“-Rezeptor (88), zwischen TNF und dem TNF-Rezeptor]l bzw. dem TNF-Rezeptor2
(89), sowie zwischen CD95-L (Fas-L) und dem CD95-Rezeptor (Fas).

Die Fas-vermittelte Apoptose wird, wie oben bereits erwdhnt, ausgelost durch die
Interaktion von Fas mit seinem Liganden Fas-L, welcher nur auf bestimmten Zellen
exprimiert ist (91). Dabei ist die Trimerisierung von Fas notwendig, um den Apoptose-
Reaktionsmechanismus auszuldsen (92). Die Polymerisierung von Fas fiihrt zur Bildung
eines als ,death inducing signaling complex® (DISC)  bezeichneten
Rezeptorsignalkomplexes (92). Dieser Komplex umfallit dabei das Todesdomine-
Adaptormolekiil FADD (Fas-associated death domaine) und die Caspase-8. FADD bindet
mit seinen Todesdoménen (DD) die Todesdoménen des Fas-Rezeptors iiber homophile
Wechselwirkungen. Auf der anderen Seite bindet dann das Molekiil pro-FLICE (FADD
like-Il-B-converting  enzyme, auch als pro-Caspase-8 bekannt) {iber die
Todeseffektordoméne (DED), die sowohl in pro-FLICE als auch in FADD enthalten ist.
Das Rekruitieren von pro-FLICE in den DISC fiihrt zu dessen autokatalytischer Spaltung,
und aus den Untereinheiten formieren sich die aktiven Heterotetramére der Caspase-8 (93).
Die aktive Caspase-8 ist dann in der Lage, die Caspasekaskade zu aktivieren, indem sie
weitere pro-apoptotische Caspasen (einschlieflich pro-Caspase-3) spaltet, und die dann
schlieBlich die Apoptose einleiten.

Der oben dargestellte Weg beschreibt den Apoptose-Reaktionsmechanismus Typ I, der
sich vom Typ II unterscheidet. Zu Typ I-Zellen gehdren beispielsweise die T-Leukémie-
Zell-Linie H9 und die B-Lymphom-Zell-Linie SKW6.4. In Typ II-Zellen (T-Lymphom-
Zell-Linie Jurkat und CEM) fiihrt die Aktivierung von Caspase-8 zur Spaltung von Bid
(Bcl-2 Interacting Domain), einem Mitglied der Bcl-2 Familie. Dies fiihrt dann zur
Dipolarisierung der Mitochondrienmembran und anschliefend zur Freisetzung von AIF
(apoptosis inducing factor), Cytochrom ¢ und DIABLO/Smac (direkt IAP-binding protein

with low pl/second mitochondrial activator of caspases). Zusammen mit dem Apaf-1 und
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der Caspase-9 bildet das Zytochrom im Zytoplasma das sogenannte ,,Apoptosom‘. Dabei
wird die Caspase-9 durch proteolytische Spaltung aktiviert. Die aktivierte Caspase-9
ithrerseits spaltet weitere Caspasen, insbesondere Caspase-3, und leitet somit die Apoptose

ein (91, 94, 95) (Abbildung 2).

by

I\
|

Abbildung 2: Schematische Darstellung

des Apoptose-Reaktionsmechanismus, m —_— U__,
modifiziert nach Beyaert et al. (90)
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FLICE  bindet dann  iber  die

Todeseffektordoméne (DED) an FADD. Caspase - 3 /

Dieser Rezeptor-Komplex wird als DISC :?

(death inducing signaling complex) ’

bezeichnet. Durch die proteolytische é:‘si;i:;eg Caspase s

Spaltung von pro-FLICE kommt es zur v

Aktivierung der Caspase-8, die weitere Spaltung von

Caspasen aktiviert, welche wiederum »Todes-Substraten®

zelluldre Substrate spalten. In Typ II-

Zellen wird die Apoptose durch die

Bindung des TNF-Rezeptors durch seine Liganden ausgelost. Dabei flihrt die Aktivierung von Caspase-8 zur
Spaltung von Bid, was zur Dipolarisierung der Mitochondrienmembran und anschlieend zur Freisetzung
von Cytochrom ¢ und DIABLO/Smac fiihrt. Zusammen mit Apaf-1 und pro-Caspase-9 bildet Cytochrom das
sogenannte Apoptosom, wodurch die pro-Caspase-9 zu Caspase-9 aktiviert wird, die wiederum weitere
Caspasen zur Einleitung der Apoptose auslost. Abkiirzungen: AIF: apoptosis inducing factor, Apaf-1:
apoptosis protease-activation factor-1, Bid: Bcl-2 interacting domain, Bcl-2: B-cell lymphoma-2, DD: death
domain, DED: death effector domain, DISC: death inducing signaling complex, FADD: Fas-associated DD,
pro-FLICE: pro-FADD like-Il-B-converting enzyme, RAIDD: RIP-associated ICH-1/CED-3-homologous
protein with death domain, RIP: receptor interacting protein, TRADD: TNFR1-associated death domain
protein, DIABLO/Smac: direct IAP-binding protein with low pl/second mitochondrial activator of caspases.
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1.2.4 CD95 (Fas)-induzierte Apoptose

Fas ist ein Mitglied der TNF-R Familie. Sein Gen ist auf Chromosom 10 lokalisiert. Es ist
ein 45 kDa grofles Oberflachenprotein und gehort zu den Typ [-Transmembranproteinen,
die im extrazelluldren Bereich 2-6 Kopien einer cyteinreichen Subdoméne aufweisen, die

aus ca. 40 Aminosduren (AS) mit 6 konservierten Cysteinen besteht (96).
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] 2 ETn 34 5678 9
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5‘-LTHLTR
AATAAA AATAAA
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Lpr™ ’w ”*e — c
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Abbildung 3: Struktur des Gens fiir Fas/Fas-L und deren Mutationen, modifiziert nach Nagata et al.
(97)

Schematische Darstellung der DNA des Fas-Gens und der lpr-Mutation (A,B). Das Fas-Gen hat 9 Exons und
8 Introns. In der Ipr-Maus enthélt das Fas-Gen im Intron 2 eine Insertion eines 5,4 kb groBen ETn (early
transposable element) Retrotransposons. Das Long Terminal Repeat (LTR) des ETns trigt das
Terminationssignal AATAAA. In der Ipr*®-Maus (C) erfolgt im zytoplasmatischen Bereich als Folge einer
Punktmutation die Translation in Asparagin statt in Isoleucin. In der gld-Maus wird am C-Terminus der
kodierenden Region fiir Fas-L aufgrund einer Punktmutation das Phenylalanin durch Leucin ersetzt (D,E).
Abkiirzungen: Asn:Asparagin, Etn: early transosable element, EXT: extrazelluldre Region, gld: generalized
lymphoproliferative disease, lle: Isoleucin, Leu: Leucin, Ipr: lymphoproliferation, Ipr®: Ipr complementing
gld, LTR: Long Terminal Repeat, Phe: Phenylalanin, TM: transmembrane Region, ZYT: zytoplasmatische
Region.
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Diese Sequenzhomologie findet sich in allen Mitgliedern der TNF-Familie, zu denen die
TNF-Rezeptoren (TNF-R1 and TNF-R2), der Nervenwachstumsfaktor-Rezeptor (NGF-R),
CD40, 0X40, CD27, 4-1BB, CD30, der Lymphotoxin-B-Rezeptor (LTB-R), das
Osteoprotegerin (OPG) und TRAIL-R1 - 4 gehoren (98). Der Fas-Rezeptor besitzt ein
intrazelluldres Sequenzmotiv (ca. 80 AS), das als Todesdoméne bezeichnet wird.

Im Thymus der Maus ist Fas exprimiert in CD4 CD8" doppelpositiven (DP) unreifen T-
Zellen sowie CD4" oder CD8" einfachpositiven (SP) und CD3'CD4 CDS8 doppelnegativen
(DN) reifen T-Zellen. Jedoch ist eine Fas-Expression in Vorlaufer-T-Zellen, CD3'DN, gar
nicht oder nur in geringer Menge zu detektieren (99, 100). In der Milz ist eine starke Fas-
Expression in T-Zellen auszumachen (100). Neben der Expression in normalen
lymphoiden Zellen ist Fas ebenso in malignen lymphoiden und nicht-lymphoiden Zellen
exprimiert.

Der Fas-Ligand ist ebenso ein transmembranes Molekiil, das auf aktivierten lymphoiden
Zellen exprimiert ist. Er ist Mitglied der korrespondierenden TNF-Familie und sein Gen ist
auf Chromosom 1 lokalisiert.

Die Bedeutung des Fas/Fas-L-Systems wurde erst mit der Entdeckung der lpr-Méuse klar.
Lpr- (lymphoproliferation) und gld- (generalized lymphoproliferative disease) Mause
zeigen eine spontane rezessive Mutation im Chromosom 19 bzw. im Chromosom 1 (101,
102). Das Fas-Gen der Ipr-Maus enthélt eine Insertion eines 5,4 kb (Kilobasen) groflen
ETn (early transposable element) Retrotransposons im Intron 2. Das Long Terminal Repeat
(LTR) des ETns trdgt das Terminationssignal AATAAA, wodurch eine vorzeitige
Beendigung der Transkription der Fas-mRNA herbeigefiihrt wird. Untersuchungen mittels
Northern Blots zeigen jedoch, dass Ipr-Miuse ein wenig Fas-mRNA exprimieren (103),
was darauf hindeutet, dass die Mutation in Ipr-Méausen liickenhaft ist. Schlielich wird in
diesem Zusammenhang eine weitere Mutation in dem Ipr-Locus erwéhnt: die Ipr*® (lpr
complementing gld). Hierbei wird die Fas-mRNA in der vollen Linge wie im Wildtyp
exprimiert. Jedoch trigt die Fas-mRNA in der Mitte der zytoplasmatischen Region eine
Punktmutation (T zu A), was zur Folge hat, dass die Translation in Asparagin statt in
Isoleucin erfolgt (103). Dies fithrt dazu, dass Fas nicht mehr in der Lage ist, das
Todessignal weiterzuleiten.

Eine weitere Punktmutation liegt bei gld-Méusen vor. Das Maus-Gen fiir Fas-L ist im

Chromosom 1 lokalisiert. Die Punktmutation ist am C-Terminus der kodierenden Region
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fiir Fas-L zu finden (104). Dies hat zur Folge, dass Phenylalanin durch Leucin ersetzt wird,
und dadurch die Féahigkeit verloren geht, Fas zu binden (Abbildung 3).

Sowohl Fas als auch sein Ligand (Fas-L) konnen als 16sliche Formen vorliegen (105-107).
Solche Formen kdnnen auf zweierlei Wegen entstehen: erstens, durch alternatives Splicing
wie bei IL-4R und IL-7R (108, 109) wird das 16sliche Fas erzeugt (105). Dabei existieren
drei funktionale 16sliche Varianten fiir das humane Fas (105). Zweitens entsteht durch
proteolytische Spaltung des membran-gebundenen Rezeptors wie z.B. bei IL-2R (110,
111) der 16sliche humane Fas-Ligand (106, 112). Die Spaltung von transmembranem Fas-
L durch Metalloproteinase fithrt zur Freisetzung von ldslichem Fas-L (sFas-L) (106).
Loslicher Fas-L kommt sowohl bei Menschen als auch bei Mausen vor. Jedoch ist nur der

humane sFas-L apoptotisch aktiv (112).

1.2.5 Die Bedeutung der Apoptose in rheumatoider Arthritis

Die Deregulation von Apoptose hat schwerwiegende Folgen. Vermehrte Apoptose fiihrt
zur Eliminierung lebensnotwendiger Zellen, wihrend eine verminderte Apoptose zur
Akkumulation autoreaktiver oder transformierter Zellen fiihrt.

Das Acquired Immunodeficiency Syndrom (AIDS) ist durch ein apoptotisches Absterben
von CD4'T-Helfer-Zellen gekennzeichnet. Andere Erkrankungen wie der systemische
Lupus erythematodes (SLE) und die rheumatoide Arthritis sind gekennzeichnet durch eine
Akkumulation von autoimmunen Zellen (64).

Die synoviale Proliferation und die exzessive mononukleére Infiltration im RA-Synovium
konnten auf einen gestorten Apoptosemechanismus zuriickzufiihren sein (113). In
zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass autoreaktive Lymphozyten, die im
Synovium infiltriert sind, Apoptose-resistente Eigenschaften aufweisen, was auf die
Expression von Bcl-2 und Bcel-x1 oder fehlende Expression von Fas-L zuriickzufiihren ist
(24-28). Jedoch gibt es auch widerspriichliche Ergebnisse, die zeigen, dass infiltrierte T-
Zellen Apoptose-sensitiv sind (114). Catrina et al. fanden heraus, dass in der chronischen
Phase verglichen mit der frithen Phase der rheumatoiden Arthritis vermehrt apoptotische
Zellen vorkommen (115). Andererseits wurde gezeigt, dass Bcl-2- und Onkogen-
exprimierende Synoviozyten, suszeptibel fiir anti-Fas Antikorper-induzierte Apoptose sind

(116). SchluBlfolgernd kann festgehalten werden, dass im RA-Synovium die pro- und anti-
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apoptotische Mechanismen eng miteinander verbunden sind. Ein Ungleichgewicht

derselben konnte verantwortlich fiir die Pathologie der RA sein.

1.2.5.1 Der Einfluss von CD95 (Fas) auf die Entstehung von rheumatoider
Arthritis und Kollagen-induzierter Arthritis

Maiuse mit der spontanen Mutation im Fas-kodierenden Locus Ipr und im Fas-L-
kodierenden Locus gld weisen einen charakteristischen Phédnotyp auf, der
Lymphadenopathie und Splenomegalie sowie SLE-idhnliche Erkrankungen umfaBt. Altere
Ipr-Méuse konnen sogar an Arthritis erkranken. Diese Erscheinung ist auf die progressive
Akkumulation von atypischen Populationen wie aus dem Thymus stammenden B220'-
Zellen, TCR()LB+, CD3", CD44", CD28", CD2 und CD4 CD8 (doppelnegativ, DN)Thy1+—
Zellen zuriickzufiihren (117).

Mutationen im Fas-Gen existieren ebenfalls beim Menschen. Diese leiden an dem
sogenannten Canale-Smith Syndrom mit Lymphadenopathie, Hepatosplenomegalie und
Hypergammaglobulindmie (97).

MRL-Ipt/lpr Méuse entwickeln spontan systemischen Lupus erythematodes (118) und RA-
dhnliche Erkrankungen (119). Diese produzieren groBe Mengen an IgG und IgM
Antikorpern sowie anti-DNA Autoantikorper und Rheumafaktoren (120).

Homozygote Ipr- und gld-Méuse sind resistent gegeniiber experimenteller autoimmunen
Enzephalomyelitis (EAE) (121, 122). Es wurde postuliert, dass Fas und Fas-L eher im
Entziindungsprozess und in der Zerstorung von Myelin im Zentralnervensystem eine
kritische Rolle spielen als in der peripheren T-Zellaktivierung (123, 124). Welchen
Einfluss Fas auf die Entstehung von Kollagen-induzierter Arthritis hat, ist noch unbekannt.
Aber die schon bereits erwidhnte widerspriichliche Beobachtung der apoptotischen Zellen
im RA-Synovium, sowie die Parallele von CIA zu EAE deuten auf eine Beteiligung von
Fas/Fas-L hin. Sumida et al. postulierten eine nicht-ausreichende Eliminierung von Fas-L-
exprimierenden autoreaktiven T-Zellen und von Synoviozyten im RA-Synovium. Die
iiberlebenden autoreaktiven T-Zellen, die ebenso durch den blockierenden Effekt von sFas
dem Tod entgangen sind, sind verantwortlich flir die chronische Entziindung in RA (30).
Andererseits gibt es Hinweise fiir anti-apoptotische Eigenschaften von Fas (125-129). Es

wurde gezeigt, dass die Kreuzreaktion von Fas mit dem anti-Fas Antikorper auch zur T-
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Zell-Proliferation fiihren kann (126, 127). Es ist daher anzunehmen, dass Fas nicht nur
Apoptose induziert, sondern mdoglicherweise auch verantwortlich ist fiir bestimmte

Aktivierungsvorgéinge.

1.2.5.2 Die Bedeutung von léslichem CD95 (sFas) in der Entstehung von
rheumatoider Arthritis und Kollagen-induzierter Arthritis

Das Vorkommen von ldslichen Zelloberflichenmolekiilen ist ein natiirliches Phédnomen.
Jedoch kann das gleichzeitige Vorkommen der 16slichen Formen von Fas (sFas) und Fas-L
(sFas-L) das Gleichgewicht von Fas- und Fas-L-Interaktion storen, was moglicherweise
zur Deregulation der Apoptose fithren kann. Den 16slichen Formen von Fas werden anti-
apoptotische Eigenschaften zugeschrieben (130).

Erhohtes Vorkommen von sFas und sFas-L wurde im Serum von Patienten mit SLE und
RA gefunden (107, 131, 132). Hasunuma et al. (1997) wiesen sFas im humanen Synovium
nach und fanden heraus, dass die Konzentration von sFas entsprechend dem Grad der
»disease activity” zunahm (gemessen an der Erythrozytensedimentationsrate und dem C-
reaktivem Protein Spiegel) (133). Jedoch konnte bisher nicht geklért werden, welche Rolle
das 16sliche Fas in RA oder SLE spielt. In in vitro-Experimenten wurde der blockierende
Effekt von sFas gezeigt (130). In vivo-Experimente zur Klarung der Rolle von sFas sind
selten. Matsuki et al. (2002) untersuchten die protektive Wirkung von sFas in vivo, indem
Maiuse mit sFas-exprimierenden Adenoviren infiziert wurden (134). Bisher fehlen jedoch
weitere in vivo-Untersuchungen, die dazu beitragen, die Rolle von 16slichem Fas in der

Entstehung von RA bzw. von CIA zu kléren.
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1.3 Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss von transmembranem Fas und seiner
l6slichen Form (sFas) auf die Entstehung der Kollagen-induzierten Arthritis der Maus
untersucht werden. Die Kollagen-induzierte Arthritis ist ein hdufig verwendetes Tiermodell
fiir die rheumatoide Arthritis (s. 0.).

Die Bedeutung von loslichem Fas in CIA wurde an der T-Zell-spezifischen transgenen
sFas-Maus, die nach T-Zell-Stimulierung l6sliches Fas exprimiert und produziert,
untersucht. Insbesondere sollte die Rolle von sFas in der Regulation der Apoptose
aufgezeigt werden. Dazu wurden Messungen zum Einfluss von 16slichem Fas auf den
Zelltod herangezogen und die Folge auf die T-Zell-Entwicklung bestimmt. Dariiber hinaus
wurde untersucht, ob das 16sliche Fas die Suszeptibilitit, eine CIA zu entwickeln,
beeinflusst.

In einem weiteren Ansatz sollte die Rolle von transmembranem Fas in der Entstehung und
Entwicklung von CIA untersucht werden. Es wurden dabei in CIA-suszeptiblen DBA/1J-
Maidusen mit normaler Funktion von Fas und Méusen mit einem homozygoten Fas-
Gendefekt (DBA/1J-lpr/lpr) mit Rinderkollagen II und Freunds Adjuvans eine CIA
induziert. Neben der Untersuchung der Toleranz sollte das Zytokinexpressionsmuster im
Gelenk die potenzielle Rolle von Fas als Aktivator im Entziindungprozess aufkliren.
Untersuchungen zur moglichen stimulierenden Funktion von Fas wurden in
anschlieBenden in vitro-Experimenten mit der Zell-Linie der Mausfibroblasten NIH3T3

durchgefiihrt.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Gerate

Tabelle 1: Gerate

Gerat

Typ; Hersteller/Vertrieb/Sitz

Counter

Scintillation counter Wallace 1214 Rackbeta, LKB,
Bromma, Sweden

ELISA-Reader

Titertek Multiskan Plus, Programm: Synelisa Software;
Labsystem, Helsinki, Finland.

DurchfluBzytometer

FACScan, Programm: Cell Quest Version 1.2.2 ; Becton
Dickinson, Heidelberg, Deutschland

PCR-Maschinen

GeneAmp, PCR System 2400; Applied Biosystems
Mastercycler Gradient; Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Spektrometer SmartSpec' 3000
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
TagMan ABI PRISM 7700 Sequence Detector, Programm:
Sequence Detector v. 1.6.3, Weiterstadt, Deutschland
Zentrifugen Biofuge, pico; Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Megafuge 1.0; Megafuge 1.0R, Kendro Laboratory
Products, Hanau, Deutschland

2.2 Reagenzien und Chemikalien

Tabelle 2: Reagenzien und Chemikalien

Reagenzien/Chemikalien | Hersteller Sitz

alkalische Phosphatase- Dianova Hamburg, Deutschland
konjugiertes Streptavidin

Concanavalin (ConA) Sigma Deisenhofen, Deutschland
Ficollpaque, 1,077 g/ml Sigma Deisenhofen, Deutschland
Inkomplettes und Sigma-Aldrich Missouri, USA
komplettes Freunds

Adjuvans (IFA/KFA)

Ionomycin Calbiochem Bad Soden, Deutschland
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Mercapthoethanol Sigma Deisenhofen, Deutschland

Methyl-["H]-Thymidin Amersham Pharmacia Freiburg, Deutschland
Biotech

Natriumazid (NaN3) Sigma Deisenhofen, Deutschland

Ovalbumin Sigma Deisenhofen, Deutschland

Phenol-Chloroform- Roth Karlsruhe, Deutschland

Isopropanol

Phorbol 12-Myristat 13- Sigma Deisenhofen, Deutschland

Acetat (PMA)

Rekombinantes Maus Sigma Deisenhofen, Deutschland

Interleukin-2 (rIL-2)

Rekombinantes Protein G Sigma Deisenhofen, Deutschland

Rinderkollagen Typ II (CII) | Chondrex Washington, USA

Rinderserum Albumin Sigma Deisenhofen, Deutschland

(BSA)

Sigma Fast'" p-Nitrophenyl | Sigma Deisenhofen, Deutschland

Phosphate Tablet Sets

Trypanblau (0,1%) Sigma Deisenhofen, Deutschland

Tween-20 Sigma Deisenhofen, Deutschland

2.3 Zellkulturmedien und Losungen

Tabelle 3: Zellkulturmedien und —zusatze

Zellkulturmedien/- Hersteller Sitz

zuséatze fur die Zellkultur

Dulbecco’s Modified Gibco-BRL Karlsruhe, Deutschland
Eagle Medium (DMEM)

Fetales Kélberserum (FCS) | Gibco-BRL Karlsruhe, Deutschland
Penicillin/Streptomycin Gibco-BRL Karlsruhe, Deutschland
RPMI 1640 Medium Gibco-BRL Karlsruhe, Deutschland
Trypsin-EDTA (1x) Gibco-BRL Karlsruhe, Deutschland
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Tabelle 4: Lésungen und Puffer

Losungen/Puffer Hersteller Sitz

10x Annexin V Binding PharMingen Heidelberg, Deutschland
Buffer

Erythrozyten-Lysis Puffer |Qiagen Hilden, Deutschland
Propidium Jodid Staining | PharMingen Heidelberg, Deutschland
Solution (PI)

Szintillator Zinsser Analytic Frankfurt, Deutschland

Im Folgenden werden selbstangesetzte Losungen bzw. Puffer aufgelistet:

Tabelle 5: Zusammensetzung der selbstangesetzten Puffer

Puffer

Zusammensetzung

ELISA-Waschpuffer

1x PBS
1% BSA
0,05% Tween 20

FACS-Puffer

1 x PBS
5% FCS
0,04% NaN3

Proteinase K-Puffer

100 mM NaCl
10 mM Tris-HCI
25 mM EDTA
0,5% SDS

1 x PBS

136 mM NaCl

2,7 mM KCl

8,1 mM Na,HPO,2H,0
1,76 mM KH,PO,
pH-Wert 7,2

2.4 Antikorper

Biotin-konjugiertes Kaninchen anti-Maus IgG
FITC-konjugierter Hamster anti-Maus CD95 (Jo2)
FITC-konjugierter anti-Maus CD4 (L3T4)

PE-konjugierter anti-Maus CD8a (Ly-2)

Dianova

PharMingen
PharMingen
PharMingen
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FITC-konjugierter Ratte anti-Maus CD90.2 (30-H12) PharMingen
PE-konjugierter Ratte anti-Maus CD45R/B220 (RA3-6B2) PharMingen
FITC-konjugierter Ratte anti-Maus CD44 (Pgp-1, Ly-24) PharMingen
FITC-konjugierter Ratte anti-Maus CD62L (L-Selektin, Ly-22) PharMingen
FITC-konjugierter Ratte anti-Maus CD106 (VCAM-1) PharMingen
FITC-konjugierter Hamster IgG (G235-2356) PharMingen
Biotin-konjugierter Maus anti-Maus CD25 PharMingen
Biotin-konjugierter Maus anti-Maus I-A1 PharMingen
Gereinigter Ratten anti-Maus CD16/CD32

(Fey III/IT Rezeptor/2.4G2) PharMingen

Antikorper zur Induktion von Zelltod

Gereinigter Hamster anti-Maus CD95 (Jo2) PharMingen
Gereinigter Hamster anti-Maus CD3e (145-2C11) PharMingen
2.5 Enzyme

Deoxyribonuclease I (DNase I) Qiagen
Proteinase K Gibco-BRL
SUPERSCRIPT II RNase H™ Reverse Transcriptase Invitrogen
Taq-DNA-Polymerase peqLab

2.6 Kits und Assays

Cytoscreen Immunoassay Kit (mIFN-y) BioSource

CytoTox 96, Non-Radioactive Cytotoxicity Assay Promega

Mouse T Cell Enrichment Columns R&D Sytems
Qiagen RNeasy Mini Kit Qiagen

TagMan PCR Core Reagent Kit Applied Biosystems
TagMan Rodent GAPDH Control Reagents Applied Biosystems
Assays-on-Demand™ Gene Expression Products (IL-18) Applied Biosystems

Pre-Developed TagMan Assay Reagents (IL-6, TNF-a) Applied Biosystems
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2.7 Versuchsmause

Zur Ermittlung der Bedeutung von Fas in der Entstehung und im Verlauf von CIA sollten
Miuse mit normaler Funktion (Wildtyp), solche mit einem heterozygoten Fas-Gendefekt
(Ipr/+) und Méuse mit homozygotem Gendefekt (Ipr/lpr) miteinander verglichen werden.
Um die Funktion von I6slichem Fas (sFas) in der Pathogenese zu untersuchen, wurde eine
transgene sFas-Maus generiert. Zur Induktion von CIA in transgenen sFas-Mausen wurden
diese Versuchstiere mit DBA/1J Mé&usen (MHC-27) gekreuzt, die suszeptibel fiir
Kollagen—induzierte Arthritis sind. Dariiber hinaus wurden Balb/c Miuse (MHC-2d) von
Harlan-Winkelmann (Borchen, Deutschland) bezogen. Diese dienten in der gemischten
Lymphozyten-Kultur als Responder.

Die Tierhaltung erfolgte gemdfl den Standardbedingungen im Tierhaus der Universitét
Rostock. Die Mduse wurden in Kéfigen (aus Makrolon Typ 2, EBECO, Castrop-Rauxel,
Deutschland) gehalten und mit V1246-000 ssniff NM, extrudiert (ssniff Spezialititen
GmbH, Soest, Deutschland) erndhrt. Das Futter wurde laut Hersteller wie folgt

zusammengesetzt:

Inhaltstoffe: Rohprotein 25%
Rohfett 5,8%
Rohfaser 3,7%
Rohasche 6,7%

Zusatzstoffe: Vit. A 18000 IE/kg
Vit D3 1200 IE/kg
VitE 120 mg/kg
Cus 5 mg/kg

Sie bekamen hitzesterilisiertes Leitungswasser (97°C, 1h) aus Trinkflaschen ad libitum.
Durch thorako-zervikale Dislokation wurden die Mause fiir die Experimente getotet. Die
Tierversuche wurden durch die Landestierschutzkommission Mecklenburg-Vorpommern,
Deutschland, genehmigt. Zusammengefasst wurden im Rahmen meiner Arbeit folgende

Mausstimme verwendet:



Material und Methoden 25

Tabelle 6: Zusammenfassung der verwendeten Versuchsmause

Hintergrund Genotyp
DBA/1J (DBA) Wildtyp
lpr/lpr
lpr/+
SFas
C57BL/6J (B6) Wildtyp
SFas
Balb/c Wildtyp

2.7.1 Fas-mutante DBA/1J-Maus (Ipr-Maus)

Die Fas-mutanten Mause (Ipr) wurden von Bomholtgard A/S, Didnemark bezogen. Da sie
nur mit dem C3H-Hintergrund (C3H-lpr) erhiltlich waren, wurden sie zu dem CIA
suszeptiblen DBA/1J-Hintergrund gekreuzt. Uber mehrere Generationen wurden jeweils
DBA/1J Méuse mit heterozygotem DBA/1J-lpr/+ gekreuzt. Die heterozygoten Tiere
wurden dann wiederum untereinander gekreuzt. Auf diese Weise entstanden die DBA/1J-
Wildtypen, die heterozygoten DBA/1J-lpr/+Méuse und die homozygoten DBA/1J-Ipr/lpr
Miuse. Zur Uberpriifung des DBA-Hintergrundes wurde eine Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) des MHC-H2 Locus durchgefiihrt (135). Fiir Experimente wurden Méuse ab der 6.
Generation verwendet, bei denen der genetische DBA/1J-Hintergrund statistisch 98%
betrdgt. Die Mutation im Fas-Gen wurde mittels PCR-Analyse von Schwanz-DNA
nachgewiesen (siehe Abschnitt 2.7.4.).

2.7.2 Transgene T-Zell-spezifische sFas-Maus (sFas-Maus)

Die Generierung der transgenen T-Zell-spezifischen sFas-Maus wurde von Dr. S. M.
Ibrahim und Dr. D. Koczan, Institut fiir Inmunologie, Universitdt Rostock, durchgefiihrt.
Dazu wurde die transmembrane Doméne des Fas-Gens mittels PCR deletiert. Die deletierte
Sequenz umfasst das Exon 6, welches fiir die transmembrane Domidne des Fas-Gens
codiert. Das mittels Deletion erhaltene Fragment wurde in das pUC 1017-Plasmid als
BamHI Fragment zwischen einem Ick-Promotor und dem humanen Wachstumshormon-

Minigen (hGH) kloniert (Abbildung 4). Den Ick-Promotor erhielten wir von Dr. J. Marth
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von der University of California in San Diego. Die transgene sFas-Maus wurde mittels
DNA-Mikroinjektionsmethode hergestellt. Dazu wurde die Transgen-DNA in den
ménnlichen Vorkern des B6D2/F1 befruchteten Eies injiziert. Die Mikroinjektion erfolgte
in Zusammenarbeit mit Dr. J. Vanselow am Forschungsinstitut fiir die Biologie
landwirtschaftlicher Nutztiere in Dummerstorf. Es wurden transgene sFas-Méause mit

DBA/J1-Hintergrund erzeugt.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des sFas-Transgen-Konstrukts

Die sFas-Sequenz wurde mittels PCR-Deletionsverfahren erzeugt. Dabei wurde Exon 6 entfernt.
Das dann als BamHI erzeugte Fragment wurde in das Plasmid pUC1017 zwischen dem Ick-
Promotor und dem hGH-Minigen kloniert. Das sFas-Transgen-Konstrukt wurde von Dr. S. M.
Ibrahim und Dr. D. Koczan , Institut fiir Immunologie, Universitit Rostock, hergestellt. Den Ick-
Promotor erhielten wir von Dr. J. Marth von der University of California in San Diego.
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2.7.3 Isolierung chromosomaler DNA aus Mausschwanzbiopsien

Chromosomale DNA zur Genotyp-Bestimmung wurde aus Mausschwanzbiopsien
gewonnen. Dazu wurde mit einem sterilen Skalpell (Dahlhausen, Kdln, Deutschland) ein
ca. 0,5 cm grof3es Stiick von der Schwanzspitze der Mause abgeschnitten und in ein 1,5 ml-
Eppendorf Reaktionsgefal iiberfiihrt.

Die Schwanzprobe wurde mit 70 pg Proteinase K (Gibco-BRL, Karlsruhe, Deutschland)
und 700 pl Proteinase K-Puffer bei 55°C im Wasserbad iiber Nacht verdaut. Zur
Beseitigung von verbliebenen festen Bestandteilen wurde die verdaute Probe unter
Verwendung der Zentrifuge Biofuge pico (Heraeus Instruments) bei 13000 rpm 7 min
zentrifugiert und 600 ul Uberstand in ein neues Eppendorf-ReaktinosgefiB iiberfiihrt. Die
DNA-Extraktion erfolgte mit 600 pl eines Gemisches aus Phenol-Chloroform-Isopropanol
(Roth, Karlsruhe, Deutschland) durch 100-maliges Umdrehen des ReaktionsgefaBes und
anschlieBende 15-miniitige Zentrifugation bei 13000 rpm. Aliquots (500 pl) des
Uberstandes wurden mit 50 pl Natriumacetat (pH-Wert: 5,2) und 300 ul Isopropanol
ausgefillt und anschlieBend bei 13000 rpm 25 min zentrifugiert. Das dadurch erhaltene
Pellet wurde luftgetrocknet und dann in 50 ul mM TRIS-HCL (pH-Wert: 8) aufgenommen.
Bis zur Genotypisierung wurde die DNA bei —20°C gelagert.

2.7.4 Genotypisierung der Mause mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Genotypisierung wurde mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durchgefiihrt. Dabei

wurde folgender 25 pl-Ansatz eingesetzt:

PCR-H,0O 17,75 pl
10 x Reaktionspuffer (peqlab, Erlangen) 2,5 ul
dNTP (2,5mM, peqLab, Erlangen) 2,5 ul

Forward primer (50 pM, Sigma-Ark, Darmstadt) 0,5 ul
Reverse primer (50 1M, Sigma-Ark, Darmstadt) 0,5 pl
Tag-DNA-Polymerase (5U/pl, peqlab, Erlangen) 0,25 ul
Template DNA I ul
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Es folgt eine Liste der verwendeten PCR-Programme inklusive der eingesetzten Primer fiir

die Genotypisierung der Méuse:

1.

2.

transgene sFas-Maus

a) Primer

b) Programm

c) Produkt

Ipr-Maus

a) Primer

b) Programm

¢) Produkt

Fasl: CCA GCA ATA CAA ACT GCA GG
Fas2: CAG CTG GAC TTT CTG CTC AGC

94°C 3 min

94°C 30 sec

58°C 40 sec 35x
72°C 1 min

72°C 7 min

4°C 00

Transgen: 340 bp
Wildtyp: 6226 bp

Iprl:  AAA GGT TAC AAA AGG TCA CCC A
Ipr2: TAG ACG GGG CAA AAG AAG AA
lpr3: CAA ATC TAG GCA TTA ACA GTG

94°C 3 min

94°C 30 sec

60°C 40 sec 35x
72°C 45 sec

72°C 7 min

4°C 00

Homozygote Maus: Iprl + Ipr2: 290 bp

lprl + lpr3: > 5,4 kb
Heterozygote Maus: Iprl + Ipr2: 290 bp

Iprl + lpr3: 229 bp
Wildtyp: keine Bande mit Iprl + Ipr2

Die PCR-Ansitze wurden auf einem 1%igen Agarosegel kontrolliert.
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2.7.5 Induktion und Dokumentation der Kollagen-induzierten Arthritis

Das Protokoll fiir die Immunisierung der Mause mit Rinderkollagen II ist an das Protokoll

von Holmdabhl et al. angelehnt (35).

Kollagen 11 Kollagen 11
+ KFA + IFA

1. Immunisierung 2. Immunisierung Kontrolle der Mause

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Induktion der Kollagen-induzierten Arthritis

8-10 Wochen alte Méiuse wurden mit Kollagen II und KFA (komplettem Freunds Adjuvans) im
Schwanzansatz intradermal immunisiert. Nach 21 Tagen wurde die 2. Immunisierung mit Kollagen II und
IFA (inkomplettem Freund'schen Adjuvants) durchgefiihrt. Die Kontrolle der Miuse erfolgte nach der 2.
Immunisierung jeweils 2-3 Mal in der Woche und endete am 70. Tag.

Um die CIA auszulosen, wurden 8 - 10 Wochen alte DBA/1J-Méduse mit 125 nug
Rinderkollagen II immunisiert. Dazu wurden 2,5 mg/ml Rinderkollagen II (Chondrex,
Washington) in 0,1 N Essigsdure nach der Anweisung des Herstellers gelost und mit dem
gleichen Volumen an komplettem Freunds Adjuvans (KFA) mit 2 mg/ml Mycobacterium
tubercolosis (Difco, Karlsruhe) zwischen zwei mit einem Adapter verbundenen
Einmalspritzen (1 ml, Omnifix-F, B/Braun, Melsungen, Deutschland) emulgiert. Danach
wurden jeder Maus insgesamt 100 pul der Emulsion im Schwanzansatz intradermal injiziert
(Einmal-Injektions-Kantile, 0,45x25mm, B/Braun). Nach 21 Tagen wurde die
Immunisierung wiederholt. Jedes Tier erhielt eine Injektion von 100 pl Emulsion mit 2,5
mg/ml Rinderkollagen II und inkomplettem Freunds Adjuvans (IFA) (Abbildung 5). Nach
der zweiten Immunisierung erfolgte die Kontrolle der Mause jeweils 2 bis 3 Mal in der
Woche. Dabei wurde jede Mauspfote einzeln bewertet. Die Schwere der
Krankheitsauspragung wurde in 4 Schweregrade eingeteilt, so dass eine Maus einen

Schweregrad von insgesamt maximal 12 erreichen konnte (Abbildung 6). Stufe 0 stellte
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keine Erkrankung dar. War ein Zeh entziindet oder die Pfote gerétet, so wurde die Pfote in
einem Schweregrad von 1 eingestuft. Bei einer Entziindung an mehr als einem Zeh erhielt
die Maus fiir diese Pfote einen Schweregrad von 2, wihrend bei einer Entziindung an der

ganzen Pfote oder bei einer Ankylose der Schweregrad von 3 vergeben wurde.

Abbildung 6: Einteilung des Schweregrades der Kollagen-induzierten Arthritis.

Die Einteilung erfolgte nach Yang et al. (136). Die Schwere der Krankheitsausprigung wurde in 4
Schweregrade eingeteilt. (A) Stufe 0 stellte keine Erkrankung dar, (B) Stufe 2 wurde fiir ein entziindetes Zeh
oder eine gerdtete Pfote vergeben. Bei einer Entziindung an mehr als einem Zeh erhielt die Maus fiir diese
Pfote einen Schweregrad von 2 (C), wihrend bei einer Entziindung an der ganzen Pfote oder bei einer
Ankylose der Schweregrad von 3 vergeben wurde (D). Eine Maus konnte maximal einen Schweregrad von
12 erreichen.

2.8 Histologie

Um zu {iberpriifen, ob die klinische Bewertung der Krankheitsausprigung mit dem
histologischen Krankheitsbild iibereinstimmt, wurden Schnitte von gesunden und kranken
Mauspfoten mit dem Grade 1-3 angefertigt und mit Hamatoxylin/Eosin gefirbt. Hierbei

werden alle basophilen Zell- und Gewebestrukturen wie Chromatin der Zellkerne durch
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Héamatoxylin blau gefarbt, wéhrend das Eosin alle azidophilen Bestandteile wie
Zytoplasma und die meisten Interzellularsubstanzen rosa farbt. Die Anfertigung und die
Auswertung der Schnitte wurden von Dr. Kreutzer, Institut fiir Pathologie, Universitét
Rostock, durchgefiihrt. Die histologische Bewertung erfolgte nach Holmdahl et al. anhand
folgender Skala (137):

1 = synoviale Hyperplasie

2 = einsetzende Pannusbildung

3 = fokale Erosionen von Knochen und Knorpel

4 = schwere Entziindung und Erosionen

2.9 Zellkultur

2.9.1 Kultivierung von Zellen

Die nicht-adhérenten Zellen (Lymphozyten) wurden in RPMI 1640-Medium (Gibco-BRL,
Karlsruhe, Deutschland) und die adhérenten Zellen (NIH3T3-Fibroblasten) in DMEM-
Medium (Gibco-BRL) kultiviert. Beide Kulturmedien enthielten jeweils 10% inaktives,
fetales Kélberserum (FCS, Gibco-BRL) und 1% Penicillin/Streptomycin (P/St, Gibco-
BRL). Fiir die Beschreibung der nachfolgenden Arbeitsmethoden (Abschnitt 2.9 und 2.10)
werden die mit FCS und P/St zugesetzten Kulturmedien nur noch als RPMI-Medium bzw.
als DMEM-Medium bezeichnet. Abweichungen von dieser Zusammensetzung werden an
der entsprechenden Stelle betont.

Die Kulturen wurden in einem Inkubationsschrank in einer Wasserdampf gesittigten
Atmosphédre mit einem 5%igen CO,-Anteil bei 37°C gehalten. Diese Kulturbedingungen
gelten flir alle Kulturen dieser Arbeit (Abschnitt 2.9 und 2.10). Abweichungen davon
werden an der entsprechenden Stelle aufgefiihrt.

Das Waschen der Zellen erfolgte durch Zentrifugation bei 1200 rpm und 8 min in der
Zentrifuge Megafuge 1.0R (Kendro Laboratory Products, Hanau). Diese Zentrifuge wurde
in allen Waschvorgingen der Zellen verwendet (Abschnitt 2.9 und 2.10). Bei Verwendung

einer anderen Zentrifuge wird diese explizit beschrieben.
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Die adhdrenten Zellen wurden passagiert, indem das alte Kulturmedium abgenommen und
der Zellrasen einmal vorsichtig mit PBS abgespiilt wurde. Dann wurden die Zellen durch
eine 2-5 miniitige Inkubation in 1x Trypsin-EDTA (Gibco-BRL) von der Oberflidche der
Kulturflasche (Greiner, Frickenhausen) abgelost und anschlieBend in einer geeigneten

Menge DMEM Medium resuspendiert.

2.9.2 Gewinnung von Zellen aus lymphatischen Organen

Die inguinalen, axillaren sowie zervikalen Lymphknoten bzw. die Milzen wurden unter
sterilen Bedingungen pripariert und in kaltem (4°C) RPMI-Medium aufgenommen. Die
Organe wurden von dem Binde- und Fettgewebe befreit und vorsichtig mit einem
Spritzenstempel (B/Braun, Melsungen) durch ein Nylon-Zellsieb (Becton Dickenson)
gedriickt und nochmals mit Kulturmedium gespiilt. Die Zellsuspension wurde 8 min bei
1200 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen. Mit 2 ml
Kulturmedium wurde das Pellet resuspendiert und 3 — 5 min auf Eis stehen gelassen, damit
restliches Gewebe sich absetzen konnte. AnschlieBend wurden die Zellen dreimal durch
10-miniitiges Zentrifugieren unter den oben genannten Bedingungen gewaschen. Zum
Abschlul wurden die Zellen in RPMI-Medium aufgenommen. Zur Bestimmung der
Zellkonzentration wurden 50 pl der Zellsuspension mit 50 pl 0,1%iger Trypanblau-Losung
gemischt und die Zellen in der Zellzihlkammer nach BURKER (Brand, Wertheim)

ausgezdhlt.

2.9.3 T-Zell Anreicherung

Die Maus-T-Zellen wurden mittels negativer Selektion mit ,,T Cell Enrichment Columns*
(R&D Systems) gewonnen. Diese Sdulen enthalten Glasbeads, welche mit anti-
Immumoglobin beschichtet sind. B-Zellen binden via F(ab)-Oberflichen-Immunoglobin-
Interaktion an die anti-Immunoglobine auf den Glasbeads. Die Bindung der Monozyten an
die Glasbeads erfolgt via Fc/FcR-Interaktion. Die Wiederfindungsrate betragt 45% - 65%,
wobei die Reinheit der CD3" T-Zellen der eluierten Zellpopulation 81% - 88% betrigt.
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Die Anreicherung von T-Zellen erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Die
Erythrozyten in der Zellsuspension wurden mit 10 ml Erythrozyten-Lysis Puffer (Qiagen)
10 min auf Eis lysiert. Anschliefend wurden 7 ml Waschpuffer hinzugefiigt und bei 1200
rpm 5 min zentrifugiert. Das Pellet, resuspendiert mit 2 ml Waschpuffer, wurde auf die
Saule geben. Die Sdule wurde zuvor mit 70% Ethanol gespiilt, 10 min bei Raumtemperatur
(RT) temperiert und viermal mit 2 ml Waschpuffer gewaschen. Es folgte danach eine 10-
miniitige Inkubation der Zellen in der Sdule bei RT. Das Eluieren der gereinigten T-Zellen
erfolgte viermal mit je 2 ml Waschpuffer. Anschliefend wurden die gereinigten T-Zellen

bei 1200 rpm fiir 5 min zentrifugiert und zweimal mit RPMI-Medium gewaschen.

2.10 Immunologische Methoden

2.10.1 Apoptose (Zelltod)

2.10.1.1 Fas-induzierter Zelltod

Der Fas-induzierte Zelltod wurde mit dem monoklonalen Hamster anti-Maus Fas-
Antikorper Jo2 durchgefiihrt. Zur Induktion der Apoptose von Thymozyten wurden frisch
praparierte Thymozyten mit Jo2 behandelt. Zur Induktion der Apoptose von T-Zellen
wurden diese zunéchst stimuliert, da aktivierte T-Zellen sensitiv fiir Antigen-induzierte
Apoptose sind. Dariiber hinaus sind transgene sFas-T-Zellen erst im stimulierten Zustand
in der Lage, l6sliches sFas zu exprimieren und zu produzieren.

Die Aktivierung der T-Zellen erfolgte mit Phorbolmyristatacetat (PMA). Das PMA hat
eine analoge Struktur zu Diacylglycerol. Das Diacylglycerol ist ein allosterischer Aktivator
der Protein Kinase C und des Inositolphosphates, welches Ca™ Ausscheidung und
Mobilisierung veranlasst. Dadurch wird die Kaskade der zelluldren Antwort ausgeldst und
die T-Zell-Aktivierung vermittelt.

Dazu wurden 5 x 10%ml Milzzellen mit 10 ng/ml PMA und 500 ng/ml Ionomycin in 12-
Well-Platten im RPMI-Medium bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach 24 h wurde 1 ml
RT-warmes RPMI-Medium zugegeben und weitere 24 h bei 37°C und 5% CO; inkubiert.
Zur Induktion der Apoptose wurden 0,5 — 1 x 10%ml Thymozyten bzw. aktivierte T-Zellen
mit 1 pg/ml Jo2 und 1 pg/ml Protein G in einem Well einer 12-Well-Platte inkubiert. Im
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Falle der aktivierten T-Zellen wurde diesen zusétzlich 17 U/ml rIL-2 zugesetzt. Das
Protein G hat die Funktion, die Wirksamkeit von Jo2 durch die Bindung dreier Antikdrper
zu steigern, was die Trimerisation des Antikorpers herbeifiihrt. Die Zellkultur erfolgte 24 h
im Brutschrank bei 37°C und 5% CO,.

2.10.1.2 Aktivierungs-induzierter Zelltod

Der Aktivierungs-induzierte Zelltod wurde mit Hilfe des anti-Maus CD3-Antikorpers
induziert, da eine wiederholte Stimulierung durch die T-Zellrezeptoren zum Zelltod
aktivierter T-Zellen fiihrt. Wie beim anti-Fas-induzierten Zelltod wurden 0,5 — 1 x 10%/ml
Thymozyten bzw. aktivierte T-Zellen mit 17 U/ml IL-2 und 1pg/ml anti-CD3 Antikérper
in einem Well einer 12-Well-Platte inkubiert. Die Zellen wurden 48 h im Brutschrank bei
37°C und 5% CO, inkubiert. Nach 24 h wurde 1 ml RT-warmes Medium zugefiigt, um so

einer hohen natiirlichen Todesrate durch Néhrstoffmangel entgegenzuwirken.

2.10.1.3 Propidiumiodid-Farbung

Um Zellen, die der Apoptose unterliegen, zu erfassen, wurde die Propidiumiodid-Féarbung
verwendet. Intakte Zellmembranen lebendiger Zellen sind in der Lage, die Zelle vor der
Aufnahme von Propidiumiodid (PI) in das Zellinnere zu schiitzen. Die Membran toter
Zellen dagegen konnen von PI durchbrochen werden. Die Menge diploider DNA ist direkt
proportional zur Fluoreszenz-Intensitdt von PI (138). In Voruntersuchungen wurde
zunichst die simultane Firbung mit Annexin V und PI angewandt. Annexin-V ist ein Ca*'-
abhéngiges Phospholipid-bindendes Protein, das eine hohe Affinitit zu Phosphatidylserin
(PS) besitzt. PS befindet sich normalerweise bei intakten Zellen auf der zytoplasmatischen
Seite der Zellmembran. In frithen Apoptose-Stadien, wenn die Zellmembran noch intakt
ist, kommt es zur Verlagerung des PSs auf die Auflenseite der Zellmembran, wo es mit
Annexin interagieren kann. Annexin V wird daher zum Nachweis fiir Apoptose-typische
Veridnderungen verwendet (139), wihrend PI fiir nekrotische Zellen eingesetzt wird.
Unsere Voruntersuchungen mit simultaner AnnexinV/PI-Fiarbung und welche nur mit PI-

Farbung zur Messung von Antikorper-induziertem Zelltod zeigten jedoch keine
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Unterschiede, so dass mit der einfachen Firbung mit PI in weiteren Experimenten
fortgefahren wurde.

Nach 2-maligem Waschen wurden 0,5 — 1x10° Zellen mit 100ul 1x Annexin-V Binding
Puffer und 10 pl Propidiumiodid aufgenommen und kurz auf Eis inkubiert. Anschlieend
wurden 500 pl Annexin-V Binding Puffer zugegeben und im DurchfluBzytometer
(FACScan, Becton Dickinson, siche Abschnitt 2.10.4) gemessen.

2.10.1.4 Auswertung

Die Berechnung des spezifischen Zelltodes erfolgte nach der folgenden Gleichung (140):

spezifischer Zelltod (%) =

Pl.Aufnahme(Experiment) — PI1.Aufnahme(Kontrolle)
100 — P1.Aufnahme(Kontrolle)

*100

wobei:
PI = Propidiumiodid
PI.Aufnahme(Experiment) = anti-Fas- bzw. anti-CD3-induzierter Zelltod in Prozent

PI.Aufnahme(Kontrolle) = spontaner Zelltod (ohne Antikorper) in Prozent

2.10.2 Proliferationstest

In Zusammenarbeit mit Dr. Mix (Neurobiologisches Labor, Klinik fiir Neurologie,
Universitit Rostock, Deutschland) wurde der Proliferationstest durchgefiihrt.

Die Proliferation einer stimulierten T-Zell-Kultur wurde anhand der DNA-Synthese sowie
der IFN-y-Freisetzung gemessen.

Sieben Tage vor Entnahme der Lymphknotenzellen wurden die Méduse mit Rinderkollagen
IT immunisiert. Die Aufarbeitung der Lymphknotenzellen erfolgte nach 2.9.1. Es wurden
jeweils 4 x 10° Lymphknotenzellen in 200 pl in Dreifachansitzen in die Wells der runden
96-Well-Mikrotiterplatten fiir folgende Ansitze gesit:
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I. Kulturmedium (RPMI) als negative Kontrolle ohne zusétzliche in vitro-Stimulation
II. Kulturmedium mit 4 pg/ml Concanavalin A (ConA), einem fiir T-Zellen spezifischen
mitogenen Lectin, zur maximalen T-Zell-Aktivierung als positive Kontrolle
II. Kulturmedium mit 3 unterschiedlichen Rinderkollagen II-Konzentrationen (siehe

Ergebnisse 3.4.3)

Die Zellen wurden fiir 72 h bei 37°C und in einer Wasserdampf geséttigten Atmosphére
mit einem 5%igen CO,-Anteil kultiviert.

Sowohl die Messung der DNA-Synthese als auch die Messung der IFN-y-Freisetzung
wurden je 3-fach durchgefiihrt.

2.10.2.1 [*H]-Thymidineinbau / Messung der DNA-Synthese

Die Bestimmung der Zellproliferation erfolgte durch die Messung der Aktivitit
radioaktiver B-Strahlung nach Einbau trittummarkierten Thymidins. Das mit Tritium
markierte Thymidin wird als Baustein wéhrend der Replikationsphase in die DNA
eingebaut. Die Messung der iiber einen bestimmten Zeitraum aufgenommenen
Radioaktivitdt gibt indirekten Aufschluss iiber die proliferative Aktivitidt der Zellen. Die
Bestimmung erfolgte dabei mit Hilfe der Fliissigkeits-Szintillations-Spektroskopie. Die
Energie der vom radioaktiven Préparat emittierten B-Strahlung wird iiber Kollisionen auf
Losungsmittelmolekiile iibertragen, die dann wiederum die Energie in Form von
elektromagnetischer Strahlung der Wellenldinge 260 nm — 340 nm freigeben. Diese
Strahlung wird vom primdren Szintillator, der ebenfalls im Losungsmittel enthalten ist,
absorbiert. Das Absorptionsspektrum des Szintillators {iberlagert dabei komplett das
Emissionsspektrum des Losungsmittels. Die vom Losungsmittel als Licht freigegebene
Energie wird so vom Szintillator absorbiert und bei ldngerer Wellenlidnge als
Fluoreszensstrahlung wieder freigesetzt. Diese kann vom Szintillationszéhler {iber einen
Photoverstirker verarbeitet und als Zahlrate (cpm) angegeben werden.

Die Zellen wurden nach einer Inkubationszeit von 60 h mit 10 pl *H-Methylthymidin/Well
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) versetzt und weitere 12 h

inkubiert. Dabei entsprachen 10 pl *H-Methylthymidin 1 pCi. Mit Hilfe des Zellharvesters
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wurden die Zellen auf Titertek-Glasfaserfilter (Lierbyen, Norwegen) geerntet. Die den
einzelnen Wells entsprechenden Filterstiicke wurden in Szintillationsfldschen (neo-Lab,
Heidelberg) tiberfiihrt, mit Szintillator (Zinsser Analytic, Frankfurt) gefiillt und im Counter

(Scintillation counter Wallace 1214 Rackbeta, LKB, Bromma, Sweden) gemessen.

2.10.2.2 Messung der Interferon-y Freisetzung

Zur Bestimmung des freigesetzten Zytokins nach der Stimulierung mit Rinderkollagen II
bzw. ConA wurde der Uberstand der Zellkultur abgenommen und bis zur Verwendung bei
—80°C aufbewahrt.

Die Durchfiihrung des IFN-y Tests erfolgte mittels eines Cytoscreen Immunoassay Kit
(BioSource, Camarillo, CA) nach dem Protokoll des Herstellers. Die Quantifizierung
basierte auf der Basis der enzymatischen Reaktion von Meerrettich-Peroxidase mit
Tetramethylbenzidin (TMB). Durch die von der Peroxidase katalysierte Reaktion wird das
farblose Substrat (Tetramethylbenzidin) in ein blaues Produkt umgewandelt. Uber die
Messung der optischen Dichte wird die Konzentration von IFN-y ermittelt.

Verdiinnte Standards und 100 pl Probe wurden mit 50 pl biotinyliertem Antikdrper
versetzt und fiir 3 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer 3-maligen Waschprozedur
wurden zu jeder Probe 100 ul HRP-Streptavidin hinzugefiigt. Nach einer Inkubationszeit
von 20 min bei Raumtemperatur wurden die Zellen wieder dreimal gewaschen. Der
Peroxidase wurden 100 pul TMB-Substrat zugesetzt und fiir 10 — 15 min zur Farbbildung
inkubiert. Wenn die Hochststandardkonzentration eine dunkelblaue Farbung erreicht hatte,
wurde die Reaktion mit 100 ul Stop-Reagenz (H,SO4) gestoppt und im ELISA-Reader bei
450 nm gemessen.

Zur Ermittlung der IFN-y Konzentration wurde eine Kalibrierungskurve mittels des
Standards Maus-IFN-y (mIFN-y) erstellt (Abbildung 7). Aus einer linearen Regression der
Mef3daten ergab sich folgender Zusammenhang:

Y =0,20586 + 0,00173 x X

wobei :

X = Konzentration vom Standard (mIFN-y)
Y = ODWert
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Demnach erhielten wir:

ODWert - 0,20586

Konzentration(mIFN — y) =

0,00173

O.D.Wert (450 nm)

T T T T T T T T T T !
0 200 400 600 800 1000
Maus-IFN-gamma [pg/mi]

Abbildung 7: Gemessene Standardkurve: Optische Dichte (OD) bei einer Wellenldnge von 450 nm als
Funktion der Maus-1FN-y-Konzentration in [pg/ml].

Die Kalibrierungskurve wurde mittels des vom Hersteller mitgelieferten Standards (Maus-IFN-y) erstellt.
Aus einer linearen Regression der Mefidaten ergab sich der folgende Zusammenhang: ODWert = 0,020586 +

0,00173 x Konzentration vom Standard (Maus-IFN-y)

2.10.3 Zytotoxizitatstest

2.10.3.1 Gemischte Lymphozytenkultur

Zur Vorstimulierung der im Zytotoxizitétstest eingesetzten Effektorzellen wurden diese fiir
fiinf Tage mit allogenen Leukozyten kokultiviert. Dabei dienten Milzzellen von C57BL/6J-
Miusen (MHC-2") als Responder und als Stimulator wurden Milzzellen von Balb/c
Miusen (MHC-2%) eingesetzt. Um zu vermeiden, dass die Stimulatorzellen in der Kultur
wachsen, wurden diese vor der Kultur bei 30 Gy fiir 300 sec B-bestrahlt.

Die Responderzellen und die bestrahlten Stimulatorzellen wurden in einem Verhéltnis von
2:1 (40 x 10°: 20 x 10° Zellen) in einem Endvolumen von 30 ml RPMI-Medium mit 2 x

10° 50 mM Mercaptoethanol kultiviert. Die Zellsuspension wurde in stehenden 75cm?’-
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Kulturflaschen fiir 5 Tage bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Bevor die Zellen fiir den
Zytotoxizititstest eingesetzt wurden, wurden sie zweimal gewaschen und anschlieBend im

RPMI-Medium ohne Zusétze aufgenommen.

2.10.3.2 Mitogen-stimulierte Targetzellen

Die im Zytotoxitdtstest eingesetzten Targetzellen wurden zunéchst zur Sensibilisierung
mit 2 pg ConA/ml stimuliert. 40 x 10° Milzzellen wurden mit 40 ug ConA im 20 ml RPMI
1640 Medium (2 x 10° / ml Kulturmedium) in 72cm’-Kulturflaschen stehend 2 Tage bei
37°C und 5% CO; inkubiert. Die Blastzellen wurden mittels einer Dichtegradienten-
zentrifugation mit Ficollpaque 1,077 gewonnen. Dazu wurde mit Hilfe einer langen
Serum-Kaniile die Zellsuspension mit 2 ml Ficollpaque unterschichtet und bei 1300 rpm 15
min ohne Bremse bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach der Zentrifugation war ein
weiller Ring erkennbar, in dem die Zellblasten enthalten waren. Dieser Ring wurde mit
einer Pipette abgezogen, die gewonnenen Zellen dreimal gewaschen und im Kulturmedium

ohne Zusitze aufgenommen.

2.10.3.3 Zytotoxizitatstest CytoTox96°

Der CytoT0x96® misst quantitativ die durch Zell-Lyse freigesetzte Laktatdehydrogenase
(LDH). Dazu wird eine zweistufige enzymattische Reaktion ausgenutzt (Abbildung 8).

Abbildung 8: Chemische Reaktion zum
NAD® NADH+H* Nachweis von Laktatdehydrogenase
(nach dem Manual des Herstellers Promega)
1. In dem ersten enzymatischen Schritt wird

1. Laktat Pyruvat Laktat durch die Laktatdehydrogenase zu

LDH Pyruvat oxidiert, dabei wird NAD" zu
NADH+H" reduziert.

2. In der zweiten Reaktion wird das
Tetrazoliumsalz ,,INT* durch das Enzym
Diaphorase zu einem Formazansalz

2. Tetrazoliumsalz Formazansalz reduziert. Dabei schldgt die Farbung der
(zelb) (rot) Losung von Gelb zu Rot um.

NADH+H* NAD®

Mhaphorase
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Fiir den Zytotoxizititstest wurde RPMI-Medium ohne Zusitze verwendet. Im Vorversuch
wurde zundchst die optimale Targetzellzahl ermittelt (1x10°ml). Eine Serie von
Target:Effektor-Ratios (wobei die Zahl der Targetzellen konstant mit 5x10%/50 pl blieb,
siche Ergebnisse 3.3.4) wurde jeweils dreifach in der 96-Well-Platte mit rundem Boden
(Assay Plate, Greiner, Solingen) vorbereitet. Das Endvolumen betrug 100 ul/Well.
Dartiber hinaus wurden folgende Ansitze zur Berechnung der Zytotoxizitdt mitgefiihrt:

Spontane LDH-Freisetzung der Effektorzellen (SFE)

Zahl der Effektorzellen pro Well entspricht Zahl im Target:Effektor-Ratio

Spontane LDH-Freisetzung -Targetzellen (SFT)

4x10° Targetzellen pro 100 ul RPMI-Medium

Maximale Freisetzung -Targetzellen (MaxT)

4x10° Targetzellen pro 100 ul RPMI-Medium mit 10 pl 10x Lysis-Solution lysiert.

Volumen-Korrektur-Kontrolle (VKK)

10 pl 10x Lysis Solution und 100 ul RPMI-Medium

Kulturmedium Hintergrund (MH)

100 pul RPMI-Medium
Die Assay Plate wurde bei 1200 rpm fiir 4 min zentrifugiert, um eine bessere
Durchmischung zu erreichen. Im Anschlufl wurde sie fiir 4 h bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. 45 min vor der Erte des Uberstandes wurde den Targetzellen zur Messung der
maximalen Freisetzung 10 pl 10x Lysis Solution zugesetzt. Nach der 4-stiindigen
Inkubation wurde die Assay Plate bei 1200 fiir 4 min zentrifugiert und je 50 pl Uberstand
in eine flache 96-Well-Platte {ibertragen. Zur Farbbildung wurden je 50 ul Substrat-Mix
den Zellen zugesetzt und fiir 30 min bei RT inkubiert. Um sie vor Lichteinfall zu schiitzen,
wurde die Platte mit Folie abgedeckt. Die Reaktion wurde mit 50 pl Stop-Solution
abgestoppt und im ELISA-Reader bei 490 oder 492 nm innerhalb einer Stunde nach

Hinzufiigen der Stop-Solution gemessen.
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2.10.3.4 Auswertung

Die Auswertung der Zytotoxizitit erfolgte nach der angegebenen Gleichung des
Herstellers:

Zytotoxizitat(%) = Kexp— KSFE — KSFT

KmaxT — KSFT
Kexp = Adsorption der Target-/Effektorzellen — Adsorption vom RPMI-Medium
KSFE = Adsorption der spontanen Freisetzung der Effektorzellen — Adsorption vom RPMI-Medium
KSFT = Adsorption der spontanen Freisetzung der Targetzellen — Adsorption vom RPMI-Medium
KmaxT = Adsorption der maximalen Freisetzung der Targetzellen — Adsorption von Korrektur-
Volumen

2.10.4 Durchflusszytometrie

Bei der durchflusszytometrischen  Analyse werden Zellen anhand ihrer
Lichtstreuungseigenschaften und bis zu fiinf weiteren Parametern anhand emittierter
Fluoreszenzstrahlung auf Einzelzellebene charakterisiert. Die Analyse von Zellen in einem
Durchflusszytometer bietet also die Mdglichkeit, sowohl die Oberflachenmolekiile als auch
den Zustand einzelner Zellen zu analysieren. Dazu wurden Zellen mit spezifischen,
fluoreszenzmarkierten Antikérpern markiert und durch Licht zur Fluoreszenz angeregt.
Zusiatzlich streuen die Zellen das auftreffende Licht. Als ,,Vorwartsstreulicht (FSC,
Forward Scatter) wird das Licht bezeichnet, das in einem geringen Winkel (3-10°) gestreut
wird und dient als MaB fiir die Grofe der Zellen. Das in einem Winkel von 90° reflektierte
Licht wird als ,,Seitwértsstreulicht™ (SSC, Side Scatter) bezeichnet und dient als Mal3 fiir
die Granularitit und Membranfaltung der Zellen. Die Fluoreszenz der an Zellen
gebundenen, an FITC (Amax = 525 nm) gekoppelten Antikorper wird im Fluoreszenzkanal
FL-1 des DurchfluBzytometers gemessen. Die Fluoreszenzintensitit der an Zellen
gebundenen, an PE (Amax = 575 nm) gekoppelten Antikorper sowie die des in die DNA
interkalierten Propidiumiodids (Amax = 620 nm) werden im Fluoreszenzkanal FL-2
bestimmt. Im FL-3 werden Fluoreszenzfarbstoffe mit einer Wellenldnge von mehr als 650
nm gemessen. Als Fluorochrome werden hierbei CyChrome und PerCP verwendet. Die

Aquirierung der Messwerte sowie die Analyse der mit dem DurchfluBzytometer
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(FACScan, Becton Dickinson) erhaltenen Daten erfolgte mit der Software CellQuest,
Version 1.2.2. bzw. mit WinMDI 2.8.

2.104.1 Phanotypisierung von Zellen

Zur Uberpriifung der Oberflichenmolekiile der Lymphozyten in transgenen sFas-Méiusen
wurden CD4-/CD8-Antikérper zur Identifizierung von T-Zellen und CD45-/CD90-
Antikorper zum Detektieren von B-Zellen eingesetzt. Dazu wurden 0,5 — 1x10° Zellen in 5
ml FACS-Rohrchen (Falcon, Heidelberg) zweimal mit FACS-Puffer gewaschen (1200
rpm, 5 min). Das Pellet wurde dann in 50 pl FACS-Puffer aufgenommen, mit 1 pl FITC-
gekoppeltem Antikorper, 2 pl PE-gekoppeltem Antikorper und 2 ul FC-Block versetzt und
30 min auf Eis inkubiert. Da das Phycoerythrin die Eigenschaft besitzt, Mauszellen an
Feyll niedrig-Affinitits-Rezeptoren zu binden, wurde FC-Block (anti-Maus CD16/CD32
(Fcy III/IT Rezeptor)) zugesetzt.

Die Proben wurden erneut zweimal mit FACS-Puffer gewaschen, und die mit 500 pl
FACS-Puffer resuspendierten Zellen im FACScan (Becton Dickinson) gemessen. Zur

Messung des Fas-Antigens wurde 1 pl FITC-gekoppelter anti-Fas Antikorper eingesetzt.

2.10.5 ELISA zur Messung der B-Zellantwort

Die Bestimmung von Antigen-spezifischen Antikérpern wurde mittels Sandwich-ELISA
(Enzyme linked immunosorbent assay) durchgefiihrt.

Dazu wurden 96-Well ELISA-Platten (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) mit 50 pul/Well des
entsprechenden Antigens (5 pg/ml PBS) beschichtet und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Die
beschichtete Platte wurde dreimal jeweils mit 200 pl ELISA-Waschpuffer (WB)
gewaschen. Zur Blockierung von unspezifischen Bindungen wurde die Platten
anschlieend 1 h bei Raumtemperatur mit 200 ul WB je Well inkubiert, die dann wieder
dreimal gewaschen wurden. 50 pl Serum/Well mit folgenden Verdiinnungen wurden
eingesetzt:

1/50 1/500 1/5000 1/50000



Material und Methoden 43

Die anschlieBende Inkubation erfolgte fiir 2 h und bei 37°C. Nach dreimaligem Waschen
wurden 50 pl 1:20.000 verdiinnter Biotin-konjugierter anti-Maus IgG hinzugegeben und
fir 1 h bei 37°C inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt wurde 50 pl 1:1000
verdiinntes alkalische Phosphatase-konjugiertes Streptavidin zugefiigt. Nach einer
einstiindigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde wieder dreimal gewaschen. Die
Detektion der an das Antigen gebundenen Antikorper erfolgte durch Zugabe von 50 pl
Substratpuffer (p-Nitrophenylphosphat, pNPP). pNPP wird von der an das Streptavidin
konjugierten alkalischen Phosphatase in eine gelbe Substanz umgewandelt. War die
maximale Gelbbildung erreicht, so wurde die Reaktion mit 50 ul 1 M NaOH gestoppt und
bei einer Wellenldnge von 405 nm gemessen

Fir die Quantifizierung des ELISAs wurde eine Titerbestimmung durchgefiihrt. Der
»Liter einer Probe steht fiir die Verdiinnung, bei der eine Probe noch nachgewiesen
werden kann. Als Positivkontrolle diente der Uberstand des anti-Kollagen-Antikorpers
Hybridoma CIIC1 (Geschenk von Dr. R. Holmdahl, Lund University, Schweden), und als

Negativkontrolle wurde nur der Antikorper gemessen.

2.11 Mokularbiologische Methoden

2.11.1 Praparation von RNA

Zur Gewinnung von Gesamt-RNA aus NIH3T3 Fibroblasten (Geschenk von Dr. P. Lorenz,
Universitidt Rostock) bzw. aus Mausgelenken wurde der ,,RNeasy Mini Kit* (Qiagen,
Hilden) nach Herstellerangaben verwendet. Die aufgefiihrten Puffer waren in diesem Kit
enthalten. Es wurde die Zentrifuge Biofuge pico (Heraeus, Hanau) verwendet.

Die Mausgelenke wurden nach Entnahme sofort im fliissigen Stickstoff und RLT-
Extraktionspuffer (+ 1% B-Mecarptoethanol) gemdrsert.

Bei adhdrenten Zellen wurde zunichst das Kulturedium abgesaugt, und die Zellen mit PBS
gewaschen. Die Zellen wurden dann mit 600 ul RTL-Extraktionspuffer lysiert.

Die lysierte Probe wurde anschlieBend auf die ,,QIAshredder*-Sdule gegeben und 4 min
bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde mit 600 pl eiskaltem 70% Ethanol
versetzt. Jeweils 2 x 600 pl dieses Ansatzes wurde auf die ,,RNeasy mini spin“-Séule

gegeben und 1 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Nach einem Waschvorgang mit 500 pl



Material und Methoden 44

RWI1-Puffer bei 10000 rpm fiir 1 min erfolgte eine DNase-Behandlung mit
Deoxyribonuclease I (Qiagen), um noch vorhandene DNA zu verdauen. Dabei wurden 70
ul RDD-Puffer und 10 pl DNase I auf die Sdule gegeben und bei RT 20 — 30 min
inkubiert. Anschlieend wurde die Séule einmal mit 500 ul RW1-Puffer und zweimal mit
500 ul RPE-Puffer bei 10000 rpm fiir 1 min gewaschen.

Nachdem die Sidule schlieBlich bei 13000 rpm fiir 5 min trocken zentrifugiert wurde,
erfolgte die Eluierung der gebundenen RNA zweimal mit jeweils 40-50 pl RNase-freiem
Wasser bei 11500 rpm fiir 5 min.

21111 Konzentrationsbestimmung und Qualitéatskontrolle der RNA

Die Bestimmung der Konzentration der RNA erfolgte spektrophotometrisch
(SmartSpec™3000, Bio-Rad) bei einer Wellenlidnge von 260 nm in einer Quarzkiivette.
Eine optische Dichte (OD) von 1 entspricht 40ug/ml RNA. Unter Beriicksichtung der
Verdiinnung der RNA-Probe wurde die Konzentration der isolierten RNA wie folgt
berechnet:

Konzentration (pg/pul) = OD2eonm X 40 pg/ml x (Wasser/eingesetzte RNA)/1000

Die Reinheitsbestimmung erfolgte durch den Quotienten OD2gonm/OD2gonm. Bei
Anwesenheit von Proteinen oder Phenol ist der Quotient < 1,8 und ein Quotient >2,0 weist
auf Verunreinigungen durch Salze oder Nukleotide hin, wie sie bei fortschreitender
Degradation zu beobachten sind. Die Integritit der isolierten RNA wurde mittels
Elektrophorese in einem 1,6% TBE-Agarose-Gel iiberpriift. An den Banden der
ribosomalen RNAs ist die Qualitdit der RNA abzuschitzen, dabei ist im Idealfall die
Intensitét der 28S rRNA doppelt so hoch wie die der 18S sRNA.

2.11.2 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Bei der Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) wurde zuerst aus der
RNA eine komplementire DNA (cDNA) synthetisiert (Reverse Transkription) und die
cDNA als Template fiir die PCR verwendet. Die Umschreibung erfolgte mit Hilfe des

Enzyms Reverse Transkriptase. Dabei wurde folgender 25ul- Ansatz hergestellt:



Material und Methoden 45

RNA 1-2 ug
5x First Strand Buffer (Invitrogen, Karlsruhe) Sul
dNTP (2,5 mM, peqlLab, Erlangen) 8 ul
Hexamaire Primer (50uM; Sigma-Ark, Darmstadt) 1,5 pl
DTT (0,1 M, Promega, Mannheim) 1 ul
RNAse Inhibitor (40 U/ul, Promega, Mannheim) 0,5 pul
SUPERSCRIPT II (200 U/pl, Invitrogen, Karlsruhe) 1,5 ul
RNAse freies Wasser (Qiagen, Hilden) 7,5 ul

Die Reverse Transkription erfolgte durch zweistiindige Inkubation bei 42°C und wurde
dann auf Eis abgekiihlt. Die so erhaltene cDNA wurde bis zur Verwendung bei —20°C
gelagert.

Fiir die RT-PCR wurde der Ansatz aus der Reverse Transkription 1:10 verdiinnt und wie

unter Abschnitt 2.7.4 beschrieben die PCR durchgefiihrt.

2.11.3 TagMan Real-Time Polymerase-Kettenreaktion

Die Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (Real-Time-PCR) erlaubt die Bestimmung der
Kopienanzahl eines Templates (cDNA oder RNA). Bei der TagMan Real-Time PCR wird
eine Oligonukleotid-Sonde eingesetzt, die zwischen dem Forward und Reverse Primer an
das Ziel-Template hybridisiert. Die Sonde ist am 5'-Ende mit einem Reporter (Fluoreszein)
markiert, und am 3’-Ende trdgt sie einen Quencher (Rhodamin), der das Aussenden eines
Fluoreszenzsignals verhindert, solange Reporter und Quencher dicht beieinander sind.
Durch die Exonukleaseaktivitdt der verwendeten Taq DNA Polymerase wird die Sonde
zerstort, so dass Quencher und Fluoreszenzfarbstoff rdumlich getrennt werden. Erst dann
wird ein Fluoreszenzsignal emittiert, das direkt mit der Menge neu synthetisierter DNA
korreliert (Abbildung 9). Da angenommen wird, dass die cDNA-Synthese aus
verschiedenen RNA-Proben nicht mit gleicher Effizienz durchgefiihrt wird, miissen die zu
vergleichenden Proben durch endogene Kontrollen "normalisiert" werden. Dariiber hinaus
dienen diese Kontrollen zum Ausgleich von Pipettierfehlern. Die Normalisierung erfolgt
durch die Amplifikation eines Kontrollgens, fiir das in der Regel Housekeepinggene wie

GAPDH (Glycerolaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase) oder B-Actin verwendet werden.
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2.11.3.1 Durchfiihrung der TagMan Real-Time Polymerase-Kettenreaktion

Die Untersuchung im Rahmen dieser Arbeit wurden mit dem Real-Time PCR-Gerét
"Sequence Detection System 7700" (Applied Biosystems, Weiterstadt) durchgefiihrt,
welches mit Hilfe des Softwareprogramms "GeneAmp 5700 SDS 1.3" (Applied
Biosystems) gesteuert wurde. Die eingesetzten TagMan-Sonden fiir die Ziel-Gene
enthielten am 5’-Ende den Fluoreszenzfarbstoff FAM [6-Carboxyfluorescein] und am 3’-
Ende den Quencher TAMRA [6-Carboxyltetramethylrhodamin] und wurden als "Pre-
Developed-Assays" mit den darin enthaltenen Primern bezogen. Die Sonde fiir das
Housekeeping-Gen (GAPDH) enthielt am 5'-Ende statt des FAMs den
Fluoreszenzfarbstoff VIC und wurde als Kit mit den entsprechenden Primern von Applied

Biosystems bezogen.

In einer 96-Well-Platte (MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate, Applied Biosystems,
Weiterstadt) wurden pro Taq-Man-Lauf alle Proben in Dreifachansitzen in je 25 pl
Volumen fiir das Ziel-Gen und GAPDH angesetzt. Als Negativkontrollen wurde statt
cDNA Wasser mitgefiihrt. In Anlehnung an das Protokoll des Herstellers wurden folgende
TagMan PCR Master Mix-Ansitze (TagMan PCR Core Reagent Kit) eingesetzt:
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Master Mix mit Pre-Developed-Assays

10 x TagMan Buffer A 2,5 ul
MgCl, (25 mM) 3,5ul
dATP (10 mM) 0,5 ul
dCTP (10 mM) 0,5 ul
dGTP (10 mM) 0,5 pul
dUTP (20 mM) 0,5 ul
AmpErase UNG 0,25 ul
Pre-Developed-Assays 1,25 pl
AmpliTaq® Gold DNA Polymerase 0,125ul

Zusitzlich wurden je Ansatz 50 - 100 ng RNA-Aquivalent eingesetzt und mit

Wasser auf ein Gesamtvolumen von 25 pl aufgefiillt.

Master Mix fiir GAPDH

10 x TagMan Buffer A 2,5 ul
MgCl, (25 mM) 3,5ul
dATP (10 mM) 0,5 ul
dCTP (10 mM) 0,5 ul
dGTP (10 mM) 0,5 ul
dUTP (20 mM) 0,5 ul
AmpErase UNG 0,25 pul
AmpliTaq® Gold DNA Polymerase 0,125 ul
GAPDH-Sonde (20uM) 0,25 ul
GADH Forward Primer (10 uM) 0,25 pul
GADH Reverse Primer (10uM) 0,25 ul

Zusitzlich wurden je Ansatz 50 - 100 ng RNA-Aquivalent eingesetzt und mit

Wasser auf ein Gesamtvolumen von 25 pl aufgefiillt.

Die TagMan Real-Time PCR wurde als 2-Schritt-PCR {iiber 45 Zyklen bei fiir alle

untersuchten Gene identischen Temperaturbedingungen durchgefiihrt:

95°C 10 min Initiale Aktivierung der DNA-Polymerase
95°C 15 sec Denaturierung

45 x
60°C 1 min Annealing/Polymerisation
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2.11.3.2 Auswertung

Die Quantifizierung der Genexpression erfolgte iiber den Cr-Wert (Threshold Cycle). Der
Cr-Wert ist die Nummer des ersten PCR-Zyklus, der ein Fluoreszenzsignal aussendet, der
groBBer als der Schwellenwert ist. Je groBer die Ausgangsmenge der Zielsequenz, desto
kleiner ist der Cr-Wert. In der exponentiellen Phase entspricht eine Halbierung der cDNA-
Ausgangsmenge einem Anstieg des Cr-Werts um einen Zyklus.

In Anlehnung an das “User Bulletin #2” des Herstellers (Applied Biosystems) wurde die

relative Expression des Ziel-Gens nach folgender Gleichung errechnet:

Relative Expression = 2 ¢ (GAPDH) ~Ct (Target

2.12 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit den Programmen SPSS und
Microsoft Excel 2000. Diagramme wurden mit Hilfe von Microsoft Excel 2000 und Origin
6.1 erstellt.

Bei Mehrfachmessungen wurden die Mittelwerte und die Standardabweichungen bzw. die
Standardfehler mit dem Programm Excel bestimmt. Die statistische Signifikanz wurde mit
SPSS untersucht, wozu folgende Testverfahren verwendet wurden: Mann-Whitney-U-Test,
Student-t-Test und y>-Test. Sigifikante Unterschiede wurden wie folgt dargestellt:

* fiir p < 0,05, ** fiir p < 0,01 und *** fiir p <0,001.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Charakterisierung der transgenen sFas-Mause und der mutanten lpr-
Mause

3.1.1 Genotypisierung der sFas-Mause und der Ipr-Mause mittels
Polymerase-Kettenreaktion

Die sFas-Mause wurde auf das sFas-Transgen und die Ipr-Méuse auf den Ipr-Genotyp hin
untersucht. Zur Gewinnung von DNA wurde eine Schwanzbiopsie verarbeitet und die PCR
wie in 2.8.4 angegeben durchgefiihrt.

Fiir das sFas-Transgen wurde folgendes Primer-Paar verwendet: 5'-CCA GCA ATA CAA
ACT GCA GG-3" und 5'-CAG CTG GAC TTT CTG CTC AGC-3". Der Forward Primer
bindet an eine Region in Exon 5, wihrend der Reverse Primer 6226 bp entfernt an eine
Region in Exon 9 des Gens fiir Fas bindet (Abbildung 10A). Liegt eine transgene Maus
vor, d. h. hat eine Deletion des transmembranen Fragmentes der Fas-DNA stattgefunden,
so ist eine Bande bei 340 bp zu erwarten (Abbildung 10B). Bei normalen Mausen ohne das
sFas-Transgen ist keine Bande nachweisbar, da aufgrund des langen Templats keine

Amplifikation stattfinden kann (Abbildung 11).

A 5‘—{Exon5 HExoné } @7 3 Wildtyp
—)

—
Fas1 6226 bp Fas?2

B |5 ‘Exon5 | @— 3 fransgene sFas-Maus

—

—_—
Fas1 340 bp Fas?2

Abbildung 10: Darstellung der amplifizierten DNA-Region der sFas-Maus

Primer Fasl1 bindet an Exon 5 und Fas 2 an Exon 9 der Fas-DNA. Liegt ein Wildtyp vor, so betrdgt das PCR-
Produkt 6625 bp (A), bei der sFas transgenen Maus ist das PCR-Produkt 340 bp lang.
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Abbildung 11: PCR auf sFas-Transgen.

Ist ein PCR-Produkt mit dem Primer-Paar Fasl und Fas2 bei 340 bp nachweisbar, so liegt sFas-Transgen vor
(Mausnummer 1, 3 und 5). M = Marker $X 174 RF DNA/Hae III Fragments (72 bp — 1352 bp).

Die Genotypisierung der Ipr-Miuse erfolgte mit den Primer-Paaren Iprl + lpr2 (5-AAA
GGT TAC AAA AGG TCA CCC A-3" und 5'-TAG ACG GGG CAA AAG AAG AA-3Y)
und Iprl + Ipr3 (5°-AAA GGT TAC AAA AGG TCA CCC A-3'und 5'-CAA ATC TAG
GCA TTA ACA GTG-3"). Primer lprl bindet an eine Region im Intron 2 stromaufwérts
vom ETn (early transposable element) im Gen fiir Fas. Primer lpr2 bindet an eine Region
im Segment 3 des ETns (Abbildung 12). Im Falle einer Mutation erhélt man eine Bande
bei 280 bp in der Gelelektrophorese. Da bei normalen Mausen ohne Mutation der Primer
Ipr2 sich nicht anlagern kann, findet hierbei keine Amplifikation statt (Abbildung 13A).
Liegt nach der Amplifikation mit dem ersten Primer-Paar eine Mutation vor, so wird eine
weitere PCR mit dem Primer-Paar lprl und lpr3 zur Uberpriifung der Homozygozitit
durchgefiihrt. Primer Ipr3 bindet an eine Region ebenso im Intron 2 stromabwérts vom
ETn im Gen fiir Fas (Abbildung 12). Bei normalen Méusen findet man eine Bande von 229
bp. Ist eine Mutation vorhanden, so ist keine Bande sichtbar. Die Mduse waren homozygot
mutiert, wenn mit beiden Primer-Paaren eine Mutation nachgewiesen wurde, andernfalls
waren sie entweder heterozygot (Nachweis der Mutation nur mit Primer-Paar Iprl und

Ipr2) oder normal (Abbildung 13A, B).
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Abbildung 12: Darstellung der amplifizierten DNA-Region der Ipr-Maus

Primer Iprl bindet an eine Region stromaufwirts vom transponierbaren Element (early transposable element,
ETn) der DNA, und lpr2 bindet an eine Region innerhalb des 3. Segmentes in ETn. Ein Wildtyp liegt vor,
wenn das Primer-Paar lpr-1 + Ipr2 keine Bande erzeugt.Bei einer Mutation findet eine Bindung im ETn statt.
Primer Ipr3 bindet an eine Region stromabwarts vom ETn. Homozygozitit liegt vor, wenn zusitzlich mit den
Primern Iprl + 1pr3 keine Bindung stattfindet, ansonsten ist die Maus heterozygot.

A B

12 3 45 67 8 910MM 12 3 4 5 6 7 8

Abbildung 13: PCR auf Fas-Mutation.

PCR mit den Primern Iprl und Ipr2 (A) und mit lprl und lpr3 (B). Ist ein PCR-Produkt mit lprl und Ipr2
sowie mit Iprl und Ipr3 nachweisbar (Maus 1-6 und Maus 8), so liegt Heterozygozitét vor. Ist aber mit Iprl
und Ipr3 kein PCR-Produkt nachweisbar (Maus 7), so liegt Homozygozitidt vor. M = Marker ¢X174 RF
DNA/Hae III Fragments (72 bp — 1352 bp).

3.1.2 Expression von Fas auf RNA-Ebene

Die Expression von Fas auf der RNA-Ebene wurde mittels RT-PCR untersucht (Abbildung
14). Dazu wurden Milz T-Zellen angereichert und mit PMA und Ionomycin aktiviert. Die
aus diesen T-Zellen isolierte Gesamt-RNA wurde revers transkribiert. Die RT-PCR ergab
ein cDNA-Amplifikat fiir das I6sliche Fas (sFas) in der erwarteten Gro3e von 290 bp und

ein fiir das 340 bp groBe transmembrane Fas (mFas). Als Kontrolle wurden auflerdem T-



Ergebnisse 52

Zell-angereicherte Milzzellen untersucht, die nicht mit PMA und lonomycin aktiviert
wurden. Sowohl die nicht aktivierten sFas transgene als auch die nicht aktivierten
normalen T-Zellen wiesen nur die mFas Bande auf. Die Integritét der untersuchten mRNA
wurde anhand einer spezifischen Amplifikation des Housekeeping-Gens B-Actin tliberpriift

(Daten nicht gezeigt).

mFas
sFas

M 1 2 3

Abbildung 14: mRNA-Expression von sFas in T-Zellen.

RT-PCR mit isolierter Gesamt-RNA aus angereicherten und aktivierten Milz T-Zellen vom DBA-Wildtyp (1)
und von sFas-transgener DBA-Maus (2) mit spezifischen Primern fiir Fas-Gen. RT-PCR ergab ein
spezifisches cDNA-Amplifikat von 290 bp fiir sFas (untere Bande) und 340 bp (obere Bande) fiir mFas. Zur
Kontrolle wurde eine Wasserprobe mitgefiihrt (3). Marker (M)= $X174 RF DNA/Haelll Fragments (72 —
1353 bp)

3.1.3 Expression von Fas auf Protein-Ebene

Nach der Untersuchung der sFas- und mFas-Expression auf der mRNA-Ebene wurde auf
der Proteinebene die Expression des Fas-Molekiils auf der Zelloberfliche mittels
Durchflusszytometer gemessen (Abbildung 15). Diese Analyse dient der Uberpriifung, ob
das sFas-Transgen einen Einfluss auf die Expression von mFas auf Thymus- und
Lymphknotenzellen in der transgenen sFas-Maus ausiibte. Dazu wurden frisch priparierte
Thymus- und Lymphknotenzellen mit FITC-konjugiertem Hamster anti-Fas Antikorper
markiert. Die Farbung mit der Hamster IgG2-Isotypkontrolle diente als Negativkontrolle.
Die Analyse zeigt, dass es in der Expression von mFas im Wildtyp und in der transgenen

sFas-Maus sowohl im Thymus als auch in den Lymphknoten keinen Unterschied gab. Die
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Fas-Expression in der lpr-Maus war wie erwartet gering. Der normalen Fas-Expression

wurde die verminderte Fas-Expression in B6-1pr/lpr gegeniibergestellt.

123
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Thymus Milz
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Abbildung 15: Durchflusszytometrische Analyse der Fas-Expression auf Zellen der Lymphorgane.

Markierung der Thymuszellen (links) und Milzzellen (rechts) von B6-wt (hell blau), B6-sFas (rot) und B6-
lpt/Ipr (griin) erfolgte mit monoklonalem Hamster anti-Fas Antikorper and einer IgG2 Isotypkontrolle als
Negativkontrolle (dunkel blau).

3.2 Phéanotyp der transgenen sFas-Mause und der mutanten Ipr-Mause

3.2.1 Bestimmung der Lymphozytenpopulationen

Die Reifung der T-Zellen erfolgt im Thymus, wo sie zunéchst eine positive und dann eine
negative Selektion durchmachen, um anschlieBend als naive T-Zellen den Thymus zu
verlassen (siehe Kapitel 1). In dieser Reifungsphase exprimieren die Thymozyten sowohl
den Korezeptor CD4 als auch den Korezeptor CDS8. Die Expression von Zelloberflachen-
Antigenen ldsst sich mittels durchflusszytometrischer Bestimmung (FACScan) ermitteln
(Abbildung 16). Dazu wurden frisch aufgearbeitete Zellen mit CD4- bzw. CDS-
Antikorpern angefirbt. Diese Zweiparameter-Analyse im FL1/FITC-CD4 und FL2/PE-
CDS8 Kanal zeigte, dass im Thymus 78% der analysierten Wildtyp-Zellen, 82% der
transgenen sFas-Zellen und 84% der lpr-Zellen doppeltpositiv waren. Die Ergebnisse

decken sich mit denen, die in der Literatur bereits beschrieben wurden (141).
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Abbildung 16: Analyse der CD4- und CD8-Expression auf Thymozyten.

Durchflusszytometrische Zweiparameteranalyse mittels FITC-CD4- und PE-CD8-Markierung von B6-
Wildtyp (links), von sFas-Transgen (Mitte) und lpr-Maus (rechts). Dargestellt sind die Ergebnisse aus einer
Messung. Die Konsistenz dieser Ergebnisse wurde durch Wiederholungsmessung iiberpriift.

Haben die gereiften naiven einfachpositiven T-Zellen den Thymus verlassen, so gelangen
diese durch die Blutbahn in die Lymphkonten (LN), wo sie in Kontakt mit den
antigenprisentierenden Zellen kommen. Uber die Lymphe gelangen sie zuriick in den
Blutkreislauf. Wie die Abbildung 17A zeigt, waren 40% der analysierten LN T-Zellen
CD4 positiv und 25% CDS8 positiv im Wildtyp. Die CD4/CD8-Verteilung des sFas-
Trangens betrug 39% zu 34%. Die Analyse bei lpr-Miusen ergab eine Verteilung von 11,3
% CD4 zu 2% CDS8 T-Zellen. Darliber hinaus kommt in erhohter Konzentration der
typische Phidnotyp der CD4 CD8 T-Zellen in LN der Ipr-Maus vor. Das CD4/CDS-
Verhéltnis beim Wildtyp sowie beim sFas-Transgen war mit 1,6 bzw. 1,1 fast gleich,
wohingegen es bei Ipr-Méusen mit 5,65 hoher als bei den obengenannten Genotypen war.

Bei der Zweiparameteranalyse mit den B-Zell-Markern CD45 und CD90 waren von den
gemessenen Lymphozyten des Wildtyps 24% CD45" und 64% CD90". In der transgenen
sFas-Maus waren von den untersuchten Zellen 23% CD45" und 74% CD90". Der
CD45°CD90"-Zell-Anteil in der lpr-Maus machte dagegen mit 67,3% die groBte
Zellpopulation aus (Abbildung 17). Die Messung dieser FACS-Analyse verdeutlicht, dass
das integrierte 16sliche Fas auf die Zellreifung und —differenzierung der T- und B-Zellen

keinen Einfluss hatte.
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Abbildung 17: Analyse der Zellpopulationen in Lymphknoten.

Markierung der T-Zellen mit FITC-konjugiertem CD4-Antikorper und PE-konjugiertem CD8-Antikdrper (A)
und der B-Zellen mit FITC-konjugiertem CD90-Antikdrper und PE-konjugiertem CD45-Antikorper (B) von
Wildtyp (links), sFas-Transgen (Mitte) und Ipr-Maus (rechts). Dargestellt sind die Ergebnisse aus einer
Messung. Die Konsistenz dieser Ergebnisse wurde durch Wiederholungsmessung iiberpriift. Daten teilweise
entnommen aus (183).

3.3 Funktionalitat von sFas

3.3.1 Einfluss von sFas auf den Fas-induzierten Zelltod

Cheng et al. haben gezeigt, dass losliches Fas (sFas) den Fas-induzierten Zelltod
blockieren kann (130). Um dies zu iiberpriifen, wurden transgene sFas-T-Zellen isoliert,
zur Produktion von sFas aktiviert und anschlieend mit anti-Fas Antikorper zur Apopotose
induziert. Dazu wurde zur Induktion des Fas-induzierten Zelltodes ein Hamster Hypridoma
Antikorper (Jo2) eingesetzt. Es wurde bereits gezeigt, dass der anti-Fas Antikorper Jo2 in
Fas-exprimierenden Zellen Apoptose auslost, aber nicht in Ipr-Zellen (99). Hierbei

verstarkt der Zusatz von Cycloheximid (einem Proteinsyntheseinhibitor) (99) oder von
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rekombinantem Protein G (unterstiitzt die Trimerisierung der Fas-Rezeptoren) die
Effizienz von Jo2. Wir untersuchten zundchst die Sensibilitdt der Thymozyten des sFas-
Transgens und des Wildtyps gegeniiber dem Fas-induzierten Zelltod (Abbildung 18A).
Dazu haben wir Thymozyten gewonnen und sie mit Jo2 in unterschiedlicher Konzentration
in Anwesentheit von Cycloheximid bei 37°C und 24 h inkubiert. Wie Abbildung 18A
zeigt, wirkte der Antikorper dosisabhingig. Bei beiden Phédnotypen konnte beobachtet
werden, dass der Anteil toter Zellen mit der Konzentration des anti-Fas Antikorpers steigt.
Jedoch konnte bei den Wildtypen bei allen drei Konzentrationen ein statistisch signifikant
hoéherer Anteil toter Thymozyten (p = 0,01 bzw. p = 0,006) beobachtet werden. Bei der
Antikorperkonzentration von 0,01 pg/ml betrug der Anteil toter Zellen beim Wildtyp 48%,
wihrend der beim sFas-Transgen 35% betrug. Mit einer Erhéhung der Konzentration auf 1
ug/ml nahm der Anteil toter Zellen beim Wildtyp bis zu 80% und beim Transgen bis zu
70% zu. Der spontane Tod (der Tod, der nicht durch anti-Fas Antikorper induziert wird)
wurde bei 28% der Wildtyp-Zellen und bei 32% der sFas-Zellen beobachtet.

Fiir die in vitro-Induktion vom Zelltod von peripheren T-Zellen durch anti-Fas Antikorper
wurden T-Zellen aus Lymphknoten und der Milz mittels der ,,Mouse T cell enrichment
Columns® angereichert. Zur Aktivierung der T-Zellen wurden diese mit Phorbol 12-
Myristat 13-Acetat (PMA) und Ionomycin stimuliert. Die in vitro-Stimulierung fiihrt zu
einer rapiden Transkription von Fas-Genen, IL-12 Genen sowie andere Genen. Nach der
Inkubationszeit von 24 h mit PMA und Ionomycin wurden den aktivierten T-Zellen anti-
Fas Antikorper unterschiedlicher Konzentration und Cycloheximid zugefiigt. Eine
Blockierung des Zelltodes durch das von aktivierten T-Zellen produzierte l6sliche Fas
konnte nicht beobachtet werden (Abbildung 18B). Jedoch konnte gemessen werden, dass
der Anteil toter transgener sFas-T-Zellen bei den anti-Fas Antikorper-Konzentrationen
von 0,2 und 2 pg/ml statistisch signifikant hoher ist als der Anteil toter Wildtyp-T-Zellen
(p = 0,009). Der Anteil der ,,spontan toten* Zellen war bei beiden Genotypen mit 63% (bei
der sFas-Maus) und mit 64% (beim Wildtyp) fast gleich.
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Abbildung 18: Einfluss von sFas auf den Fas-induzierten Zelltod

Durchflusszytometrische Messung zum Fas-induzierten Zelltod von Thymozyten (A) und aktivierten T-
Zellen (B) des B6-Wildtyps und der transgenen sFas-B6-Maus. Der Zelltod wurde durch Farbung mit
Propidiumiodid bestimmt. Die Messung wurde dreimal wiederholt. Dargestellt sind hier die Ergebnisse aus
einer Messung mit Dreifachbestimmung. Die Balken stellen den Mittelwert aus einer Dreifachbestimmung
und die Fehlerbalken die Standardabweichung dar. Die statistische Signifikanz wurde mit dem t-Test
bestimmt. Signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen sind gekennzeichnet mit * bei p < 0,05 und **
bei p <0,01.

3.3.2 Einfluss von sFas auf den Aktivierungs-induzierten Zelltod

Nach einer wiederholten antigenen Stimulierung unterliegen periphere aktive T-Zellen
einem Aktivierungs-induzierten Zelltod (91). Die Stimulierung von ,,long-term* aktivierten

T-Zellen durch den T-Zell-Rezeptor-(TCR)/CD3 Komplex induziert eine vermehrte Fas-L-
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Produktion, welche dann durch eine parakrine/autokrine Bindung an Fas den Apoptose-
Pathway aktiviert (140). Um zu untersuchen, ob sFas einen Einfluss auf den Aktivierungs-
induzierten Zelltod ausiibt, wurden Thymozyten und aktivierte T-Zellen mit anti-CD3
Antikorpern behandelt (Abbildung 19). Die Zellen wurden mit unterschiedlichen anti-CD3
Antikorper-Konzentrationen bei 37°C und 5% CO, 48 h inkubiert, wobei nach 24 h RT-

warmes RPMI-Medium zugegeben wurde.
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Abbildung 19: Einfluss von sFas auf den Aktivierungs-induzierten Zelltod

Durchflusszytometrische Messung zum Aktivierungs-induzierten Zelltod von Thymozyten (A) und
aktivierten T-Zellen (B) vom B6-Wildtyp und der transgenen sFas-B6-Maus. Der Zelltod wurde bestimmt
durch Fiarbung mit Propidiumiodid. Die Messung wurde dreimal wiederholt. Dargestellt sind hier die
Ergebnisse aus einer Messung mit Dreifachbestimmung. Die Balken stellen den Mittelwert aus einer
Dreifachbestimmung und die Fehlerbalken die Standardabweichung dar. Die statistische Signifikanz wurde
mit dem t-Test bestimmt. Signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen sind gekennzeichnet mit ** bei
p<0,01.
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Wie man der Abbildung 19A entnehmen kann, lag der Prozentsatz toter Thymozyten nach
der Inkubation mit dem anti-CD3 Antikorper verglichen mit anti-Fas Antikorper insgesamt
niedriger (zwischen 9% bis 20% bei der transgenen sFas-Maus und zwischen 19% bis 38%
bei dem Wildtyp). Der Anteil toter Zellen stieg zwar bei beiden Genotypen mit
zunehmender Konzentration von anti-CD3 Antikérpern an, jedoch war zu sehen, dass die
transgenen sFas-T-Zellen einen niedrigeren Anteil an toten Zellen aufwiesen. Dieses
Phinomen konnte man ebenso bei aktivierten T-Zellen beobachten (Abbildung 19B). Der
Aktivierungs-induzierte Zelltod traf die Wildtypen statistisch signifikant stirker als die
transgenen sFas-Maiuse (p = 0,01). Der Anteil toter Zellen des Wildtyps stieg mit der
Konzentration von anti-Fas Antikorper an, wihrend der der transgenen sFas-Maus mit
zunehmender Konzentration abnahm. Wéhrend 47% Thymozyten beider Genotypen
spontan starben (nicht mit Antikdrper induziert), konnte bei den aktivierten T-Zellen 28%
(Wildtyp) bzw. 63% (sFas-Maus) tote Zellen, die spontan gestorben waren, beobachtet

werden.

3.3.3 Einfluss von sFas auf die naiven T-Zellen und Gedachtniszellen nach
Behandlung mit anti-Fas Antikorper

Das periphere T-Zell-Repertoire ist sehr heterogen, es existieren verschiedene T-Zell-
Subpopulationen mit unterschiedlichen Phénotypen und Funktionen. Um die Verteilung
der Subpopulationen (naive T-Zellen und Gedéchtniszellen) unter den aktivierten T-Zellen
zu bestimmen, wurden die T-Zellen zundchst mit PMA/lonomycin stimuliert und mit
CD44-/CD62L-Antikorper (-AK) sowie mit CD4-/CD8-AK mittels FACS-Analyse
phénotypisiert. Den grof3ten Anteil machten die aktivierten T-Zellen (CD44"e"CDeE2LMER)
aus. Der Wildtyp wies einen Anteil von 63% auf, dhnlich hoch war der prozentuale Anteil
bei der sFas-Maus mit 56% (Abbildung 20A, unten). Die Gedéchtniszellen
(CD44""CD62L"Y) waren mit 26% beim Wildtyp und mit 30% bei der sFas-Maus
vertreten. Der Anteil an naiven T-Zellen betrug 3% bzw. 6%. Nach einer 24-stiindigen
Inkubation mit anti-Fas-AK sank der prozentuale Anteil an CD44 CD62L"-Zellen beim
Wildtyp auf 23% und bei der sFas-Maus auf 18%.
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Abbildung 20: Verteilung der Gedéachtniszellen vor und nach Behandlung mit anti-Fas Antikérper

Ch4
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Durchflusszytometrische Messung zur Verteilung von Gedichtniszellen (CD44"¢"CD62L'Y), naiven T-
Zellen (CD62L"") und aktivierten T-Zellen (CD44"$"CD62L"¢") sowie CD4/CD8 T-Zellen von B6-Wildtyp
und sFas-B6-Maus. Die angereicherten T-Zellen wurden mit PMA/Ionomycin aktiviert und (A) vor und (B)
nach Inkubation mit anti-Fas Antikdrper mit FITC-markiertem CD44- bzw. CD4-Antikdrper und PE-
markiertem CD62L- bzw. CD8-Antikdrper gemessen.
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Dagegen nahm der Anteil an CD44"-Zellen beim Wildtyp von 26% auf 67% und bei der
sFas-Maus von 30% auf 70% zu (Abbildung 20B, unten). Die Inkubation mit anti-Fas-Ak
hatte keinen Einfluss auf das Verhéltnis der CD4- /CD8-T-Zellen (Abbildung 20A und B,

jeweils oben).

3.3.4 Einfluss von sFas auf die Zytotoxizitat
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Abbildung 21:Einfluss von sFas auf die Zytotoxizitat

Messung der Zytotoxizitdt von transgenen sFas-Zellen (Raute) und normalen Zellen (Dreieck). Effektorzellen
(sFas-B6-Maus) und Targetzellen (Balb/c) wurden zu unterschiedlichen Verhéltnissen 4 h inkubiert. Die
Inkubation erfolgte ohne (A) und mit (B) Zusatz von PMA/lonomycin. Die Zytotoxizitdt wurde unter
Verwendung eines Lactat-Dehydrogenase-Aktivitdt-Assays (Non-Radioactive Cytotoxcicity Assay von
Promega) bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte (n=3) in Prozent und ihre Standardabweichung. Die
statistische Signifikanz wurde mit dem t-Test bestimmt. Signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen
sind gekennzeichnet mit * bei p < 0,05, ** bei p < 0,01 und *** bei p < 0,001.
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Zur Bestimmung der Zytotoxizitit wurde die Farbreaktion mittels im Zelliiberstand
angereicherter Lactatdehydrogenase (LDH) photometrisch bei einer Wellenldnge von 490
nm gemessen. Die LDH-Freisetzung wurde nach vierstiindiger Inkubation von
Effektorzellen der sFas-B6-Maus (H-2") mit Targetzellen der Balb/c-Maus (H-2%
bestimmt. Als Positivkontrolle diente die Behandlung der Targetzellen mit Triton X-100.

Zur Bestimmung der zytotoxischen Aktivitidt der sFas-exprimierenden T-Zellen wurden
Ansdtze verschiedener Effektor:Target-Verhéltnisse eingesetzt, wobei die Zahl der
Targetzellen konstant blieb, wihrend die der Effektorzellen abnahm. Die Skala reichte von
einem Target:Effektor-Verhidltnis von 1:10 bis 1:0,03. Die maximale LDH-Freisetzung
erreichten die Zellen beider Haplotypen bei einem Target:Effektor-Verhiltnis von 1:5 bis
1:1,25 und nahm in beiden Richtungen ab. Abbildung 21A zeigt, dass die Zytotoxizitét der
transgenen sFas-T-Zellen bei allen Target:Effektor-Verhdltnissen hoher ist als bei den
normalen Zellen. Die zytotoxische Aktivitdt der transgenen sFas-T-Zellen war in ihrem
Maximum der LDH-Freisetzung (bei Verhéltnis 1:2,5) statistisch signifikant hoher als bei
den normalen T-Zellen. Eine zusdtzliche Aktivierung mit PMA/lonomycin wihrend der
vierstiindigen Inkubation der Target- mit Effektorzellen fiihrte bei den sFas-T-Zellen zu
einer Zunahme der Zytotoxizitdt von 51% auf 62% bei einem Verhiltnis von 1:2,5. Ein
starker Anstieg der Zytotoxizitdt ist ebenso bei allen Verhiltnissen bei den normalen
Zellen zu beobachten. Die Zunahme bei den transgenen sFas-Zellen zu entsprechenden

Verhiltnissen fiel dagegen geringer aus (Abbildung 21B).

3.4 Kollagen-induzierte Arthritis der Maus

3.4.1 Verlauf der Kollagen-induzierten Arthritis

Um den Einfluss von sFas und Fas auf die Suszeptibilitit, eine Kollagen-induzierte
Arthritis zu entwickeln, zu untersuchen, wurden normale DBA/1J Miuse und solche mit
dem sFas-Trangen bzw. mit einer Fas-Mutation (Ipr) im Alter von 8-10 Wochen mit
Rinderkollagen II, wie unter 2.7.5. beschrieben, immunisiert. Die Immunisierung mit
xenogenem verglichen mit autologem Kollagen II induziert einen fritheren Beginn der
Arthritis sowie eine schwerere Erkrankung. Dariiber hinaus 16st das xenogene Kollagen II

sowohl bei maénnlichen als auch bei weiblichen Méiusen Arthritis aus, wihrend die
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Immunisierung mit autologem Kollagen II nur bei méannlichen Maiusen Arthritis
auszulosen vermag (35). Die Kontrolle der Mause fand nach der Immunisierung und
dreimal in der Woche nach Beginn der Erkrankung statt. Die Einteilung der Schwere der

Erkrankung wurde wie unter Abschnitt 2.7.5. beschrieben durchgefiihrt.

Tabelle 7: Zusammenfassung der drei CIA-Experimente der sFas-DBA/1J-Mé&use und der DBA/1J-
Wildtypen.

Geschlecht Mausstamm Anzahl |Inzidenz (%)' |Durchschnitt- Krankheits-
der licher Score am | beginn®
Mause Tag 63°
Minnchen + | DBA-Wildtyp |46 63 (29/46) 3+0,52 41,3+£9
Weibchen sFas-DBA 53 62 (33/53) 2,5+0,48 42410
Minnchen DBA-Wildtyp |26 73 (19/26) 3,8+0,69 41197
sFas-DBA 32 72 (23/32) 34+0,7 39,7+£9,3
Weibchen DBA-Wildtyp |20 50 (10/20) 1,95+0,72 43,7+11,7
sFas-DBA 21 47,6 (10/21) 1,14 £0,43 47,6 £9,5

! Anzahl der erkrankten Miuse dividiert durch die Gesamtzahl der Miuse

* Score der erkrankten Miuse dividiert durch die Zahl aller Mause am Tag 63 + Standardfehler

’ Tag des Krankheitsbeginns der erkrankten Mause dividiert durch die Zahl der erkrankten Méuse +
Standardabweichung

Es wurden drei unabhingige Experimente zum Einfluss von sFas-Transgen auf die CIA
durchgefiihrt, die zur Auswertung gepoolt wurden. Die Zusammenfassung dieser drei
Experimente sowie die geschlechtlich getrennte Analyse sind in der Tabelle 7 dargestellt.
Es konnte weder hinsichtlich der Inzidenz noch hinsichtlich des Krankheitsbeginns
Unterschiede zwischen den zwei Genotypen beider Geschlechter festgestellt werden. Der
klinische Verlauf der CIA bei den transgenen sFas-Miusen war dhnlich wie der
Krankheitsverlauf der normalen Méuse (Abbildung 22A). Da Ménnchen und Weibchen
eine unterschiedliche Ausprigung der Symptome in der CIA aufweisen, wurden diese
getrennt betrachtet. Die ménnlichen DBA/1J-Wildtypen und die ménnlichen sFas-DBA/1J-
Mause zeigten einen dhnlichen Krankheitsverlauf (Abbildung 22B), ebenso unterschieden
sich Inzidenz (durchschnittlich 72,5%) und Krankheitsbeginn (durchschnittlich 40. Tag)
nur geringfiigig (Tabelle 7).
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Abbildung 22: Darstellung des Arthritis-Index der sFas- und normalen DBA/1J-Mause als Funktion

der Zeit

Krankheitsverlauf der CIA bei den sFas-DBA/1J-Miusen (Raute, n=53, [Mannchen: n=32, Weibchen: n=
21]) und normalen DBA/1J-Midusen (Dreieck, n=46, [Ménnchen: n=26, Weibchen: n=20]). Der Arthritis-
Index errechnet sich aus dem Durchschnitt der Schweregrade aus einer Gruppe, wobei alle Miuse beider
Geschlechter (A), nur minnliche Méuse (B) und nur weibliche Miause (C) beriicksichtigt wurden. Der
Fehlerbalken stellt den Standardfehler dar. Die statistische Signifikanz wurde mit dem Mann-Whitney-U-
Test bestimmt.
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Unter den weiblichen Tieren war der klinische Verlauf der CIA bei den transgenen sFas-
Maiusen im Vergleich zu den normalen Méusen milder, wenn der Unterschied auch keine
statistische Signifikanz erlangte (Abbildung 22C). In der Inzidenz mit durchschnittlichen
49% und im Krankheitsausbruch am 45. Tag konnten ebenfalls keine Unterschiede

ausgemacht werden (Tabelle 7).

Tabelle 8: Zusammenfassung der drei CIA-Experimente der DBA/1J-Ipr/lpr-Mause und DBA/1J-
Ipr/+-Méause.

Geschlecht Mausstamm Anzahl |Inzidenz Durchschnitt- Krank-
der (%)* licher Score am | heits-
Méuse Tag 63° beginn®
Minnchen + | DBA1/J-1pr/+ 33 73 (24/33)  |4,9+0,7 * 43+123
Weibchen DBAL/J-lpt/lpr |34 56 (19/34) [2,9+0,7 437417
Mainnchen DBAT1/J-lpr/+ 24 70 (17/24) 14,8 +£0,9 41+12
DBAL1/J-lpr/lpr |25 60 (15/25)) (2,9+0,8 43 +£17
Weibchen DBAl/J-lpr/+ |9 77 (7/9) ** [53+1,9 3845
DBA1/J-Ipt/lpr |9 44 (4/9) 28+14 41+7

! Anzahl der erkrankten Miuse dividiert durch die Gesamtzahl der Miuse.

% Score der erkrankten Miuse dividiert durch die Zahl aller Mause am Tag 63 + Standardfehler.

3 Tag des Krankheitsbeginns der erkrankten Miuse dividiert durch die Zahl der erkrankten Miuse +
Standardabweichung.

* Die statistische Signifikanz wurde mit dem y’-Test bestimmt. Signifikante Unterschiede zwischen beiden
Gruppen sind gekennzeichnet mit * bei p < 0,05.

> Die statistische Signifikanz wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test bestimmt. Signifikante Unterschiede
zwischen beiden Gruppen sind gekennzeichnet mit * bei p < 0,05.

Abbildung 23 zeigt die Krankheitsverldufe der CIA bei den homozygoten DBA-Ipr/lpr
Maiusen im Vergleich zu den heterozygoten DBA-Ipr/+ Méusen, die aus drei unabhingigen
Experimenten zusammengefasst wurden. Tabelle 8 dokumentiert zusammenfassend die
Anzahl der Méuse in den Experimenten, die Indizidenz, den Krankheitsbeginn sowie den
durchschnittlichen Score am Tag 63. Abbildung 23A macht deutlich, dass der
Krankheitsverlauf der CIA bei den homozygoten DBA-Ipr/lpr Mdusen beider Geschlechter
im Vergleich zu den heterozygoten DBA-Ipr/+ Maiusen ebenfalls beider Geschlechter
milder war. Die statistische Signifikanz wurde ab dem 50. Tag erreicht. Bei beiden

Genotypen traten die ersten klinischen Symptome fast zeitgleich auf.
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Abbildung 23: Darstellung des Arthritis-Index der DBA/1J-Ipr/lpr-Mause und DBA/1J-Ipr/+-Mause
als Funktion der Zeit

Krankheitsverlauf der DBA/1J-1pr/lpr Méuse (Kreise, n=34, [Ménnchen: n=25, Weibchen: n=9]) und ihren
heterozygoten Kontrollen (Quadrate, n=33, [Ménnchen: n=24, Weibchen: n=9]) von beiden Geschlechtern
(A, ), nur von Méannchen (B) und Weibchen (C). Der Arthritis-Index errechnete sich aus dem Durchschnitt
der Schweregrade aus einer Gruppe, dabei wurden alle Miuse beriicksichtigt. Fehlerbalken stellen den
Standardfehler dar. Die statistische Signifikanz wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test bestimmt.
Signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen sind gekennzeichnet mit * bei p < 0,05. Daten teilweise
entnommen aus (142).
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Jedoch war die Inzidenz bei den homozygoten Méusen mit 56% niedriger als bei den
heterozygoten Mausen mit 73% (Tabelle 8).

Trennt man bei der Analyse die Geschlechter voneinder, so zeigten sich sowohl die
homozygoten ménnlichen Fas-Mutanten, als auch die homozygoten weiblichen Fas-
Mutanten weniger suszeptibel gegeniiber CIA (Abbildung 23B, C). Ebenfalls war die
Inzidenz bei den homozygoten Mausen niedriger als bei den heterozygoten Mausen, wobei
der Unterschied bei den Weibchen statistisch sigifikant war (Tabelle 8). Der
durchschnittliche Score, beispielsweise am Tag 63, war bei den homozygoten Tieren mit

2,9 statistisch signifikant niedriger als bei den heterozygoten Tieren mit 4,9 (Tabelle 8).

3.4.2 Histopathologische Bewertung der Kollagen-induzierten Arthritis

Um zu iberpriifen, ob die klinischen Beobachtungen mit der Histologie von CIA
tibereinstimmen, wurde eine pathohistologische Untersuchung an den Gelenken von
Maiusen mit den klinischen Schweregraden von 0 bis 3 durchgefiihrt. Abbildung 24 zeigt
die Histologie am Beispiel der heterozygoten und homozygoten Ipr-Maus im Stadium 0
und 3. Im Stadium 0 wies das Gelenk beider Genotypen ein histologisch unauffalliges Bild
auf (Abbildung 24A, C). Bei fortgeschrittener Erkrankung (Stadium 3) kam es bei der
DBA-Ipr/lpr Maus zur synovialen Hyperplasie und somit zur Bildung einer synovialen
Deckschicht (Abbildung 24B). Die histopathologische Untersuchung des Gelenks der
heterozygoten Maus im Stadium 3 zeigte neben der synovialen Hyperplasie eine
Pannusbildung. Dariiber hinaus waren eine schwere Entziindung und Erosionen, die zu
Knorpel- und Knochenzerstérungen fiihrten, sichtbar (Abbildung 24D). Die Histologie
zeigte einerseits, dass die Entwicklung der Kollagen-induzierten Arthritis in beiden
Genotypen klinisch gleich verlaufen war, und sie die typischen Zeichen der CIA
aufwiesen, aber andererseits, dass das Gelenk der heterozygoten Maus im Stadium 3

histopathologisch eine schwerere Entziindung als bei der homozygoten Maus aufwies.
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Abbildung 24: Histopathologische Darstellung der Mauspfoten

Histopathologie der Mauspfoten der DBA-lpr/lpr Maus (A,B) und der DBA-Ipr/+ Maus (C,D) mit dem
Schweregrad 0 (A,C) und 3 (B,D). Abkiirzungen: Kn = Knochen, K = Knorpel, SD = Synoviale Deckschicht,
P = Pannus. VergroBerung x200. Daten teilweise entnommen aus (142).
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3.4.3 Kollagen ll-spezifische T-Zellantwort
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Abbildung 25: Kollagen I1-spezifische T-Zellantwort der DBA/1J-Ipr/lpr Méause und der
Kontrollmause

Messung der T-Zellantwort auf Rinderkollagen II bei DBA-Ipr/lpr (n=3, weiss) und DBA-Wildtypt (n=3,
schwarz). T-Zellen wurden mit 1 pg/ml, 10 pg/ml und 100 pg/ml Rinderkollagen II stimuliert. (A) Die
Proliferation wurde mittels *H-Thymidin-Einbau ermittelt (B). Die IFN-y Konzentration im Uberstand wurde
mittels ELISA (Cytoscreen Immunoassay Kit, Biosource, Camarillo, CA) gemessen. Die Séulen prasentieren
den Mittelwert aus einer Dreifachbestimmung und die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. Die
statistische Signifikanz wurde mit dem t-Test bestimmt. Signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen
sind gekennzeichnet mit * bei p < 0,05 und ** bei p < 0,01. Daten entnommen aus (183).

Um zu untersuchen, ob die niedrigere Inzidenz bzw. der niedrigere Arthritis-Index bei den
DBA/1J-Ipt/lpr Mausen auf eine mangelnde Immunantwort auf Kollagen I
zuriickzufiihren ist, wurde die T-Zellantwort auf Rinderkollagen II untersucht. Dazu wurde
die DNA-Synthese als Parameter fiir die proliferative Aktivitit (Abbildung 25A) und die
Zytokinfreisetzung von T-Zellen (Abbildung 25B) als Antwort auf Rinderkollagen II
gemessen. Die Proliferation der T-Zellen wurde mittels ["H]-Thymidin-Einbau gemessen.

Dazu wurden 8 Wochen alte Miuse mit Rinderkollagen II, emulgiert mit KFA,



Ergebnisse 70

immunisiert. Nach 7 Tagen wurden die Lymphknoten prépariert, nach Abschnitt 2.9.2.
aufgearbeitet, und die Lymphknoten-Zellen mit Kollagen II unterschiedlicher

Konzentrationen (1, 10 und 100 pg/ul) stimuliert.
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Abbildung 26: Kollagen I1-spezifische T-Zellantwort der sFas-Mé&use und der Kontrollmé&use

Messung der T-Zellantwort auf Rinderkollagen II bei transgenen sFas-DBA/1J Méausen (n=3, weiss) und
DBA/1J Wildtyp (n=3, schwarz). T-Zellen wurden mit 0,5 pg/ml, 5 pg/ml und 50 pg/ml RinderKollagen II
stimuliert. (A) Die Proliferation wurde mittels *H-Thymidin Einbau ermittelt (B) Die IFN-y Konzentration im
Uberstand wurde mittels ELISA (Cytoscreen Immunoassay Kit, Biosource, Camarillo, CA) gemessen. Die
Sdulen présentieren den Mittelwert aus einer Dreifachbestimmung und die Fehlerbalken stellen die
Standardabweichung dar. Die statistische Signifikanz ~wurde mit dem t-Test bestimmt. Signifikante
Unterschiede zwischen zwei Gruppen sind gekennzeichnet mit * bei p < 0,05 und ** bei p < 0,01.

Die Messung der Proliferation erfolgte nach Abschnitt 2.10.2.1. Abbildung 25 macht
deutlich, dass die T-Zellen der homozygoten DBA/1J-lpr/lpr Maus sehr stark auf das
Kollagen II reagierten. Die proliferative Aktivitit ist doppelt so hoch ist wie die der T-
Zellen der Wildtyp-Maus. Bei der Stimulierung mit 100 pg/ml ist der Unterschied
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statistisch signifikant (p < 0,05), bei der Konzentration von 10 pg/ml und 1 pg/ml konnte
ebenfalls ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen beobachtet
werden (p < 0,01). Die Stirke der Antwort nahm bei beiden Gruppen mit der Zunahme der
Konzentration des Antigens zu. Die erhohte Immunantwort spiegelt sich auch in der IFN-y
Freisetzung wider. Die T-Zellen der homozygoten DBA-lpr/lpr Maus produzierten mehr
als das Zweifache an IFN-y als die T-Zellen des Wildtyps. Auch hier fiihrte eine erhdhte
Konzentration an Antigen zur Zunahme der Zytokinmenge im Uberstand. Der Unterschied
war bei allen Konzentrationen statistisch signifikant.

Die transgenen sFas-T-Zellen zeigten ebenfalls eine signifikant hohere Immunantwort als
der Wildtyp (Abbildung 26). Bei einer Konzentration von 50 pg/ml Kollagen II konnten
bei den Zellen der sFas-Maus 71298 cpm im Vergeich zu 9367 cpm bei den Zellen des
Wildtyps gemesssen werden. Bei der Stimulation mit 5 pg/ml Kollagen II ist die DNA-
Synthese ebenso hoher als beim Wildtyp. Die starke Aktivitidt der transgenen sFas-T-
Zellen spiegelte sich auch in der IFN-y-Freisetzung wider. Auch hierbei zeigte sich eine
signifikant hohere Zytokinfreisetzung bei transgenen sFas-T-Zellen als bei den T-Zellen

der Wildtypen in allen Kollagen II-Konzentrationen

3.4.4 Antigen-spezifische B-Zellantwort

Um zu testen, ob der mildere Verlauf der Erkrankung auf die fehlende B-Zellantwort
zuriickzufiihren war, wurden die Kollagen Il-spezifische IgG Antikorper mittels ELISA
bestimmt. Am Tag vor der Immunisierung, sowie am Tag des Krankheitsbeginns und in
der chronischen Erkrankungsphase wurde den Maéusen am Schwanzende Blut
abgenommen. Das Serum wurde dann mittels Zentrifugation vom Plasma getrennt und
abgenommen.

Das Ergebnis fiir Tag 0 =zeigt, dass der Kollagen II-spezifische IgG-Spiegel bei
homozygoten lpr-Miausen statistisch signifikant hoher (p < 0,05) war als bei den
heterozygoten Méusen, was die Ergebnisse fritherer Untersuchungen bestétigt (143). Es
konnte zwar bei allen Genotypen beobachtet werden, dass der Kollagen II-spezifische
Antikorper im Verlauf der Erkrankung (Krankheitsbeginn und chronische Phase) anstieg,
jedoch war kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen zu den beiden

Untersuchungszeitpunkten zu verzeichnen (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Kollagen Il-spezifische B-Zellantwort der Ipr-Méause und der Kontrollméause

Titer der Kollagen II-spezifischen IgG Antikorper im Serum der homozygoten DBA/1J-1pr/lpr Miuse (n=15)
und heterozygoten DBA/1J-lpr/+ Kontrollméuse (n=11) vor der Immunisierung (Tag 0), am Tag 20 und am
Tag 47 nach der Immunisierung mit Rinderkollagen II. Die statistische Signifikanz wurde mit dem t-Test
bestimmt. Signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen sind gekennzeichnet mit * bei p < 0,05. Daten
entnommen aus (183).

Zur Messung der B-Zell-Immunantwort bei transgenen sFas-Méusen, wurden die Miuse
mit Ovalbumin immunisiert und an den folgenden Tagen Blut abgenommen: Tag 0, Tag 21
und 35 nach Immunisierung. Es war ein Anstieg des Ovalbumin-spezifischen Antikorpers
IgG nach Immunisierung in beiden Gruppen ersichtlich, jedoch verlief der Anstieg in
beiden Gruppen dhnlich. Ein Unterschied war zwischen den beiden Gruppen nicht

ersichtlich (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Ovalbumin-spezifische B-Zellantwort der sFas-Mause und der Kontrollmause

Titer der Ovalbumin-spezifischen IgG Antikorper im Serum der transgenen sFas-DBA/1J Méuse (n=10) und
der Kontrollmduse (n=10) vor der Immunisierung (Tag 0), am Tag 25 und am Tag 35 nach der
Immunisierung mit Ovalbumin.

3.5 Lokaler Einfluss von Fas

3.5.1 Einfluss von Fas auf die Zytokin-Expression im Mausgelenk

TNF-a, IL-6 und IL-18 gehéren zu den pathogenetisch relevanten Zytokinen und sind
wichtige Indikatoren fiir Entziindungsprozesse. Dabei spielt IL-18 eine wichtige Rolle in
der Gewebszerstorung im Gelenk, wahrend TNF-a an der Zellinfiltration beteiligt ist. Die
Freisetzung von IL-6 erfolgt durch mononukledre Phagozyten nach Stimulierung u.a. durch
IL-1B (siehe Kapitel 1).

Die Zytokinexpression in den Mausgelenken wurde untersucht. Dafiir wurden die
Mausgelenke von den homozygoten DBA/1J-Ipr/lpr-Méusen und ihren Kontrollen zum
Zeitpunkt des ersten Auftretens von klinischen Symptomen (4-7 Wochen nach
Immunisierung) und zum Zeitpunkt der chronischen Erkrankung (10-12 Wochen nach

Immunisierung) untersucht.



Ergebnisse 74

S 45000 5
Z 40000 S 14000 + Sxk
o 35000 T < 12000 1
© 30000 = 10000 1
2 %]
© = 25000 J 8 o 8000
==
—1 20000 Q
G 15000 X = %
w 4000 -
2 10000 ©
S 5000 = 2000 1
< = ——
0 o 0 ‘
o DBAdpiipr DBAWt 4 DBA-lpr/Ipr DBA-wt
S 5000 **
> 40000
o
o 3000 (
@ 30000
(2]
© 5 200 J
1 20000
L 15000
2 10000
© 0
@
DBA-Ipr/lpr DBA-wt

Abbildung 29: Zytokin-Expression in Mauspfoten am Krankheitsbeginn

Darstellung der relativen mRNA-Expression von TNF-a. (A), IL-6 (B) und IL-18 (C) in CIA-Mauspfoten von
homozygoten DBA-Ipr/lpr-Méusen (n=19) und DBA-Wildtypen (-wt, n=15) am Krankheitsbeginn. Die
Balken représentieren den Mittelwert und die Fehlerbalken den Standardfehler. Die statistische Signifikanz
wurde mit dem Mann-Whitney U-Test bestimmt. Signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen sind
gekennzeichnet mit ** bei p < 0,01 und *** bei p < 0,001. Daten entnommen aus (142, 183).
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Abbildung 30: Zytokin-Expression in Mauspfoten in der chronischen Erkrankungsphase

Darstellung der relativen mRNA-Expression von TNF-a (A) und IL-6 (B) in CIA-Mauspfoten von
homozygoten DBA-Ipr/lpr-Méiusen (n=9) und DBA-Wildtypen (-wt, n=10) in der chronischen
Erkrankungsphase. Die Balken représentieren den Mittelwert und die Fehlerbalken den Standardfehler. Die
statistische Signifikanz wurde mit dem Mann-Whitney U-Test bestimmt. Daten entnommen aus (183).

Die Messung erfolgte wie unter Abschnitt 2.11.4 beschrieben mittels Real-Time PCR. Zum

Zeitpunkt des Krankheitsbeginns konnte eine erhohte Expression aller drei untersuchten
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Zytokine (TNF-o, IL-6 und IL-1B) in den homozygoten Mauspfoten verglichen mit den
Kontrollpfoten nachgewiesen werden (Abbildung 29A, B, C). Der Unterschied war
statistisch signifikant (p < 0,01 und p < 0,001). Die RNA-Expression der CIA-relevanten
Zytokinen in den homozygoten Ipr-M&usen war dabei mehr als doppelt so hoch wie die der
Kontrollmiuse.

In der chronischen Phase der Erkrankung, also 10 -12 Wochen nach der Immunisierung,
konnte eine gleich erhohte Expression von TNF-o und IL-6 in beiden Genotypen

nachgewiesen werden (Abbildung 30A, B).

3.5.2 Einfluss von anti-Fas Antikdrper auf den Zelltod von NIH3T3-
Fibroblasten

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, sind im Synovium neben vielen mononukledren
Zellen insbesondere die lokalen Synoviozyten wie z.B. die fibroblasten- und
makrophagenihnlichen Synoviozyten in der Pathogenese von CIA involviert. Da im
Synovium eine sehr heterogene Zellpopulation vorliegt, bedarf es der selektiven

Betrachtung von bestimmten Zellen.
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Abbildung 31: Anti-Fas Antikdrper-induzierter Zelltod von NIH3T3-Fibroblasten

Durchflusszytometrische Messung des Zelltodes durch Férbung mit Propidiumiodid von NIH3T3-
Fibroblasten ohne Behandlung (Kulturmedium) und nach Behandlung mit 0,05 pg anti-Fas Antikoérper/ml
und mit/ohne 1 pg Protein G. Die Sdulen stellen den Mittelwert einer Dreifachbestimmung dar, die
Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung. Die statistische Signifikanz wurde mit dem t-Test
bestimmt. Signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen sind gekennzeichnet mit ** bei p < 0,01. Daten
entnommen aus (183).
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Hinweise auf die kritische Rolle von synovialen Fibroblasten in RA wurden hierfiir
weiterverfolgt. Dabei wurde die Zell-Linie der Mausfibroblasten NIH3T3 fiir weitere
Untersuchungen verwendet. Es sollte der Einfluss von Fas auf die Aktivitit der
Fibroblasten untersucht werden. Die Expression von Fas in NIH3T3-Fibroblasten wurde
mittels einer Reverse-Transkriptase PCR untersucht, und es konnte eine Bande von 340 bp
in der Elektrophorese nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). NIH3T3-Fibroblasten
wurden 24 h bei 37°C mit 0,05 pg anti-Fas Antikorper (Jo2)/ml und ein Teil zusétzlich mit
1 pg Protein G inkubiert. Der Zelltod wurde mittels Propidiumiodid-Firbung im
Durchflusszytometer gemessen. Die Inkubation mit anti-Fas Antikorper fithrte zu einem
verringerten Anteil toter Zellen um fast 25%, von 45% auf 20%. Der durch anti-Fas und

Protein G herbeigefiihrte Zelltod traf 30% der Zellen (Abbildung 31).

3.5.3 Einfluss von anti-Fas Antikorper auf die Zytokin-Expression der
NIH3T3-Fibroblasten

Um zu untersuchen, ob Fas eine aktivierende Wirkung auf die NIH3T3-Fibroblasten
ausiibte, wurden die Fibroblasten wie im Abschnitt 3.5.2 beschrieben mit Jo2 bzw. mit Jo2
und Protein G kokultiviert und die RNA-Expression der CIA-relevanten Zytokine TNF-a
und IL-6 bestimmt. Die Zytokinexpression wurde mittels Real-Time PCR gemessen. Die
Ergebnisse unterstreichen den aktivierenden Einfluss von Fas auf die NIH3T3-
Fibroblasten. Der anti-Fas Antikorper bewirkte eine Erhéhung der TNF-o- und IL-6-
Expression um fast das Doppelte. Die Zytokinexpression in den NIH3T3-Fibroblasten
nach der Inkubation mit anti-Fas Antikorper und Protein G war der Expression der

NIH3T3-Fibroblasten ohne Behandlung dhnlich (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Relative Expression von TNF-a und IL-6 der NIH3T3-Fibroblasten nach Stimulierung
mit anti-Fas Antikdrper

Darstellung der relativen Expression von TNF-a (A) und IL-6 (B) in NIH3T3-Fibroblasten. Die Fibroblasten
wurden 24 h mit 0,05 pg anti-Fas AK/ml und mit/ohne 1 pg Protein G bei 37°C stimuliert. Die Séulen stellen
den Mittelwert einer Dreifachbestimmung dar, die Fehlerbalken reprisentieren die Standardabweichung. Die
statistische Signifikanz wurde mit dem t-Test bestimmt. Signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen
sind gekennzeichnet mit * bei p < 0,05. Daten entnommen aus (183).
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4 DISKUSSION

4.1 Transgene T-Zell-spezifische sFas-Maus

Um die Rolle von I6slischem Fas (sFas) zu untersuchen, wurde eine transgene T-Zell-
spezifische sFas-Maus erzeugt. Das DNA-Fragment, welches das sFas codiert, wurde unter
der Kontrolle des Ick-Promotors kloniert. Das Gen fiir Ick codiert die Tyrosinkinase, p561Ck,
ein Mitglied der src-Familie. Lck ist assoziiert mit dem cytoplasmatischem Teil des TCRs.
Es ist wihrend der ganzen Lymphozyten-Entwicklung sowie in reifen T-Zellen exprimiert.
Eine Stimulierung iiber den TCR-CD3 fiihrt zur gesteigerten Aktivitit der Tyrosinkinase
p56'*, die die Aktivierung von reifen T-Zellen auslost. Um zu zeigen, dass das 16sliche Fas
erst nach einem Aktivierungssignal exprimiert wird, stimulierten wir in einem in vitro-
Versuch T-Zell angereicherte Milzzellen mit Phorbolmyristatacetat (PMA) und dem
Kalziumionophor Ionomycin. Phorbolester aktiviert dabei auf direktem Weg die Protein
Kinase C. Seine Wirkung wird gesteigert durch den Zusatz von lonomycin, da eine
vollstdndige Aktivierung erst durch die physiologische Kalziumkonzentration erreicht wird
(144). Es konnte gezeigt werden, dass die Stimulierung mit PMA und Ionomycin
erfolgreich war, da auf der RNA-Ebene neben der Bande mit einer GroB3e von 340 bp eine
zweite kleinere Bande von 290 bp bei den stimulierten sFas-transgenen T-Zellen zu sehen
war. Der Nachweis fiir die sFas-Expression auf Protein-Ebene wurde mittels Western Blot
erbracht (Daten nicht gezeigt). Die durchflusszytometrische Messung zeigte, dass die Fas-
Expression in der transgenen sFas-Maus intakt war. Die oben genannten Ergebnisse
belegen, dass das sFas-Transgen auf die Expression des transmembranenen Fas-Rezeptors

auf Thymozyten sowie auf die Lymphozytenpopulation (CD4/CD8) keinen Einfluss hatte.

Im Einklang mit den Ergebnissen von Cheng et al. (130), konnte die protektive Wirkung
von sFas auf den Fas-vermittelten Zelltod in Thymozyten nachgewiesen werden
(Abbildung 18A). Thymozyten kommen je nach Reifestadium als DP (doppeltpositive)
und SP (einfachpositive) Zellen vor (145). Die potentielle Zytotoxizitit des anti-Fas
Antikorpers (Jo2) gegen Thymozyten konnte von Wu et al. (146) nachgewiesen werden.
Jedoch scheinen die DP und SP Thymozyten unterschiedliche Suszeptibilitit gegeniiber
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Jo2 aufzuweisen. Wihrend die DP Thymozyten anti-Fas sensitiv waren, zeigten die SP
Thymozyten eine Resistenz gegeniiber dem anti-Fas Antikorper. Dieser Unterschied war
nicht auf die unterschiedliche Fas-Dichte zuriickzufiihren, da sich die Fas-Expression
zwischen den beiden Zellpopulationen nicht unterschieden. Diese selektive Apoptose von
DN T-Zellen durch Jo2 konnte auch von der Arbeitsgruppe von Ogasawara et al.
nachgewiesen werden (99). Andererseits zeigte die Messung von Drappa et al., dass die
hochste Fas-Expression bei den DP Thymozyten vorlag (147). Die Sensibilitdt konnte
somit doch abhingig von ,,Fas-Dichte* sein. Wiahrend Fas in dimerisierter Form keine
Wirkung zeigt, vermag der Jo2 AntikOrper in bivalenter Form als Antagonist und in
polyvalenter Form als Agonist zu wirken. Wenn Zellen exzessiv Fas exprimieren, so
fungiert Jo2 als Ausloser des Zelltodes durch Einleiten des Todessignals. Liegt eine
niedrige Fas-Expression vor, so wirkt Jo2 nicht als Todesbote dieser Fas-exprimierenden
Zellen (148).

Da die Fas-Expression der Thymozyten bei der transgenen sFas-Maus und bei der
normalen Maus dhnlich war, ist die Fas-Dichte-abhdngige Wirkung des Antikorpers Jo2
auszuschlieBen. Dariiber hinaus sind im Thymus der transgenen sFas-Maus genau so viele
CD4'CD8" T-Zellen vorhanden wie im Thymus der normalen Maus. Dies schlieft
ebenfalls die Hypothese der selektiven Apoptose durch Jo2 aus. Daher liegt die Vermutung
nahe, dass die verminderte spezifische Apoptose der Thymozyten auf die blockierende
Féhigkeit des sFas-Molekiils zuriickzufiihren war. Fiir eine partielle Blockierung durch
l6sliches Fas, sezerniert von den transgenen Thymozyten, spricht aulerdem die
Antikorperkonzentrations-abhingige Apoptose, die auch in der CD3-induzierten

Aktivierungs-induzierten Apoptose zu beobachten war.

Die Differenzierung der T-Zellen der transgenen sFas-Maus verlief wie erwartet. Eine
Akkumulation von CD4 CD8 T-Zellen, sowie CD45'CD90" T-Zellen wie im Falle der lpr-
Maus (Abbildung 17) konnte nicht beobachtet werden. Dies ist auch nicht verwunderlich,
da sie einen intakten Fas-Rezeptor besitzen. Dass ein intaktes Fas notwendig ist, um die
abnormale Subpopulation von CD45°CD90" Zellen in der lpr-Maus zu eliminieren, zeigte
die Arbeitsgruppe von Wu et al. (146). Andererseits fiihrte die Applikation von sFas durch

Injektion in die Maus zur verdnderten Entwicklung der Lymphozyten (130). Es kam zu
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einer gesteigerten Anzahl von Milzzellen, die hauptsidchlich durch die Zunahme von B-

Zellen hervorgerufen wurde.

Die T-Zellen der transgenen sFas-Maus zeigten gegeniiber Apoptose in der Peripherie eine
unterschiedliche Sensibilitit. Die Aktivierung von T-Zellen mit PMA/Ionomycin sollte
eine Steigung der Expression von Fas und Fas-Liganden bewirken, sowie die Aktivierung
der Tyrosinkinase p56'* einleiten, was die Produktion und Freisetzung von 15slichem Fas
zur Folge haben sollte. Eine Reaktivierung mit anti-CD3 Antikorper leitete die
Aktivierungs-induzierte Apoptose ein, die bei der transgenen sFas-Maus vermutlich durch
die sFas-Molekiile blockiert werden konnte. Die Kreuzreaktion der peripheren mit
PMA/Ionomycin aktivierten T-Zellen der transgenen sFas-Maus mit anti-Fas Antikorper

fiihrte jedoch zu einer erh6hten Apoptose verglichen mit dem Wildtyp (Abbildung 18B).

Zahlreiche Studien berichten, dass Gedichtniszellen resistenter gegeniiber Fas-induzierter
Apoptose sind als naive T-Zellen (149). Die erhohte Fas-induzierte Apoptose der
aktivierten T-Zellen konnte also auf einen geringeren Anteil der Gedéchtniszellen im
peripheren T-Zell Repertoire der Wildtypen zuriickgefiihrt werden. Mittels FACS-Analyse
mit CD44- und CD62L-Antikorpern wurde die Verteilung von naiven T-Zellen und
Gedéichtniszellen unter den aktivierten T-Zellen untersucht. Die Inkubation von ca. 24 h
mit anti-Fas Antikorpern fiihrte bei beiden Genotypen zur Eliminierung von aktivierten T-
Zellen zu gleichen Prozentsidtzen. Die Menge der Gedéchtniszellen sowie der naiven T-
Zellen unterschieden sich in der transgenen sFas-Maus nicht von der normalen Maus. Die
erhohte Fas-induzierte Apoptose konnte also nicht dem erhohten Vorkommen von naiven

T-Zellen in der transgenen sFas-Maus zugeschrieben werden.

Die Interaktion von TNF-Liganden der Effektorzelle mit dem Rezeptor der Zielzelle 16st
eine Signalkaskade auf der Zielzelle aus. In der sogenannten ,reverse signaling®, das
bereits schon bei vielen Mitgliedern der TNF-Familie beobachtet wurde, fungiert der
transmembrane Ligand als Rezeptor, und der transmembrane oder 16sliche Rezeptor
iibernimmt die Funktion des Liganden (150-152). Der Mechanismus fiir diesen

umgekehrten Signalweg ist jedoch nicht bekannt. Prossakova et al. haben nachgewiesen,
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dass 16sliche Fas-Antigene in vivo auch in oligomerer Form vorkommen konnen, und dass
diese zytotoxische Aktivitat zeigen (153).

Der erhohte spezifische anti-Fas-induzierte Zelltod der aktivierten T-Zellen kdnnte also auf
die zytotoxische Aktivitdt des ldslichen oligomeren Fas zuriickgefiihrt werden. Dartiber
hinaus konnten die Fas-exprimierenden T-Zellen durch die Kreuzreaktion mit anti-Fas

Antikorpern lysiert worden sein und teilweise sogar durch sFas blockiert.

Die in der gemischten Lymphozytenkultur aktivierten T-Zellen der transgenen sFas-Maus
erwiesen sich aggressiver als die Lymphozyten der normalen Maus. Eine Steigerung der
lytischen Aktivitit konnte in beiden Genotypen durch zusitzliche Stimulierung durch
PMA/Ionomycin erreicht werden. Moglicherweise lieB sich diese Eigenschaft der
Lymphozyten der transgenen sFas-Maus ebenfalls auf die Fahigkeit der sFas-Molekiile,

oligomere Formen zu bilden, zuriickfiihren.

4.2 Suszeptibilitat transgener sFas-Mause gegentber Kollagen-induzierter
Arthritis

Um zu untersuchen, ob sFas einen Einfluss auf die Entstehung und Entwicklung von CIA
hat, wurden die transgenen sFas-Miuse sowie normale Miuse mit Rinderkollagen II
immunisiert. Das Experiment wurde dreimal durchgefiihrt und anschlieBend gepoolt. Es
konnte bei beiden Gruppen klinische Symptome, die auf CIA hindeuten, beobachtet
werden. Dabei ergab sich ein geringfiigig milderer Krankheitsverlauf bei den transgenen
sFas-Mausen als bei den normalen Méusen, jedoch mit zeitgleichem Ausbruch der ersten
klinischen Symptome und gleicher Inzidenz. Hierbei umfassen die Gruppen sowohl
weibliche als auch méinnliche Tiere. Die geschlechtsgetrennte Analyse zeigte, dass die
Arthritis-Index-Differenz zwischen den transgenen sFas-Mausen und Kontrollmédusen bei
den weiblichen Miusen grofler war als bei den ménnlichen Tieren, wobei die mildere
Erkrankung jeweils bei den transgenen sFas-Mdusen bei beiden Geschlechtern zu
beobachten war. Eine stirkere Suszeptibilitdt der mannlichen Mausen gegeniiber CIA als
bei weiblichen Tieren wurde bereits berichtet (3, 36, 38). Das verzogerte Auftreten der
ersten klinischen Symptome, sowie der niedrigere durchschnittliche Score bei den

weiblichen transgenen sFas-Méusen verglichen mit den ménnlichen transgenen sFas-
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Tieren ldsst auf einen Einflluss der sFas-Expression auf den Verlauf von CIA in
geschlechtsspezifischer Weise vermuten. Eine statistische Signifikanz wurde allerdings an

keinem Tag erreicht.

Obwohl der Verlauf der Kollagen-induzierten Arthritis bei transgenen sFas-Mausen milder
war, konnte eine viel stirkere Kollagen-spezifische Immunantwort bei den T-Zellen der
transgenen sFas-Méusen nachgewiesen werden.

Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit der Beobachtung von Cheng et al., die eine
erhohte proliferative Aktivitdt der T-Zellen einer mit 16slichem Maus-Fas injizierten Maus
zeigen konnten (130). In der Antikorperbildung zeigte sich in beiden Genotypen jedoch ein
vergleichbares Bild. Dies deckt sich ebenfalls mit Messungen an Patienten mit RA, die
zeigten, dass es keine Korrelation zwischen der sFas-Konzentration und der IgG-Menge im

Serum gibt (133).

4.3 Einfluss von Fas auf die Induktion und Entwicklung von Kollagen-
induzierter Arthritis

In Einklang mit anderen Tierexperimenten konnten wir zeigen, dass Méuse mit einem
Defekt am Fas-Gen weniger suszeptibel gegeniiber Autoimmunerkrankungen waren als
normale Mause (121, 122, 124),

Der Krankheitsverlauf der Mause ohne und mit Fas-Gendefekt nach der Immunisierung
mit Rinderkollagen II zeigt, dass Fas bei der Induktion der Kollagen-induzierten Arthritis
keine Rolle spielt. Vielmehr ist es in der Progression der Erkrankung involviert: es
verstirkt die Kollagen-induzierte Arthritis in der DBA/1J-Maus. Das Auftreten der ersten
klinischen Symptome erfolgte fast zeitgleich, jedoch ergaben sich ein milderer
Krankheitsverlauf und eine niedrigere Inzidenz bei der Mausgruppe mit Defekt am Fas-
Gen (Tabelle 3). Der Arthritis-Index zeigte ab dem 50. Tag einen statistisch signifikanten
Unterschied (Abbildung 23A). Dabei ist der Arthritis-Index der Durchschnitt aller Scores
einer Mausgruppe. Einzeln betrachtet erstrecken sich die Erkrankungsschweregrade der
Maiuse in beiden Gruppen von 0 bis 3, wobei die Krankheitsstufe 0 bei den homozygoten

Ipr-Méiusen tiberwiegt (Daten nicht gezeigt).
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Histopathologische Untersuchungen von kranken Gelenken (Stadium 3) zeigten ein
histologisch auffilligeres Bild bei den heterozygoten als bei den homozygoten Mausen
(Abbildung 24).

Eine besondere Rolle kommt den CD4 T-Zellen in der Pathogenese von CIA zu. Es gibt
Hinweise dafiir, dass die Induktion von CIA mit der dominanten Expression von Thl
Zytokinen assoziiert ist, was darauf hindeutet, dass CD4 T-Zellen eine bedeutende Rolle
spielen (154). Taneja et al. zeigten, dass CD4 T-Zellen in DQS transgenen Miusen fiir die
Initiation von CIA wichtig und nétig sind, wihrend CD8 T-Zellen in der DQS transgenen
Maus einen regulatorischen oder/und protektiven Effekt haben (51). Dem widerspricht
aber die Untersuchung, dass CD4 T-Zellen-defiziente Méuse keine verdnderte Inzidenz
und Schwere der Erkrankung verglichen mit Wildtypen zeigten. CD8 T-Zellen-defiziente
Maiuse dagegen zeigten eine erniedrigte Inzidenz, aber einen unveranderten Krankheitsgrad
(53). Die Rolle von CD4 und CD8 T-Zellen in der Pathogenese von CIA wird kontrovers
diskutiert. Dies ist u. a. darauf zurlickzufiihren, dass der genetische Hintergrund fiir die
Induktion von CIA einen Einfluss auf die Erkrankung und das Krankheitsbild hat (52).
DBA1/J und B10.Q (beide Stimme sind suszeptibel fiir CIA) haben ein unterschiedliches
CD4/CD8 T-Zellen Verhiltnis in Lymphknoten, insbesondere nach der Aktivierung mit T-
Zell Mitogenen (155). Die von uns auf den DBA/1J-Hintergrund gekreuzten Ipr-Mause
verglichen mit dem DBA/1J-Widtyp zeigten im CD4/CD8 Repertoire keinen Unterschied.

Da CIA eine T-Zell-vermittelte Erkrankung ist, lag es nahe, die Kollagen-spezifische
Immunantwort zu messen. Dabei zeichnete sich eine stdrkere Proliferation der T-Zellen der
homozygoten DBA/1J-lpr/lpr-Méuse verglichen mit denen des Wildtyps schon vor der
erneuten in vitro-Stimulierung ab (Abbildung 25). Das deutet darauf hin, dass eine kleine
T-Zellpopulation autoreaktive Eigenschaften zeigt, da diese keine Reaktivierung
bendtigen, um sich zu teilen. Das Vorkommen von autoreaktiven T-Zellen in einem
normalen peripheren T-Zellrepertoire wurde gezeigt (156, 157). Normalerweise befinden
sich diese autoreaktiven T-Zellen in einem Zustand der Anergie. Jedoch konnte
nachgewiesen werden, dass autoreaktive T-Zellen in der MRL-Ipr/lpr Maus spontan
aktiviert werden (158). Eine umfassende Untersuchung tiber das proliferative Verhalten
und die daraus resultierende Zytokinausschiittung nach der Stimulierung in CH3-lpr-T-

Zellen wurde von Davidson et al. durchgefiihrt (159). Unser Ergebnis zeigte



Diskussion 84

liberraschenderweise eine mehr als zweifache Zunahme in der Proliferation der
Lymphozyten der homozygoten DBA-Ipr/lpr Maus nach einer erneuten Stimulierung mit
Kollagen II verglichen mit den Lymphozyten der normalen Maus. Die proliferative
Aktivitdt der lpr-T-Zellen ist zwar konsistent mit den Beobachtungen von Davidson et al.
(159), aber korreliert nicht mit dem milderen Krankheitsverlauf der Gruppe der Ipr-
Maiusen. Die Arbeitsgruppe von Davidson et al. wies dariiber hinaus nach, dass die
unfraktionierten Lymphozyten der DBA-Ipr/Ipr Maus mit einer 5-10-fachen Verminderung
an CD4" und CD8" T-Zellen eine stirkere Immunantwort nach einer Kreuzreaktion mit
dem TCR-Komplex in der Anwesenheit von PMA, mit daraus resultierenden hohen
Feisetzung von Zytokinen wie TNF-a und IFN-y, zeigte. Sie stellten dabei fest, dass die
proliferierende Fraktion unter den Lymphozyten nicht die DN T-Zellen sind, obwohl diese
75% der Lymphozyten in der Ipr-Maus ausmachen. Auch wir konnten nachweisen, dass in
dem Uberstand der mit Kollagen II stimulierten Ipr-Lymphozyten mehr Zytokine (z. B.
IFN-y) enthalten waren als im Uberstand der Kontrollgruppe. Die Zunahme der
Zytokinproduktion korrelierte mit der vermehrten DNA-Synthese nach der Stimulierung.
Den oben genannten Beobachtungen ist zu entnehmen, dass 1.) die CD4- und CDS8-T-
Zellen der lpr-Maus, die bezogen auf das Gesamtrepertoire der T-Zellen verhdltnismaBig
gering vertreten waren, ein hohes proliferierendes Potential besitzen, und dass 2.) die
Toleranzinduktion in lpr-Méusen gestort und dadurch die Proliferation durch die spontane
Selbstaktivierung oder/und Autoreaktivitit begiinstigt wurde.

Die erhohte Immunantwort der Ipr-T-Zellen auf das Kollagen II konnte das Resultat des
Primings sein. Die erste in vivo-Stimulierung bewirkte die Aktivierung dieser T-Zellen,
deren proliferative Aktivitit durch eine Reaktivierung in vitro sensibilisiert wird. Die
ohnehin schon hypersensiblen lpr-Lymphozyten durchlaufen keine Aktivierungs-induzierte
Apoptose, da ithnen das funktionstiichtige Fas zum Auslosen der Apoptose fehlt. So kommt
es im Gegensatz zu normal Fas-exprimierenden Lymphozyten zur Akkumulation dieser
Zellen. Widerspriichlich waren jedoch die Messungen von anderen Autoren. Okuda et al.
und Waldner et al. konnten zwar eine proliferative Antwort auf MOG35-55 bei B6-
Wildtyp sowie bei B6-lpr nachweisen, aber einen Unterschied zwischen den beiden
Gruppen konnten sie nicht feststellen (121, 124).

Um nach weiteren Ursachen fiir die erhohte proliferative Immunantwort der T-Zellen der

Ipr-Maus zu suchen, analysierten wir die Verteilung der naiven und Gedéchtniszellen
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innerhalb der Lymphozytenpopulation der Ipr-Maus und ihrer Kontrolle mittels
Durchfluflzytometer. Es konnte nachgewiesen werden, dass das T-Zell-Repertoire der lpr-
Maus mehr CD44"¢" T-Zellen als das der Kontrolle aufwiest, jedoch gab es bei der Ipr-
Maus keine Zunahme dieser Zellen nach der Stimulierung mit Kollagen II (183).

Nachdem auszuschlieBen ist, dass der mildere Verlauf der CIA der Ipr-Miuse der
mangelnden T-Zellantwort zuzuschreiben war, wurde die Kollagen II-spezifische B-Zell-
Antwort untersucht. Es ist bekannt, dass das lpr-Gen eine abnormale B-Zell-Aktivierung
induziert, was zum auffélligen Anstieg von Immunoglobulinen im Serum, insbesondere
IgG, fiihrte (160). Es sind mehr ClI-spezifische IgG-Antikorper im Serum von lpr-Méusen
am Tag vor der Immunisierung als bei der Kontrollgruppe nachweisbar. Die CII-
spezifischen IgG-Antikdrper nahmen bei beiden Gruppen am Tag des Krankheitsbeginns,
sowie in der chronischen Phase zu, jedoch gab es keinen Unterschied zwischen der lpr-
Mausgruppe und der Kontrollgruppe. Daher ist auszuschlieBen, dass die schwerere
Erkrankung der DBA/1J-Wildtypen auf eine hohere B-Zellantwort als die der

Kontrollgruppe zuriickzufiihren ist.

4.4 Fas-vermittelte Stimulierung von gelenkspezifischen Zellen

RA ist gekennzeichnet durch die synoviale Hyperplasie. Das Zustandekommen der
synovialen Hyperplasie ist jedoch bisher nicht verstanden. Es wurde angenommen, dass T-
Zellen das Gewebe unterhalb der synovialen Deckzellschicht ("Sublining") und die
Synovialfliissigkeit infiltrieren, so dass es im Synovialgewebe zur Akkumulation von T-
Zellen kommt. Thre Assoziation mit antigenprdsentierenden Zellen (APCs) filihrte zur
Aktivierung von B-Zellen mit daraus resultierender Immunoglobin-Produktion. Diese
Beobachtung lieB die rheumatoide Arthritis anfangs als atypische "Immune disorder"
erkliren (161). Eine weitere mogliche Erkldrung ist das gestorte Gleichgewicht von
Proliferation und Absterben der synovialen Zellen. Die geringe Apoptose-Rate im RA-
Synovium liel eine reduzierte Apoptose der synovialen Zellen fiir die Hyperplasie
vermuten (162). Fiir die Hyperplasie spricht daher ebenso eine erhohte Proliferationsrate
der Synoviozyten im RA-Synovium. Jedoch wurde auch gezeigt, dass apoptotische
Synovialzellen hiufiger im RA-Synovium vorkommen als im Synovium von Patienten mit

Osteoarthritis (OA) (116). Die Osteoarthritis ist eine hiufige Gelenkerkrankung vor allem
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dlterer Menschen, die sich vom Knochen ausgehend entwickelt und viele
Gemeinsamkeiten mit der rheumatoiden Arthritis aufweist. Im Gegensatz zu RA weist das
Synovium von Patienten mit OA kaum Lypmphozyten auf. Die starke Infiltration von Fas-
L-exprimierenden Lymphozyten ins RA-Synovium konnte die Apoptose Fas-
exprimierender Synoviozyten durch Fas/Fas-L -Interaktion ausgelost haben (116, 163-
165). Andererseits deuten einige Studien darauf hin, dass die parenchymalen Zellen, wie
RA-synoviale Fibroblasten, eine abnehmende Apoptose, aber eine Hyperplasie
durchmachen (166). Sowohl die makrophagenartigen Synoviozyten in der synovialen
Deckschicht ("Lining layer") als auch die fibroblastenihnlichen Synoviozyten in der
unteren synovialen Deckschicht ("Sublining") expandieren im Synovialgewebe von RA-
Patienten. Es konnte nachgewiesen werden, dass auf Synoviozyten und synovialen T-
Zellen im rheumatoiden Synovium funktionierende Fas-Antigene exprimiert sind. Ebenso
findet man im RA-Synovium infiltrierende aktivierte T-Zellen vor, welche Fas
exprimieren. Diese sind aber in zwei Gruppen der Fas-sensitiven T-Zellen mit einer
Uberexpression von Fas-L, und der Fas-resistenten T-Zellen ohne Fas-L Expression
unterteilt (30). Chou et al. detektierten Fas im Sublining und konnten nachweisen, dass die
Mehrheit der Fas-exprimierenden Zellen fibroblastdhnlichen Synoviozyten waren. Dariiber
hinaus konnte eine starke Korrelation der Apoptose mit der Fas-Expression im Sublining
gezeigt werden (167). Die Fas/Fas-L Interaktion aktiviert einerseits den Apoptosepathway
und andererseits besitzt Fas eine stimulierende Funktion. Einige Studien zeigten, dass eine
Fas-Kreuzreaktion mit spezifischen Antikdrpern die CD3 Ligation-induzierte T-Zell-
Proliferation kostimulierte (126, 127). Andere Gruppen wiesen nach, dass die Fas-
Ligation direkt die Proliferation von mehreren transformierten und nicht-transformierten
Zell-Linien ausldsten (129, 168). Da unser Experiment zeigte, dass die Fas-mutanten
Maiuse trotz erhohter T-Zell-Immunantwort eine leichtere Arthritiserkrankung als die
normalen Miuse entwickelten, vermuten wir, dass die mogliche regulatorische Rolle von
Fas in der Entstehung der CIA auf das Synovium beschrinkt ist. Das reziproke Verhiltnis
der Krankheitsverldufe der homozygoten und heterozygoten DBA/1J-Miuse verglichen
mit ihrer Kollagen-spezifischen Immunantwort deutet auf eine stimulierende Eigenschaft
des Fas-Molekiils hin und konnte somit moglicherweise fiir die synoviale Hyperplasie
verantwortlich sein. Um die Rolle von Fas auf synovialen Fibroblasten zu untersuchen,

wurden in in vitro-Versuchen die Suszeptibilitdt von NIH3T3-Fibroblasten gegeniiber anti-
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Fas Antikorper (Jo2) untersucht. Eine RT-PCR sowie eine durchflusszytometrische
Messumg bewiesen, dass diese Fibroblasten Fas exprimieren (Daten nicht gezeigt). Eine
20-stlindige Inkubation mit Jo2 fiihrte zur Abnahme der Anzahl toter Zellen um ca. 25%
verglichen mit den Zellen, welche nur im Kulturmedium waren. Der Zusatz von Protein G
zu Jo2, welche die apoptosische Aktivitit von Jo2 erhohen sollte, erhdhte zwar den Anteil
toter Zellen um ca. 18%, blieb aber noch unter dem Anteil der Zellen, die eines spontanen
Todes starben. Um zu zeigen, dass eine Aktivierung der NIH3T3-Fibroblasten
stattgefunden  hatte, wurde eine durchflusszytometrische Analyse mit den
Aktivierungsmarkern CD25, ICAM und MHC II? durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt). Es
konnte kein signifikanter Unterschied in der Expression aller drei Marker nachgewiesen
werden. Die Messung der pro-inflammatorischen Zytokinen auf mRNA-Ebene zeigte, dass
die Expression von TNF-o und IL-6 in den Fibroblasten nach einer anti-Fas Behandlung
am hochsten war. Der mildere CIA-Verlauf der lpr-Miuse und die eben beschriebene in
vitro-Beobachtung der Apoptose-Resistenz mit einer daraus resultierenden erhdhten
Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen nach der Behandlung mit anti-Fas,
lassen auf eine wichtige Rolle von Fas als Stimulator in der Pathogenese von CIA

schlieBen.

4.5 Fas - ein moglicher wichtiger Aktivator im Synovium

Die wesentliche Beteiligung von Zytokinen am Krankheitsbild der RA bzw. CIA gilt als
unbestritten. Im  Synovium von RA-Patienten sind die fibroblasten- und
makrophagenabstammende Zytokine (wie IL-1, IL-6 und TNF-a) in grofler Menge
vertreten. (23, 169, 170). Die regulatorische Funktion von TNF-o und IL-1 in der
Gelenkentziindung und Gewebszerstorung in der RA ist bekannt (61, 62). TNF-a und IL-1
bewirken eine verstérkte Genexpression von knorpelschddigenden
Matrixmetalloproteinasen (MMP, Kollagenase und Stromelysin), sowie Serinproteasen
und Kathepsine, die die Mediatoren der Gewebedestruktion in der RA darstellen. Sie sind
zum GroBteil Produkte fibroblastdhnlicher Synoviozyten. Gleichzeitig exprimieren sie die
Inhibitoren "Tissue Inhibitiors of Metalloproteinases" (TIMP). In der RA verschiebt sich
das Verhiltnis von MMP und TIMP zugunsten der MMPs, da die TIMP in konstant
gleichen Mengen gebildet wird.
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TNF-a und IL-1 sind auBerdem an der Induktion der Proliferation der Synovialzellen
(171), sowie an der Infiltration von Entziindungszellen beteiligt (172, 173). Im Gegensatz
zur sonst zellarmen Synovialfliissigkeit des Gesunden ist die Synovialfliissigkeit der RA-
Patienten sehr stark zelluldr infiltriert, vor allem mit neutrophilen Granulozyten und auch
Makrophagen. Ebenso ist die Synovialmembran angereichert mit aktivierten Makrophagen
und T-Zellen, sowie aktivierten Fibroblasten, Plasmazellen und dentrischen Zellen. Die
Makrophagen fungieren als Hauptproduzent von Zytokinen und leisten den grof3ten Beitrag
zur Gelenkzerstorung. lhre verstirkte Fiahigkeit, als APCs zu dienen, wird durch die
erhohte Expression von HLA-DR erklirt (18). Dariiber hinaus besitzen synoviale
Makrophagen die Eigenschaften Th1 T-Zellen zu aktivieren und zu polarisieren (19).

IL-6 ist indirekt an der Rekrutierung von Leukozyten in Entziindungsstellen beteiligt (174).
Dariiber hinaus induziert es die Proliferation von synovialen Fibroblasten (175), sowie
Formation und Aktivierung von Osteoklasten (176). Es wird von mononuklearen
Phagozyten nach der Stimulierung durch TNF-a und IL-1 ausgeschiittet. Der Einfluss der
Zytokine im Synovium ist jedoch sehr komplex. Sie 16sen auf autokrine und/oder parakrine
Weise vielfiltige Wirkungen aus, die sich oft iiberlappen und sogar ergénzen. Die
Komplexizitit ist u.a. einerseits auf das Zusammenspielen der Thl- und Th2-Zytokine
zuriickzufiihren und andererseits auf ihre Wirkung auf die unterschiedlichen im Synovium
vorkommenden Zelltypen. Es wurden Antagonisten zu IL-1, ndmlich IL-1ra, im gesunden
Synovium nachgewiesen, die in gleicher Menge vorliegen wie IL-1. Im RA-Synovium ist
dagegen das Verhiltnis zu Ungunsten von IL-1ra verschoben. Wie bei IL-1 existiert auch
ein Gegenspieler zu TNF-o (Ioslicher TNF-aR). Neben den pro-inflammatorischen
Zytokinen konnten ferner im Synovium anti-inflammatorische Zytokine wie IL-4 und I1-10
nachgewiesen werden (16). IL-4 vermag u. a. die Synthese von IL-1, TNF-a und IL-6 zu
verhindern. Dariiber hinaus stimuliert es die Synthese von mehreren Zytokininhibitoren
wie IL-1ra and TNF-Rezeptoren (177). Diese Beobachtungen deuten auf eine gestorte
Balance zwischen Agonisten und Antagonisten im Entziindungsprozess in RA hin (16).

Die Synergie von TNF-a mit IL-1 wurde von Probert et al. beschrieben (178). In vitro-
Versuche mit TNF-a neutralisierenden Antikdrpern zeigten, dass der IL-1 Spiegel in
Synovialkulturen von RA-Patienten innerhalb kurzer Zeit abfiel. Ebenso konnte ein Abfall

weiterer pro-imflammatorischer Zytokine wie IL-6 und IL8, sowie GM-CSF beobachtet
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werden (179-181). Der destruktive Gelenkprozess bei transgenen Mausen mit erhdhter
TNF-o Aktivitit konnte nach Gabe von spezifischen Antikorpern gegen IL-1 zum
Stillstand gebracht werden, ohne den TNF-a-Spiegel zu senken (182). Diese Beobachtung
verdeutlicht die Komplexitit, mit der Zytokine untereinander agieren.

Unsere in vivo-Experimente zeigten, dass trotz milderer Erkrankung an CIA die Expression
von TNF-a, IL-6 und IL-1B8 im Gelenk Fas-mutanter Maduse am Krankheitsbeginn
hochreguliert wurde. Da Makrophagen zu den Hauptproduzenten von Zytokinen gehdren,
ist es moglich, dass die erhohte Expression von TNF-a, IL-6 und IL-18 im Gelenk der Fas-
mutanten Mause liberwiegend auf die Makrophagen zuriickzufiihren ist. Die Messung von
pro-inflammatorischen Zytokinen dient als etablierter Parameter zur Bestimmung von
Entziindungsreaktionen. Da das Gelenk ein heterogenes Zellrepertoire aufweist, wurde den
Fibroblasten besondere Aufmerksamkeit geschenkt. Synoviale Fibroblasten zeigen in der
RA eine starke Proliferation, was darauf hindeutet, dass diese eine Hyperplasie
durchmachen, die sich im Zuge der RA-Entstehung vollzieht. In einem in vitro-Versuch
mit einer Fibroblasten Zell-Linie konnte nachgewiesen werden, dass die Bindung von anti-
Fas Antikorper an Fas-exprimerenden NIH3T3-Fibroblasten zur Hochregulation von TNF-
a- und IL-6-Genen fiihrte (Abbildung 32). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die Fas-

Ligation durch den anti-Fas Antikdrper zur Aktivierung der Fibroblasten fiihrte.

Das IL-1B, das ebenfalls in den homozygoten DBA-Ipr/Ipr-Méausen am Krankheitsbeginn
hochreguliert war, erwies sich in der chronischen Erkrankungsphase bei diesen Méusen als
effezienterer Aktivator fiir die IL-6 Expression als bei den Kontrollmiusen (142). In dieser
Arbeit konnten wir zeigen, dass die Ligation von Fas durch seine Fas-Liganden in
Makrophagen zur verstiarkten Aktivierung dieser Zellen fiihrt. Die Aktivierungsinduktion

erfolgte dabei liber den IL-1R/TLR-4-Weg (142).

Trotz der erhohten Zytokinexpression am Krankheitsbeginn und der starken Immunantwort
bei den Miusen mit einem Defekt im Fas-Gen verlief die CIA milder als bei den normalen
Maidusen mit niedrigerer Zytokinexpression und einer schwicheren Immunantwort.
Entgegen der bisherigen Annahmen, wurde in der chronischen Krankheitsphase in den
Pfoten der homozygoten DBAlpr/Ipr-Miusen trotz eines milderen Krankheitsverlaufes

dhnlich starke Zytokinexpression nachgewiesen wie bei Kontrollmdusen mit schwerer
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Erkrankung. Diese Beobachtung zeigt deutlich, dass {iber den Fas-Rezeptor ein
aktivierendes Signal geleitet wird, das sowohl in der Induktionsphase als auch in der
Unterhaltung der Entziindungsreaktion seine Wirkung zeigt. Die Untersuchung dieses

»Aktivierungsweges® ist Gegenstand zukiinftiger Forschungsarbeiten.

4.6 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Fas die CIA verstirkt. Dabei konnte
aufgezeigt werden, dass die Fas-Expression vor allem im Gelenk, also am Ort der
Entziindung, eine kritische Rolle spielt. Anhand des Zytokinprofils in den Mausgelenken
sowie anhand von Experimenten mit der Zell-Linie NIH3T3-Fibroblasten wurden
Riickschliisse auf den Einfluss von Fas auf die Entziindungsprozesse gezogen. Es konnte
indirekt gezeigt werden, dass iliber den Fas-Rezeptor ein Signal geleitet wird, das die
Fibroblasten stimuliert. Hierbei bedarf es weiterer Untersuchungen u.a. zum aktivierten
Zustand der Fibroblasten, zum Beispiel mittels eines Luciferase-Tests. Dariiber hinaus
sollten Untersuchungen entlang des Apoptose-Wirkungsmechanismus zur Kldrung der
tatsdchlichen Funktion von Fas auf Fibroblasten durchgefiihrt werden. Von wichtiger
Bedeutung sind hier vor allem Versuche mit Primérzellen. Dazu wurden am Institut fiir
Immunologie bereits synoviale Fibroblasten aus Mauspfoten isoliert, die fiir weitere
Experimente verwendet werden sollen.

Uber den Fas-Apoptose-Pathway hinaus ist es auBerdem von Bedeutung, die Verbindung
von Fas/Fas-L zu Toll-like Rezeptoren in synovialen Fibroblasten aufzuzeigen, was die
Hypothese der ,,molekularen Mimikry* unterstiitzen wiirde. In unserer erst kiirzlich
verdffentlichen Studie haben wir gezeigt, dass in Makrophagen die Fas/Fas-L-Interaktion
die Aktivierung durch den IL-1B8/TLR-4 Pathway verstéirkt, welcher eine wichtige Rolle in
der Pathogenese von CIA bzw. RA spielen konnte (142).

Zum Einfluss von sFas auf die CIA miiiten weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden,
die im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr moglich waren. Es konnte im Mausmodell CIA
kein signifikanter Unterschied im Krankheitsverlauf zwischen der sFas-Transgen und dem
Wildtyp gezeigt werden. Dennoch gibt es starke Hinweise fiir einen wichtigen Betrag von

16slichem Fas in der Pathogenese von RA. Es sollte in weiteren Arbeiten gezeigt werden,
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welchen Effekt das losliche Fas in Gelenken ausiibt. Eine solche Untersuchung koénnte
mittels Zytokinexpression und Apoptose-Messung von synovialen Fibroblasten transgener

sFas-Méuse im Vergleich zu Kontrollmausen erfolgen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine hédufige chronisch entziindliche Krankheit mit
hiuptsichlicher Gelenkbeteiligung. Uber ihre Atiologie ist bislang viel spekuliert worden,
sie liegt aber noch immer im Dunkeln. Die Komplexitit der ablaufenden
Autoimmunprozesse ist der Hauptgrund dafiir. Die potentielle Rolle von CD95 (Fas),
einem Zelloberflichenmolekiill der Familie der TNF-R, in der Autoimmunitit ist seit der
Entdeckung der Fas-mutanten lpr-Mause bzw. Fas-Ligand-mutanten gld-Miuse bekannt.
Diese leiden unter Lymphoproliferation und Nephritis, haben ein hohes Vorkommen von
Autoantikdrpern und anti-DNA-Antikorpern. Fas 10st Apoptose (programmierten Zelltod)
aus, die fiir die Entwicklung und Aufrechterhaltung von einzelligen Organismen essentiell
ist. Fas hat ebenso eine anti-apopotosische Wirkung. Die Kreuzreaktion mit Fas fiihrt zur
Proliferation von SLE T-Zellen. Eine Splicing Form des Fas-Molekiils, das 16sliche Fas,
wurde in Synovialfliissigkeit von Patienten mit RA entdeckt, dessen Funktion — anti-

apoptosisch oder apoptosisch — ebenso noch nicht gekért ist.

In dieser Arbeit sollte geklart werden, welche Rolle Fas in der Pathogenese von RA spielt.
Als experimentelles System fiir RA diente das Mausmodell Kollagen II-induzierte Arthrits
(CIA). Dazu wurden CIA-suszeptible DBA/1J-Méuse mit Rinderkollagen Typ II und
komplettem Freunds Adjuvans (KFA) immunisiert. Um die Bedeutung von Fas in der
Entstehung und im Krankheitsverlauf von CIA zu ermitteln, wurden Mduse mit einem
Defekt im Fas-Gen (Ipr) verwendet. Der Einfluss von loslichen Fas auf die Suszeptibilitit
gegeniiber RA sollte am Mausmodell CIA in transgenen sFas-Mausen gezeigt werden.
Unter Verwendung der Zell-Linie NIH3T3-Fibroblasten in in vitro-Versuchen sollte

versucht werden, den Fas-Wirkungsmechanismus im Synovium aufzuzeigen.

Sowohl bei den homozygoten Ipr-Mausen als auch bei den heterozygoten Ipr-Mausen mit
dem CIA-suszeptiblen Hintergrund DBA/1J wurden klinische Symptome der CIA nach der
Immunisierung mit Kollagen II und KFA beobachtet. Die Beurteilung der Erkrankung
basierte auf klinischen Verdnderungen der Mausgelenke. Dazu wurde die Schwere der

Krankheitsauspragung in 4 Schweregraden eingestuft.
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Wir haben gezeigt, dass Fas die Erkrankung verstirkt, aber fiir die Induktion von CIA nicht
wichtig ist. Die geringere Suszeptibilitit gegeniiber CIA bei den homozygoten Ipr-Mausen
bestitigte sich in der kleineren Inzidenz sowie im niedrigeren durchschnittlichen Score
verglichen mit den heterozygoten lpr-Méusen. Obwohl die homozygoten Ipr-Miuse eine
hohere Kollagen II-spezifische Immunanantwort als die heterozygoten lpr-Miuse zeigten,
was mittels [’H]-Thymidineinbau und der Freisetzung des pro-inflammatorischen Zytokins
Interferon-y nachgewiesen wurde, war die Erkrankung bei den homozygoten Ipr-Mausen
milder. Der drastische Anstieg der DNA-Synthese der stimulierten T-Zellen von
homozygoten lpr-Mausen wurde auf die massive zelluldre Akkumulation in Lymphknoten
zuriickgefiihrt, wo aufgrund mangelnden Fas-Molekiils die Eliminierung der potentiellen
autoreaktiven Zellen oder der ,,verbrauchten Zellen gestort war. Ferner wurde keine
erhohte Menge an Apoptose-resistenten Gedéchtniszellen in Lymphknoten der
homozygoten Ipr-Miusen verglichen mit der Menge in den Kontrollmiusen nachgewiesen.
Die Kollagen-spezifische B-Zellantwort nach der Immunisierung mit Rinderkollagen Typ
IT wies dagegen keinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen auf, obwohl der Titer
bei den Ipr-Méusen vor der Immunisierung signifikant hoher war als bei den
Kontrollméusen. Knochen- und Knorpelzerstorung korrelieren mit dem Entziindungsgrad
bei beiden Gruppen. Die Messungen der pro-imflammmatorischen Zytokine IL183, IL-6
und TNF-o in den Mausgelenken der normalen und der Fas-defekten Méiuse am
Krankheitsbeginn und in der chronischen Erkrankungsphase zeigten, dass Fas diese
Zytokine herunterreguliert. Die Abnahme der Zytokinproduktion hatte entgegen bisherigen
Beobachtungen eine verstidrke Ausprigung der CIA zur Folge. Dieses Ergebnis 146t den
Schlufl zu, dass iiber die Fas-Rezeptoren der Synoviozyten in einer bisher unbekannten
Form eine Aktivierungskaskade ausgelost wird, was zur Hyperplasie im Gelenk fiihrt.
Dabei nehmen die pro-imflammatorischen Zytokine moglicherweise in diesem ,Fas-
Pathway* eine minder relevante Rolle eine. Die Fas-exprimierenden Synoviozyten konnen
z.B. synoviale Fibroblasten sein, die an dem Gewebszerstorungsprozess im Gelenk
beteiligt sind. In vitro-Experimente bestétigten die Blockierung des Zelltodes durch die
Behandlung von NIH3T3-Fibroblasten mit anti-Fas Antikorpern. Die mogliche
stimulierende Wirkung nach einer Fas/Fas-L-Ligation wurde durch die erh6hte Expression

von Zytokinen (TNF-o und IL-6) unterstrichen.
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Weiterhin wurde der Einfluss von I6slichem Fas auf die Suszeptibilitit gegeniiber CIA
untersucht. Es zeigte sich, dass sFas den Fas-vermittelten Zelltod von Thymuszellen sowie
den Aktivierungs-vermittelten Zelltod von Thymuszellen und PMA-aktivierten T—Zellen
blockiert. Diese Blockierung flihrte moglicherweise zur Akkumulation von autoreakitven
Lymphozyten. Dies hatte eine drastische Proliferation sFas-exprimierender T-Zellen zur
Folge. Eine anti-apoptosische Wirkung durch sFas auf den Fas-induzierten Zelltod in
aktivierten T-Zellen konnte nicht gezeigt werden, obwohl eine solche Wirkung von
anderen Autoren berichtet wurde. Ein erhohter Anstieg von Apoptose-resistenten
Gedédchtniszellen innerhalb der aktivierten sFas-transgenen T-Zellen konnte nicht
festgestellt werden. Die Lypmphozyten der transgenen sFas-Maus zeigten eine hdhere
zytotoxische Aktivitdt als normale Lymphozyten. Nach Immunisierung mit Kollagen II
und KFA zeigte sich eine geschlechtsabhiingige Suszeptibilitdt gegeniiber CIA. Wihrend
weibliche transgene sFas-Méuse eine mildere Ausprigung der Erkrankung als ihre
Kontrollméduse zeigten, war die Suszeptibilitit gegeniiber CIA bei den mannlichen Mausen
beider Genotypen dhnlich. Auch hier verhielt sich die Entwicklung der Krankheit der
transgenen sFas-Miduse reziprok zur Stirke der Kollagen-spezifischen T-Zell
Immunantwort. Der Titer der Kontrollmause war leicht hoher als der der transgenen sFas-

Maiuse nach der Immunisierung.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit kann gefolgert werden, dass Fas in CIA einen
stimulierenden Einfluss auf die im Gelenk residierenden Zellen ausiibt. Die Unterbindung
der Fas/Fas-L-Interaktion fiihrt zur Abnahme der Entziindung im Gelenk, jedoch nicht zur
Abnahme der Expression pro-inflammatorischer Zytokine. Dies deutet auf die geringe
Effizienz der Aktivierung durch diese Zytokine bei Fas-Mangel hin.

Losliches Fas blockiert die Interaktion von Fas/Fas-L und konnte somit die Induktion der
Apoptose oder die Aktivierung der synovialen Fibroblasten durch Fas unterbinden.
Dariiber hinaus gibt es ein empfindliches Gleichgewicht zwischen 16slichem und
transmembranem Fas und zwischen dem apoptotischen und dem stimulierenden Fas-

Pathway. Dessen Regulation kdnnte wichtig fiir Autoimmunerkrankungen sein.
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