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.Wenn zwei Knaben jeder einen Apfel habenOund sie diese Apfel tauschen, hat am
Ende auch nur jeder einen.JJWenn aber zwei Menschen je einen Gedanken

habenJund diese tauschen, hat am Ende jeder zwei neue Gedanken."
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Rheumatoide Arthritis

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronische entzindliche Systemerkrankung
des Bindegewebes mit primarem Befall der peripheren Gelenke. Mit einer Pravalenz
von 1 % in der westlichen Bevolkerung ist die RA die haufigste entzindliche Gelenker-
krankung. Bei einem Haufigkeitsgipfel zwischen dem 30. und 50. Lebensjahr betragt
die Inzidenz dieser Autoimmunerkrankung 30/100.000 Einwohner, wobei Frauen etwa
dreimal haufiger erkranken als Manner. Die RA ist durch eine chronische Entziindung
in den synovialen Gelenken mit Ausbildung eines Pannus charakterisiert, der im wei-
teren Verlauf zur Gelenkdeformation mit Funktionsverlust fuhrt. Eine fortgeschrittene
RA fuhrt daher haufig zur Arbeitsunfahigkeit mit stark eingeschrankter Lebensqualitat
(Wolfe and Hawley 1998; Gabriel 2001) und geht mit einer erhdhten Mortalitat einher
(Pincus, Brooks et al. 1994).

Typischerweise sind bei der RA die kleinen Gelenke der Hande und FulRe symme-
trisch befallen. Im frGhen Stadium der Erkrankung sind vor allem die Metacarpopha-
langeal- (MCP) und proximalen Interphalangealgelenke der Finger (PIP), die Handge-
lenke, die Interphalangealgelenke der Zehen, sowie die Metatarsophalangealgelenke
(MTP) der FuURe betroffen, insbesondere im spaten Stadium aber auch das Knie-,
Sprung-, Ellenbogen-, und Schultergelenk (Abb. 1.1).

Abb. 1.1: Spatstadium der Rheumatoiden Arthritis mit Gelenkdeformation der Hande und Finger.
Die chronische Entziindung in den Hand- und Fingergelenken fihrt bei langjahrigem Verlauf zu den
typischen Erscheinungsbildern der MCP-Ulnardeviation, MCP-Subluxation, Schwanenhals- und Knopf-
lochdeformitat. 2010 Copyright © Cedars-Sinai, Arthritis — Rheumatoid Arthritis, Osteoarthritis and
Spinal Arthritis. http://www.cedars-sinai.edu/Patients/Health-Conditions/Arthritis---Rheumatoid-Arthritis-
Osteoarthritis-and-Spinal-Arthritis.aspx
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In 25 % bis 80 % der Falle ist die obere Halswirbelsaule befallen, was nicht selten zu
neurologischen Komplikationen fuhren kann (Nguyen, Ludwig et al. 2004). Die Diag-
nose und Klassifikation der RA wird anhand des Vorliegens der Kriterien des
American College of Rheumatology gestellt (Arnett, Edworthy et al. 1988). Sind vier
der sieben Kriterien erfiillt, gilt die Diagnose einer RA als gesichert (Tab. 1). Als Sys-
temerkrankung kann sich der Entzindungsprozess auch auf andere Organsysteme
des Korpers ausbreiten und trifft haufig Patienten mit schweren Krankheitsverlaufen.
Extraartikulare Manifestationen zeigen sich beispielsweise in Form von Rheumakno-
ten an der Haut, kbnnen aber auch Herz, Lunge, Niere, Augen und Gefalde (Klippel
and Dieppe 1998; Maddison, Isenberg et al. 2004) betreffen.

Eine Sonderform der RA ist das Felty-Syndrom, das vorwiegend bei langjahrigen
und schweren Krankheitsverlaufen auftritt. Es betrifft ca. 1 % der RA-Patienten und
entwickelt sich bei Frauen dreimal haufiger als bei Mannern. Das Felty-Syndrom ist
durch die Triade Rheumatoide Arthritis, Splenomegalie und Leukopenie gekennzeich-
net. Bei besonders schwerem Verlauf zeigen sich bei einigen Patienten zusatzlich

grolRe Unterschenkelgeschwdre.
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Tabelle 1: Die revidierten ACR-Kriterien fur die Diagnose der RA (Arnett, Edworthy et al. 1988).
Die Diagnose der RA erfordert mindestens vier der sieben Kriterien, wobei die Kriterien 1 bis 4 wenigs-
tens Uber einen Zeitraum von sechs Wochen auftreten miissen.

Symptome und Zeichen

Beschreibung

1. Morgensteifigkeit

In einem Gelenk wahrend mindestens

einer Stunde.

2. Arthritis in drei oder mehr

Gelenkregionen

Objektiv beobachtete fluktuierende
Kapselschwellung in mindestens drei von
vierzehn Gelenkregionen:

beidseits Metacarpophalangealgelenke
(MCP), proximale Interphalangealgelenke
(PIP), Hand-, Ellenbogen-, Knie, Sprung-
und Metatarsophalangealgelenke (MTP).

3. Arthritis an Hand- oder

Fingergelenken

Befall mindestens eines Hand-,
Metacarpophalangeal- oder proximalen

Interphalangealgelenks.

4. Symmetrische Arthritis

Gleichzeitig beidseitiger Befall der

gleichen Gelenkregion.

5. Subkutane Rheumaknoten

Objektiv beobachtete subkutane Knoten
uber Knochenvorspringen oder

gelenknahen Streckseiten.

6. Rheumafaktornachweis

Nachweis von Rheumafaktoren mit einer
Methode, deren positiver Nachweis unter

5 % einer normalen Kontrollgruppe liegt.

7. Radiologische Veranderungen der

Gelenke

Typische Veranderungen der dorsovolaren
Handaufnahme mit gelenknaher

Osteoporose und/oder Erosionen der

betroffenen Gelenke.

1.1.1 Atiologie und Pathogenese der RA

Trotz intensiver Bemiihungen ist die Atiologie und Pathogenese der RA nur unvoll-

standig geklart. Sexualhormone, genetische Pradisposition und Umweltfaktoren schei-

nen die Erkrankung zu beeinflussen, so dass von einem multifaktoriellen Geschehen

auszugehen ist (van Boekel, Vossenaar et al. 2002; Masi, Aldag et al. 2006).
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Nach derzeitigem Forschungsstand werden in einem genetisch suszeptiblen Individu-
um T-Zellen durch ein bisher noch nicht identifiziertes Antigen aktiviert. Als Folge
dieser Initialreaktion kommt es zu einer fehlgeleiteten Immunantwort mit nachfolgen-
der Aktivierung und Proliferation von Synovialzellen und Endothelzellen sowie einer
Aktivierung und Einwanderung inflammatorischer Zellen in das Gelenk. Im Rahmen
dieser Entzundungsreaktion wird die Sekretion von Zytokinen und Proteasen vor allem
durch Makrophagen sowie eine Aktivierung der B-Zellen mit Produktion von Autoanti-

korpern induziert, die das Fortschreiten der Erkrankung weiter begunstigen.

Normales Gelenk Rheumatoides Gelenk

Knochen
a. B = o ¥ Ostaoklasten
Pannlis ——= %
} B el —— B-Zelle

Dendrtische Zelle
— T-Zelle

Kapsel

Plasmazelle

Neutrophile
Synovialmembran

\\‘_ Angiogenasa
HypeTplastische _.T/, - Makrophage
Synoviozyten Synovia 2 i @
- W 5\

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Gelenkverdnderungen bei RA. In einem normalen Gelenk
(links) sind die artikulierenden Gelenkflachen von einer Knorpelschicht bedeckt. Die Gelenkhéhle wird
von einer Gelenkkapsel umschlossen, die auf der Innenseite kontinuierlich in die Synovialmembran
Ubergeht. Diese besteht aus lockerem Bindegewebe und einer diinnen Deckzellschicht aus Synovio-
zyten. Im Vergleich dazu ist in einem rheumatoiden Gelenk (rechts) die Synovialmembran massiv hy-
pertrophiert und durch B-, T-, und Plasmazellen, sowie Makrophagen, Neutrophile und dendritische
Zellen infiltriert. Die chronische Entziindung der Synovia fiihrt im weiteren Verlauf zur Pannusformation
mit Aktivierung von Osteoklasten und zur Gefalneubildung. (Darstellung modifiziert aus: Choy and
Panayi, N Engl J Med, 20012001 Mar 22;344(12):907-16).

1.1.2 Die Rolle der B-Zellen in der Pathogenese der RA

B-Zellen spielen in der Pathogenese der RA eine wichtige Rolle. Die Depletion von
B-Zellen mit dem monoklonalen Antikorper Rituximab brachte in der Therapie der RA
grolRe Erfolge (Edwards, Szczepanski et al. 2004; Cohen, Emery et al. 2006; De Vita
and Quartuccio 2006). Die Entdeckung der Rheumafaktoren (RF) im Serum von
RA-Patienten fuhrte schon frih zu der Annahme, dass es sich bei der RA um eine
Autoimmunerkrankung handelt. RF sind Autoantikorper der Klassen IgE, IgM, IgA und
IgG, die spezifisch den Fc-Teil von Immunglobulinen binden. Bei der RA handelt es

sich meist um IgM-RF, die bei 80 % aller RA-Patienten nachweisbar, jedoch nicht
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spezifisch fir RA sind (Dorner, Egerer et al. 2004). Erhdhte RF-Titer finden sich
beispielsweise auch bei anderen Autoimmunerkrankungen (Sjorgen-Syndrom), chro-
nisch-entzindlichen Erkrankungen (Hepatitis C oder Tuberkulose) sowie zu einem
geringen Teil auch bei gesunden Menschen (van Boekel, Vossenaar et al. 2002).
Obwohl ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Konzentration der RF im Serum
und dem Schweregrad der RA besteht, ist der zugrundeliegende Pathomechanismus
der RF nicht geklart (van Boekel, Vossenaar et al. 2002). RF sind wahrscheinlich an
der Bildung groRer Immunkomplexe beteiligt und begunstigen das Voranschreiten der
Erkrankung, indem sie das Komplementsystem aktivieren und die Zytokinsynthese ini-
tiieren (Doérner, Egerer et al. 2004).

Bisher werden trotz geringer Spezifitat nur die RF als Markerantikorper in der
Diagnostik der RA verwendet. Neben den RF konnten noch eine Reihe anderer Auto-
antikérper im Serum von RA-Patienten detektiert werden. Der Groldteil dieser Antikor-
per ist vermutlich nicht direkt in die Pathogenese der RA involviert. Einige dieser
Autoantikorper scheinen jedoch im Vergleich zu den RF eine hohere Krankheitsspezi-

fitat zu haben, weshalb sie im Folgenden naher beschrieben werden sollen.

Antikorper gegen citrullinierte Antigene

Es gibt eine Vielzahl weiterer Autoantigene, die von den Autoantikdrpern der RA-Pa-
tienten erkannt werden. Von besonderer Bedeutung sind hierbei Antikorper, die gegen
citrullinierte Antigene gerichtet sind. Die Citrullinierung ist ein physiologischer Pro-
zess, der durch enzymatische Desaminisierung der Aminosaure Arginin bewerkstelligt
wird und eine posttranslationale Modifikation von Proteinen darstellt (Pritzker, Joshi et
al. 2000). Zielantigen der Anti-Keratin-Antikdrper sowie des antiperinuklearen Faktors
ist citrulliniertes Fillagrin (Simon, Girbal et al. 1993; Sebbag, Simon et al. 1995; Girbal-
Neuhauser, Durieux et al. 1999). Weitere citrullinierte Antigene, die in der Synoviaflis-
sigkeit und in der entzindeten Synovia identifiziert werden konnten, sind Fibrinogen,
Vimentin und a-Enolase.

Der Nachweis von Antikorpern gegen citrullinierte Antigene beruht bei den derzei-
tigen Testsystemen auf synthetisch hergestellten, cyclischen citrullinierten Peptiden
(CCP). Im Vergleich zu den RF besitzen anti-CCP-Antikdrper bei ahnlicher Sensitivitat
von 40 % bis 75 % eine Spezifitdt von Uber 96 % in Patientenpopulationen mit eta-

blierter Erkrankung (Bizzaro and Tampoia 2008).
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Neben der hohen diagnostischen Spezifitat fur RA stellen anti-CCP-Antikorper einen

wertvollen diagnostischen Marker in der Frihdiagnostik der RA dar.

Anti-RA33-Antikorper
Anti-RA33-Antikorper sind gegen das heterogene Ribonukleoprotein A2 gerichtet, das

beim Splicevorgang und Transport der mRNA beteiligt ist (Hassfeld, Steiner et al.
1989; Steiner, Hartmuth et al. 1992). Anti-RA33-Antikdrper konnten nur bei 36 % aller
RA-Patienten nachgewiesen werden, besitzen jedoch mit 90 % eine hohe Spezifitat
fur RA (Hassfeld, Steiner et al. 1993). Trotz niedriger Sensitivitat kann die Bestim-
mung dieses Antikorpers insbesondere bei anti-CCP-negativen Patienten oder Patien-
ten mit niedrigtitigem RF als diagnostisches Hilfsmittel dienen (Steiner and Smolen
2002; Nell, Machold et al. 2005). Des Weiteren finden sich anti-RA-33-Antikorper
bereits im frihen Stadium der RA, so dass sie als serologischer Marker in der frihen

Diagnostik der RA verwendet werden konnten.

Anti-Glukose-6-Phosphat-lsomerase-Antikorper

Die Glukose-6-Phosphat-Isomerase (G6PI) ist ein glykolytisches Enzym, das die Kon-
version von Glukose-6-Phosphat zu Fruktose-6-Phosphat katalysiert und das ubiquitar
exprimiert wird. Die G6PI besitzt als Zytokin auch extrazellulare Funktionen und ist
identisch mit den unter ,autocrine motility factor®, Neuroleukin oder ,differentiation and
maturation factor” bekannten Proteinen (Chaput, Claes et al. 1988; Faik, Walker et al.
1988; Watanabe, Takehana et al. 1996; Xu, Seiter et al. 1996).

Im K/BxN-Modell exprimieren Mause einen transgenen T-Zellrezeptor, der ein
Epitop der G6PI erkennt und zu einer spontanen Arthritis mit Produktion von arthrito-
genen Antikorpern gegen G6PI fuhrt (Kouskoff, Korganow et al. 1996; Matsumoto,
Staub et al. 1999). Erhohte anti-G6PI-Titer konnten auch bei einigen RA-Patienten
nachgewiesen werden (Schubert, Schmidt et al. 2002; Jouen, Vittecoq et al. 2004;
Schaller, Stohl et al. 2004).

Die bislang publizierten Studien fuhrten jedoch zu kontroversen Ergebnissen, so
dass eine eindeutige Aussage uber die diagnostische Wertigkeit der anti-G6PI-Anti-
korper derzeit nicht mdglich ist (Schubert, Schmidt et al. 2002). Insgesamt scheint die
G6PI als pathogenes Autoantigen keine wesentliche Rolle in der Entwicklung der
humanen RA zu spielen. In einem Tiermodell konnte jedoch gezeigt werden, dass

durch Immunisierung mit G6PI auch in genetisch unveranderten Mausen eine Arthritis
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induziert werden kann (Schubert, Maier et al. 2004). Damit steht ein Modell zur
Verfugung, das die Identifizierung neuer humanrelevanter Pathomechanismen der RA
ermoglicht. Obwohl im Gelenk Ablagerungen von Immunkomplexen gefunden wurden
(Ishikawa, Smiley et al. 1975) ist noch nicht bewiesen, dass Antikdrper gegen die
eben beschriebenen Antigene pathologisch relevant sind. Daneben spielen auch
Mechanismen der angeborenen Immunitat eine Rolle. Seit langem ist bekannt, dass
Komplement in der Synovialflissigkeit von RA-Patienten aktiviert ist und mit einem
erhohten Verbrauch der Komplementfaktoren C3 und C4 einhergeht (Moxley and
Ruddy 1987; Jose, Moss et al. 1990; Hogasen, Mollnes et al. 1995).

1.1.3 Rolle der T-Zellen und MHC-Molektle in der Pathogenese der RA

Zwillingsstudien und andere genetische Untersuchungen zeigten deutlich die Beteili-
gung genetischer Faktoren in der Pathogenese der RA. Die Konkordanzrate bei eineii-
gen Zwillingen liegt bei 10 % bis 30 % und ist gegenuber zweieiigen Zwillingen um
das Vierfache erhoht (Kwoh, Venglish et al. 1996; Wandstrat and Wakeland 2001;
Newton, Harney et al. 2004). Dabei konnte eine Assoziation der genetischen Suszep-
tibilitat fur RA mit bestimmten Polymorphismen der HLA-Molekiile beobachtet werden.

Mehr als 80 % der RA-Patienten exprimieren HLA-DR1- oder HLA-DR4-Subtypen,
die Uber ein bestimmtes Sequenzmotiv verfugen und ,shared epitope“ (engl.: gemein-
sames Epitop) genannt wird (Gregersen, Silver et al. 1987). Es handelt sich dabei um
die Aminosauren 70 bis 74 (QK/RRAA) und 84 der b-Kette des MHC-II-Molekdls, die
vermutlich fur die genetische Suszeptibilitat bei der RA verantwortlich sind.

Das ,shared epitope” ist moglicherweise direkt in die Pathogenese der RA invol-
viert, indem es durch eine Strukturanderung des MHC-II-Moleklls die Interaktion zwi-
schen T-Zelle, antigenprasentierender Zelle und dem Antigen beeinflusst (Gregersen,
Silver et al. 1987). Bestimmte HLA-Genotypen korrelieren dabei mit einem ungunsti-
geren Krankheitsverlauf. Das Risiko fur extraartikulare Manifestationen und Erosionen
war dann signifikant erhdht, wenn fur diese MHC-Proteine zwei pradisponierende Alle-
le vorlagen (Turesson, Schaid et al. 2005).

Da die einzige bisher bekannte Funktion von MHC-Molekulen die Prasentation
von Antigenen ist, die von den T-Zellrezeptoren der T-Zellen erkannt werden, kann
auf eine direkte Beteiligung der T-Zellen bei der Pathogenese der RA geschlossen
werden. Die Auffassung, die die T-Zellen starker ins Zentrum der RA-Pathogenese

stellt, wurde durch die Beobachtung gestutzt, dass in der Synovia von RA-Patienten
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mehr als 50 % des inflammatorischen Infiltrats T-Zellen sind (Van Boxel and Paget
1975; Cush and Lipsky 1988). Tatsachlich konnten in in vitro Proliferationsexperimen-
ten mit T-Zellen von RA-Patienten eine Reihe potenzieller Autoantigene identifiziert
werden. Dazu zahlen insbesondere Kollagen I, Proteoglykane, Aggrekan, Hitze-
schockproteine und andere meist gelenkspezifische Autoantigene (Firestein 2003).

Die insgesamt geringen Erfolge unterschiedlicher auf T-Zell-Inhibition gerichteter
Therapien, wie zum Beispiel die Depletion von CD4*-T-Zellen (van der Lubbe,
Dijkmans et al. 1995; Kalden, Breedveld et al. 1998), fihrten zu der Vermutung, dass
T-Zellen nur an der Induktion der Arthritis beteiligt sind. Diese Hypothese wurde vor
allem durch die Detektion nur geringer Mengen T-Zell-spezifischer Zytokine wie Inter-
feron-y (IFN-y) und Interleukin-2 (IL-2) unterstutzt (Firestein, Alvaro-Gracia et al. 1990;
Firestein and Zvaifler 1990; Lundy, Sarkar et al. 2007).

Andererseits werden Patienten erfolgreich mit einem CTLA-4-lg-Fusionsprotein
(engl.: cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4-lgG1) behandelt, das die Ubertra-
gung des kostimulatorischen Signals von den antigenprasentierenden Zellen (APZ)
auf die T-Lymphozyten verhindert. Zudem wurde kurzlich eine neue Subpopulation
von T-Helferzellen (Th-Zellen) in Seren von RA-Patienten beschrieben, die durch die
Produktion des hochinflammatorischen Zytokins IL-17 charakterisiert ist (Chabaud,
Durand et al. 1999; Ziolkowska, Koc et al. 2000). Die Inhibition von Th17-Zellen bzw.
dessen Produkt IL-17 war in Tierversuchen therapeutisch wirksam und scheint bei der

Therapie der RA vielversprechend zu sein (Lubberts, Koenders et al. 2005).

1.1.4 Die Rolle der Zytokine in der Pathogenese der RA

In der Synovia von gesunden Patienten stehen die proinflammatorischen und antiin-
flammatorischen Zytokine in einer Art Gleichgewicht. Wird dieses komplex regulierte
Zytokinnetzwerk so gestort, dass sich ein Ungleichgewicht zugunsten der proinflam-
matorischen Zytokine einstellt, kann sich eine Entzindung mit dem Kklinischen Bild
einer RA entwickeln. In der Synovia von RA-Patienten gibt eine Vielzahl von Zytoki-
nen, die Uberwiegend von Makrophagen oder makrophagenahnlichen Zellen bzw.
Fibroblasten produziert werden (Firestein, Alvaro-Gracia et al. 1990). Dazu zahlen die
Zytokine IL-1, IL-6, IL-8, IL-15, IL-18, Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und GM-CSF
(engl.: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor). Auffallig ist, dass nur
geringe Mengen T-Zell-spezifischer Zytokine IFN-y und IL-2 gefunden werden, obwohl
uber 50 % des entzundlichen Infiltrats T-Zellen sind (Firestein 2003).

8



Einleitung

Daneben werden aber auch antiinflammatorische Zytokine wie TGF- (engl.:
transforming growth factor), IL-10 (Fava, Olsen et al. 1989; Katsikis, Chu et al. 1994,
Wahl 1994) und IL-1-Rezeptroantagonist sowie das Protein SOCS3, ein Zytokinsignal
supprimierendes Protein, in der Synovia exprimiert (Shouda, Yoshida et al. 2001).
TNF-a und IL-1 scheinen dabei in der Pathogenese der RA eine zentrale Rolle einzu-
nehmen, indem sie unter anderem die Produktion anderer inflammatorischer Zytokine
beeinflussen. Es konnte gezeigt werden, dass durch Zugabe von anti-TNF-a in vitro
die Expression anderer proinflammatorischer Zytokine wie IL-1, IL-6, IL-8 und
GM-CSF reduziert werden kann (Brennan, Chantry et al. 1989). Die Blockierung von
IL-1 fUhrt zu einer reduzierten Produktion von IL-6 und IL-8, nicht aber von TNF-a
(Feldmann, Brennan et al. 1996).

Ein weiteres fur die Pathogenese der RA relevantes Zytokin ist das von den
TH17-Zellen produzierte IL-17. IL-17 induziert die Sekretion von IL-6, IL-8, Prostaglan-
din E; und G-CSF (engl.: granulocyte colony-stimulating factor) in synovialen Fibro-
blasten sowie die Sekretion von IL-1 und TNF-a in Makrophagen (Fossiez, Djossou et
al. 1996; Jovanovic, Di Battista et al. 1998). Zusatzlich induziert IL-17 die durch IL-1
und TNF-o vermittelte Zytokinproduktion im Sinne eines Synergismus (Chabaud,
Fossiez et al. 1998; Miossec 2003). Es konnte gezeigt werden, dass eine kombinierte
Inhibition von TNF-a und IL-1 bzw. IL-17 die Produktion von IL-6 starker supprimiert
als die alleinige Blockade von TNF-a (Chabaud and Miossec 2001).

Es gibt es in der Syonvia noch eine Vielzahl anderer Zytokine, die auf unter-
schiedliche Zelltypen und Gewebe einwirken. Eine besonders wichtige Funktion dieser
Zytokine ist die Aktivierung von unterschiedlichen Zelltypen. Diese bewirkt bei den
Makrophagen eine verstarkte Phagozytose mit Freisetzung weiterer Zytokine, bei den
T- und B-Zellen die Proliferation und Differenzierung in Effektor- und Plasmazellen.
Durch Chemotaxis ziehen Zytokine weitere Effektorzellen, wie z.B. neutrophile Leuko-
zyten, an den Ort der Entzindung. Sie wirken aber auch direkt auf den Gelenkknorpel,
indem sie Osteoklasten und Chondrozyten aktivieren und dadurch die Freisetzung de-
gradierender Enzyme wie Metalloproteinasen sowie die Knochenresorption férdern.

Eine weitere wichtige Funktion von Zytokinen ist die Induktion der Expression von
Zelladhasionsmolekulen. Die Synovia von RA-Patienten zeigt eine erhohte Expression
von E-Selektin auf Endothelzellen und von VCAM-1 und ICAM-1 auf Endothelzellen
und Makrophagen (Koch, Burrows et al. 1991; Tak, Thurkow et al. 1995).
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Da ein Grofteil der Zytokine von Makrophagen exprimiert wird, sind Makrophagen
vermutlich die wichtigsten Effektorzellen der RA. Auch Synoviozyten mit fibroblast-
und makrophagenahnlichen Eigenschaften konnten durch die Fahigkeit der Zytokinse-
kretion, Phagozytose und Antigenprasentation an T-Zellen eine wichtige Rolle spielen
(Edwards 1994).

1.2 Tiermodelle der RA

Tiermodelle sind in der Rheumaforschung unverzichtbar. Sie helfen spezielle Patho-
mechanismen oder den Einfluss bestimmter Gene zu untersuchen, aber auch neue
Therapiestrategien zu entwickeln. Eines der ersten Tiermodelle war die Adjuvant-indu-
zierte Arthritis (AA). Durch intrakutane Injektion mit komplettem Freundschen
Adjuvans (CFA) konnte eine Arthritis in bestimmten Rattenstdmmen induziert werden
(Pearson 1956). Zu diesem Modell zahlen auch die Immunisierungen mit den nicht
immunogenen Adjuvantien Muramyldipeptid, Avridin oder Pristan (Chang, Pearson et
al. 1980; Chang, Pearson et al. 1981), die von B- und T-Zellen nicht als Antigene
erkannt werden, da sie Uber keine MHC-Komplex-bindenden Peptide (engl.: Major
Histocompatibility Complex) verfugen (Holmdahl, Lorentzen et al. 2001). Das Adju-
vans Pristan induziert dabei auch in Mausen eine Arthritis (Bedwell, Elson et al. 1987;
Wooley, Seibold et al. 1989).

Das bekannteste antigenspezifische Tiermodell der RA ist die Kollagen-induzierte
Arthritis, bei der Ratten nach Immunisierung mit heterologem Kollagen Il eine Arthritis
entwickeln (Trentham, Townes et al. 1977). Eine Arthritis wird bei Ratten und Mausen
auch nach Immunisierung mit Kollagen 1X, Kollagen Xl (Cremer, Ye et al. 1998; Lu,
Carlsen et al. 2002) und anderen gelenkspezifischen Proteinen wie COMP (engl.:
Cartilage Oligomeric Matrix Protein) (Carlsen, Hansson et al. 1998), Aggrekan (Glant
and Mikecz 2004) oder dem Knorpelglykoprotein gp39 (Verheijden, Rijnders et al.
1997) beobachtet.

Fortschritte in der Gentechnik ermdglichten die Entwicklung von transgenen Tier-
modellen. Diese ermdglichten insbesondere die Erforschung der Rolle bestimmter
Gene in der Immunpathogenese der RA. Bei dem K/BxN-Modell exprimieren die
Mause einen transgenen T-Zellrezeptor, der ein Epitop der G6PI erkennt und Uber
eine antikorpervermittelte Immunreaktion spontan zu einer Arthritis fihrt (Kouskoff,
Korganow et al. 1996; Matsumoto, Staub et al. 1999).
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Dieses Modell diente als theoretische Grundlage bei der Etablierung der G6PI-indu-
zierten Arthritis. Nicht transgene Mause entwickeln nach Immunisierung mit humaner
G6PI eine Arthritis, die im Unterschied zum K/BxN-Modell nicht durch Transfer von
Antikérpern induziert werden kann (Schubert, Maier et al. 2004; Kamradt and
Schubert 2005). Da es zwischen der Kollagen-induzierten Arthritis, dem K/BxN-Modell
und der G6PI-induzierten Arthritis neben vielen Gemeinsamkeiten auch Unterschiede
gibt, sollen diese drei Tiermodelle im Folgenden naher erlautert werden.

1.2.1 Die Kollagen-induzierte Arthritis (CIA)

Bei der Kollagen-induzierten Arthritis entwickeln bestimmte Rattenstamme nach intra-
kutaner Immunisierung mit Kollagen Il (Cll) aus Huhnern, dem Menschen oder Ge-
lenkknorpeln von Ratten in komplettem und in inkomplettem Freundschen Adjuvans
eine Arthritis (Trentham, Townes et al. 1977). In der Maus fuhrt die Immunisierung mit
heterologem CII zu einer akuten Form der Arthritis, die selbstlimitierend ist. Die Immu-
nisierung mit autologem CIll dagegen fuhrt nur in einigen suszeptiblen Stammen zu
einer Arthritis, die dann aber durch einen besonders schweren und chronischen
Verlauf gepragt ist (Holmdahl, Andersson et al. 1989; Malfait, Williams et al. 2001).

1.2.1.1 Die Rolle der T-Zellen und MHC-Molekiile in der CIA

In der CIA beobachtet man, wie auch bei der humanen RA, eine Assoziation der ge-
netischen Suszeptibilitat fur RA mit bestimmten Polymorphismen der MHC-Molekule.
Mause mit dem Haplotyp H2-q (DBA/1 und B10.Q) und H2-r (B10.RIII) exprimieren die
MHC-II-Molekile I-A% bzw. I-A" und sind suszeptibel fiir die CIA. Dabei bindet das
MHC-Molekil I-AY interessanterweise an dieselbe immundominante Peptidregion des
Cll wie die RA-assoziierten HLA-DR4-Subtypen beim Menschen (Wooley, Luthra et al.
1981; Rosloniec, Whittington et al. 1996; Kjellen, Brunsberg et al. 1998).

Die MHC-II-Assoziation und die Tatsache, dass die Blockierung von T-Zellen oder
der T-Zellfunktion eine Arthritisentwicklung verhindert, fihrten zu der Annahme, dass
T-Zellen direkt in die Pathogenese der CIA involviert sind (Brahn and Trentham 1984;
Ranges, Sriram et al. 1985). Andererseits entwickeln auch CD4-defiziente Mause
eine Arthritis (Tada, Ho et al. 1996), so dass die genaue Rolle der T-Zellen noch wei-

ter untersucht werden muss.
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1.2.1.2 Die Rolle der B-Zellen und Antikorper in der CIA

Hauptfaktor in der Pathogenese der CIA scheint jedoch die Produktion von arthritoge-
nen Autoantikérpern gegen CIl zu sein. Die nach Immunisierung mit heterologem CI|
produzierten Antikorper binden an den Gelenkknorpel und induzieren Uber die Aktivie-
rung des Komplementsystems eine Arthritis in den suszeptiblen Stammen (Terato,
Hasty et al. 1992). Anders als bei dem T-Zelltransfer konnte durch den passiven
Transfer von anti-ClI-Serum eine Arthritis in suszeptiblen und nicht suszeptiblen
Stammen induziert werden (Watson and Townes 1985), wobei die klinische Sympto-
matik der Arthritis weniger stark ausgepragt war und generell einen milderen Verlauf
zeigte (Englert, Ferguson et al. 1986; Holmdahl, Jansson et al. 1990).

Anti-ClI-Antikérper werden aber auch von einigen nicht suszeptiblen Stammen
produziert, so dass qualitative Unterschiede der Antikorper in den verschiedenen
Stammen diskutiert wurden (Wooley, Luthra et al. 1981; Holmdahl, Jansson et al.
1988). Tatsachlich kann eine Arthritis nur dann Ubertragen werden, wenn mindestens
drei verschiedene monoklonale Antikérper mit jeweils unterschiedlicher Epitopspezifi-
tat kombiniert werden (Terato, Hasty et al. 1992; Cremer, Ye et al. 1998).

Ein weiterer Effektormechanismus der Antikorper ist die Aktivierung des Komple-
mentsystems. Die Depletion von C3 mit dem Kobra-Venom-Faktor fuhrte bei Ratten
zu einer verzogerten Manifestation der CIA, so dass auch von einer direkten Beteili-
gung des Komplementsystems ausgegangen werden kann (Morgan, Clague et al.
1981). Unterstutzt wurde die Hypothese durch die Beobachtung, dass DBA/1-Mause
mit einer genetischen Deletion von den Komplementfaktoren C5, C3 oder Faktor B
eine Resistenz gegen die CIA entwickeln, obwohl hohe IgG,,-Titer gegen CIll gemes-
sen werden (Hietala, Jonsson et al. 2002; Wipke, Wang et al. 2002). Daneben zeigte
die Anwendung des Ioslichen Komplementrezeptors CR1 (CD35) in diesen Mausen

eine deutliche Reduktion von Entzindung und Arthritis (Dreja, Annenkov et al. 2000).

1.2.1.3 Die Rolle der Zytokine in der CIA

Auch Zytokine sind in die Pathogenese der CIA involviert. Studien zeigten, dass
ahnlich der humanen RA auch in der CIA die proinflammatorischen Zytokine TNF-qa,
IL-1, IL-17 und IL-6 von entscheidender Bedeutung sind. Die Therapie mit einem
Antikorper gegen TNF-a oder dem I6slichen rekombinant humanen TNF-a-Rezeptor
kurz vor oder nach der Manifestation der CIA flhrte bei Mausen zu einer signifikanten

Reduktion der Inzidenz und des Schweregrads der Arthritis (Piguet, Grau et al. 1992;
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Thorbecke, Shah et al. 1992; Williams, Feldmann et al. 1992; Wooley, Dutcher et al.
1993). Auch die Anwendung von anti-IL-1-Antikorpern zeigte therapeutische Effekte
bei der Maus (van den Berg, Joosten et al. 1994; Bresnihan, Alvaro-Gracia et al.
1998). Mause mit einer genetischen Deletion fur IL-17 sind resistent gegen die
Entwicklung einer CIA. IL-6-defiziente Mause zeigen ebenfalls keine oder eine milde
Arthritis (Alonzi, Fattori et al. 1998; Sasai, Saeki et al. 1999; Nakae, Nambu et al.
2003).

1.2.2 Das K/BxN-Modell

Das K/BxN-Modell ist ein transgenes Tiermodell, bei dem zwei Mausstamme mitein-
ander gekreuzt werden. Der KRN-Stamm exprimiert einen transgenen T-Zellrezeptor
(TZR), der im Zusammenhang mit dem MHC-II-Molekiil I-A* ein Peptid der bovinen
Pankreasnuklease (RNAse) erkennt. Die Mause des NOD-Stamms (engl.: non obese
diabetes) exprimieren das MHC-II-Molekiil I-A%” und neigen zur Entwicklung von Auto-
immunkrankheiten wie Diabetes mellitus Typ | oder Thyeroiditis (Tisch and McDevitt
1996). Die aus der Kreuzung dieser beiden Stamme entstehenden K/BxN-Mause ent-
wickeln nach vier bis funf Wochen spontan eine schwere symmetrische Polyarthritis,
die der humanen RA sehr ahnlich ist (Kouskoff, Korganow et al. 1996). Dabei erkennt
der transgene TZR der KRN-Maus im Kontext mit der I-A%” Prasentation die ubiquitar

exprimierte G6PI, ein Enzym des Kohlenhydratstoffwechsels.

1.2.2.1 Die Rolle der T-Zellen und MHC-Molekiile im K/BxN-Modell

Bei der Entwicklung der Arthritis spielen sowohl der transgene TZR als auch das
MHC-II-Molekiil 1-A% eine wichtige Rolle. Eine spontane Arthritis wurde nur bei der
F1-Generation einer KRNxNOD-Kreuzung beobachtet, nicht aber bei den Nachkom-
men einer KRNxC57BL/6- oder KRNxBALB/c-Kreuzung. Wurde jedoch der KRN-
Stamm mit einem fiir das MHC-II-Molekiil I-A%” kongenen C57BL/6-Stamm gekreuzt,
so konnte wieder bei allen Nachkommen eine Arthritis beobachtet werden.

Ebenso wurde eine Arthritis beobachtet, wenn bei der Kreuzung BALB/c-Mause
verwendet wurden, die transgen fiir A%’ waren und daher I-A% exprimierten
(Kouskoff, Korganow et al. 1996). Da das MHC-I-Molekil [|-A% fiir die
Arthritisentwicklung von entscheidender Bedeutung ist, sind vermutlich auch die KRN-
TZR tragenden T-Zellen direkt in die Pathogenese involviert. Die Entwicklung einer

Arthritis konnte verhindert werden, wenn die Mause bis spatestens flinf Tage vor der
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klinischen Manifestation mit einem anti-CD4-Antikorper behandelt wurden. Die
Blockade von CD4 zu einem spateren Zeitpunkt hatte keinen therapeutischen Effekt,
was fur eine fruhe Beteiligung der T-Zellen in der Pathogenese spricht.

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die Arthritisentwicklung nur von dem
transgenen TZR und nicht von weiteren endogenen TZR abhangt. Im Vergleich zu
den KRN-Mausen sind RAG-defiziente KRN-Mause (engl.: recombinase-activating
gene) nicht in der Lage, zusatzliche endogene TZR zu exprimieren und besitzen da-
her ausschlieBlich T-Zellen mit dem transgenen TZR. Knochenmark von KRN- oder
RAG™-KRN-Mausen wurde in bestrahlte Ca’/BxN-Méause transferiert, die bis auf eine
Mutation den Nachkommen einer C57BL/6xNOD-Kreuzung entsprechen. Die Mutation
in der a-Kette des TZR fiihrt bei Ca”/BxN-Mausen dazu, dass sie zwar ein normales
B-Zellkompartiment, nicht aber eigene T-Zellen besitzen. Nach dem Knochenmark-
transfer wurde in allen Empfangermausen eine Arthritisentwicklung beobachtet, was
zeigt, dass allein der transgene TZR fur die Erkrankung verantwortlich ist (Mangialaio,
Ji et al. 1999).

1.2.2.2 Die Rolle der B-Zellen und anti-G6PI-Autoantikdrper im K/BxN-Modell

Die Arthritisentwicklung hangt nicht nur von den T-Zellen, sondern auch von den
B-Zellen und den von ihnen produzierten Antikorpern ab. K/BxN-Mause, die aufgrund
einer uMT°-Mutation keine reifen B-Zellen besitzen, entwickelten keine Arthritis
(Kouskoff, Korganow et al. 1996).

RAG™-C57BL/6-Mause, die weder B- noch T-Zellen besitzen, entwickelten nach
einem Transfer von Milzzellen aus K/BxN-Mausen eine Arthritis. Wurden jedoch vor
dem Transfer die B-Zellen aus der Milzeinzelzellsuspension eliminiert, so waren die
Empfangermause resistent gegen Arthritis (Mangialaio, Ji et al. 1999). Auch CD40-de-
fiziente K/BxN-Mause zeigten keine Arthritis. Dies spricht dafur, dass B-Zellen fur ihre
arthritogene Funktion T-Zellhilfe bendtigen (Mangialaio, Ji et al. 1999; 2002).

Durch den Transfer von Serum oder aufgereinigtem Immunglobulin G (IgG) sus-
zeptibler K/BxN-Mause in Empfangermause war es moglich, eine Arthritis zu induzie-
ren. Anders als bei der Spontanarthritis wurde bei der Serumtransfer-induzierten Ar-
thritis nach 15 bis 30 Tagen eine deutliche Abnahme der klinischen Symptomatik
beobachtet. Auch die histologische Untersuchung der Gelenke am Tag 35 nach dem
Serumtransfer zeigte keine Zeichen einer Arthritis (Mangialaio, Ji et al. 1999). Dass

die Arthritis durch wiederholte Injektionen von Serum aufrecht erhalten werden
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konnte, spricht flr die Existenz arthritogener IgG-Antikérper im K/BxN-Modell. Die
Inkubation von Gewebe mit Serum zeigte tatsachlich eine Bindung der IgG-Antikorper
an ein 55 kD schweres Protein, welches als Glukose-6-Phosphat-lsomerase
identifiziert werden konnte und auch von den transgenen T-Zellen erkannt wird
(Matsumoto, Staub et al. 1999).

Eine hohe Frequenz G6PI-spezifischer B-Zellklone konnte in der Milz und anderen
Lymphorganen detektiert werden. Eine Arthritis konnte aber nur dann induziert
werden, wenn mindestens zwei verschiedene monoklonale anti-G6PI-Antikérper vom
Isotyp IgG1 mit jeweils unterschiedlicher Epitopspezifitat eingesetzt wurden (Maccioni,
Zeder-Lutz et al. 2002). Je mehr verschiedene monoklonale Antikdrper injiiziert wur-
den, desto starker war die Arthritis ausgepragt. Diese Beobachtung lasst vermuten,
dass wie bei der CIA die Bildung grof3er Immunkomplexe von entscheidender Bedeu-
tung ist.

Nur wenige Minuten nach intravenéser Gabe von gereinigten anti-G6PI-Antikor-
pern wurden diese in den distalen Gelenken der vorderen und hinteren Extremitaten
der Mause lokalisiert (Wipke, Wang et al. 2002). Weiterhin konnte extrazellulare G6PI
an der Knorpeloberflache der Gelenke detektiert werden, die Uberwiegend in Form
von Immunkomplexen zusammen mit IgG und dem Komplementfaktor C3 vorlag

(Matsumoto, Maccioni et al. 2002).

1.2.2.3 Die Rolle des Komplementsystems und Fc-Rezeptoren im K/BxN-Modell

Durch Transferexperimente konnten weitere Effektormechanismen der Antikorper
identifiziert werden. Einer dieser Mechanismen ist die Bindung der Antikorper an
Fc-Rezeptoren (FcR). Diese verbinden die Antigenspezifitdt der Antikdrper mit den
Antigen-unspezifischen Effektormechanismen der FcyR-exprimierenden Effektorzellen
und stellen ein Bindeglied zwischen dem angeborenen und dem adaptativen Immun-
system dar.

FCyR"‘—Méuse, die keine funktionellen aktivierenden FcyRl und FcyRIIl ex-
primieren, entwickeln nach Serumtransfer keine Arthritis. Dabei konnte mit Fc:yRIII'/'—
Mausen gezeigt werden, dass dieser Rezeptor entscheidend fur die Arthritisentwick-
lung ist (Ji, Ohmura et al. 2002). Mause, die FcyRI™ sind, entwickeln eine Arthritis
vergleichbar mit den Wildtyptieren (Ji, Gauguier et al. 2001; Ji, Ohmura et al. 2002).
Die Rolle der FcyRIl ist bisher nicht vollstandig geklart. In einer Studie, die von Corr

und Crain durchgefiihrt wurde, entwickelten FcyRII"-M&use im Vergleich zu den Wild-
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typen nach Serumtransfer schneller eine Arthritis (Corr and Crain 2002), wahrend in
einer anderen Studie kein Einfluss der FcyRII auf die Arthritisentwicklung beobachtet
werden konnte (Ji, Gauguier et al. 2001). Jedoch sind die Uber die FcyRIIl vermittelten
Funktionen absolut notwendig, um eine Arthritis mit Hilfe von Antikérpern zu transfe-
rieren. Neben den Fc-Rezeptoren ist auch das Komplementsystem bei der Arthritis-
entwicklung beteiligt.

Mause, die defizient flur die Komplementfaktoren B, C3, C5 oder den C5a-Rezep-
tor (C5aR) sind, entwickelten nach Serumtransfer von K/BxN-Mausen keine Arthritis
(Ditzel 2004). Eine zentrale Rolle spielt dabei der Komplementfaktor C5. Wildtypen,
die nach einem Serumtransfer erkrankt waren, konnten erfolgreich mit einem mono-
klonalen Antikorper gegen C5 behandelt werden. Der rechtzeitige Einsatz der Thera-
pie konnte sogar die Entwicklung einer Arthritis verhindern (Ji, Ohmura et al. 2002).
Da Mause mit einer genetischen Depletion der Kompelementfaktoren C1q oder C4
nach Serumtransfer eine Arthritis entwickeln, scheint der klassische Weg der Komple-
mentkaskade pathologisch nicht relevant zu sein (Ji, Ohmura et al. 2002). Im
Gegensatz dazu wird dem alternativen Weg der Komplementkaskade eine wichtige
Rolle in der Arthritisentwicklung zugeschrieben. Nur wenige Mause, die defizient flr
den Faktor B sind, entwickeln eine Arthritis, die dann aber auch nur sehr schwach
ausgepragt ist (Ji, Ohmura et al. 2002).

Im K/BxN-Modell ist der Haupteffektormechanismus der Komplementaktivierung
vermutlich die Aktivierung des C5aR durch Cb5a. Die zusatzliche Aktivierung des
FcyRIIl fuhrt dann zur Aktivierung anderer Effektorzellen wie Makrophagen, Mastzel-
len und Neutrophilen, die durch Freisetzung von Zytokinen, Chemokinen oder degra-
dierenden Enzymen den Krankheitsprozess fordern. Es ist bekannt, dass insbesonde-
re Neutrophile und Mastzellen direkt in die Pathogenese involviert sind. So zeigen die
beiden mastzelldefizienten Mausstamme S1/S1°% und W/W"' nach Serumtransfer eine
Resistenz gegen Arthritis (Lee, Friend et al. 2002). Werden den W/W"-Mausen jedoch
in vitro generierte Mastzellen Ubertragen, so sind die Mause nach einem Serumtrans-
fer wieder suszeptibel fur Arthritis.

Neutrophile Leukozyten kdnnen bereits 48 Stunden nach Serumtransfer in den
betroffenen Gelenken der Empfangermause detektiert werden. Mause, die keine neu-
trophilen Leukozyten besitzen, sind ebenfalls resistent gegen eine Arthritisentwick-

lung. Mit Hilfe eines Antikorpers gegen Neutrophile ist es sogar moglich, eine durch
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K/BxN-Serumtransfer induzierte Arthritis therapeutisch zu behandeln (Wipke and Allen
2001).

1.2.2.4 Die Rolle der Zytokine im K/BxN-Modell

Bei der humanen RA spielen insbesondere TNF-a und IL-1 eine zentrale Rolle. Diese
Zytokine beeinflussen auch im K/BxN-Modell den Verlauf der Arthritis. IL-1R™"-Mause,
bei denen sowohl die IL-1a als auch IL-1b vermittelten Signalwege blockiert sind,
zeigten nach Transfer von K/BxN-Serum keine Arthritis (Ji, Pettit et al. 2002).

Anders als bei der humanen RA kann durch die Gabe von anti-TNF-a-Antikorpern
der Arthritisverlauf nicht beeinflusst werden (Kyburz, Carson et al. 2000; Ji, Pettit et al.
2002). Da jedoch nach Serumtransfer in TNF-o"-M&usen eine reduzierte Inzidenz
beobachtet wurde, wird dem Zytokin TNF-o eine wichtige, aber nicht unabdingbare
Rolle in der Arthritisentwicklung zugesprochen (Ji, Pettit et al. 2002). IL-6 dagegen
scheint nicht in die Pathogenese der Arthritis involviert zu sein. IL-6"-M&use ent-
wickelten nach Serumtransfer eine Arthritis, die sowohl in der Inzidenz als auch im
Verlauf kaum einen Unterschied zu der Arthritis in Wildtypen zeigte (Ji, Pettit et al.
2002).

1.2.3 Die G6PIl-induzierte Arthritis

Bei der G6PI-induzierten Arthritis entwickeln genetisch unveranderte Mause nach Im-
munisierung mit nativer oder denaturierter heterologer G6PI eine symmetrische peri-
phere Polyarthritis. Im genetisch suszeptiblen DBA/1-Stamm betrug die Inzidenz der
G6PI-induzierten Arthritis Uber 90 %. Die klinischen Zeichen manifestierten sich etwa
neun Tage nach Immunisierung und waren am 14. Tag maximal ausgepragt. Ein
ahnlicher Verlauf der Arthritis wurde mit leicht reduzierter Inzidenz auch nach Immuni-
sierung mit autologer G6PI beobachtet (Schubert 2005). Mit diesem Modell wurde
somit erstmalig gezeigt, dass eine Autoimmunreaktion gegen ein ubiquitar exprimier-
tes Antigen eine organspezifische Erkrankung in nicht transgenen Mausen induzieren
kann (Schubert 2005).

1.2.3.1 Die Rolle der MHC-Molekiile in der G6PIl-induzierten Arthritis

Die Immunisierung unterschiedlicher Mausstamme mit humaner G6PI fihrte nur in
dem DBA/1-Stamm zu einer Arthritis. Dieser exprimiert den MHC-Haplotyp H2-q und
ist auch fur die CIA suszeptibel. B10.Q-Mause dagegen, die denselben MHC-Haplotyp
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exprimieren, waren resistent, so dass bei der G6PI-induzierten Arthritis keine eindeu-
tige Assoziation der genetischen Suszeptibilitat mit bestimmten Polymorphismen der
MHC-Molekulle beobachtet werden konnte (Schubert, Maier et al. 2004).

Es gibt dennoch Hinweise, dass der MHC-Locus fur die Pathogenese der G6PI-indu-
zierten Arthritis von Bedeutung ist. Die in dieser Arbeit verwendeten B10.Q-Mause
wurden von Jackson Laboratories bezogen und besal3en eine naturliche Mutation im
Tyk2-Gen. Da diese Mause auch resistent gegen die CIA sind, wird dieser Mutation
eine Arthritis-protektiven Wirkung zugeschrieben (Shaw, Boyartchuk et al. 2003).
B10.Q-Mause von anderen Anbietern dagegen entwickelten nach Immunisierung mit
heterologer G6PI eine schwach ausgepragte Arthritis. Mause vom C3H.Q-Stamm
zeigten sogar eine chronisch verlaufende Arthritis (Bockermann, Schubert et al.
2005). Zudem wird bei DBA/2-Mausen, die bis auf die Expression des MHC-Haplotyps
H2-d dem DBA/1-Stamm genetisch sehr ahnlich sind, eine Resistenz gegen Arthritis

beobachtet, was fur eine ahnliche Rolle des MHC-Locus wie bei der CIA spricht.

1.2.3.2 Die Rolle der T-Zellen und Zytokine in der G6PI-induzierten Arthritis

Die Beteiligung des MHC-Locus an der Arthritisentwicklung Iasst den direkten Schluss
zu, dass auch T-Zellen bei der Arthritisentwicklung beteiligt sind. Nach Restimulation
der T-Zellen mit G6PI konnte nur in den Zellen der drainierenden Lymphknoten der
genetisch suszeptiblen DBA/1-Mause eine Proliferation gemessen werden (Schubert
2005). Die T-Zellen der SWR- und B10.Q-Mause zeigten keine Proliferation, obwohl
sie ebenfalls den MHC-Haplotyp H2-q exprimieren und den T-Zellen demnach diesel-
ben Epitope prasentiert werden mussten wie bei dem DBA/1-Stamm. Da SWR-Mause
50% des Vp-Gens nicht besitzen und deshalb einen T-Zelldefekt aufweisen (Behlke,
Chou et al. 1986), spricht der Befund dafiir, dass CD4"-T-Zellen eine wichtige Rolle
fur die Arthritisentwicklung spielen.

Bei den in diesem Experiment verwendeten B10.Q-Mausen handelte es sich
ebenfalls um die Tiere von Jackson Laboratory. Die Mutation im Tyk2-Gen konnte
auch Einfluss auf das Proliferationsverhalten der T-Zellen haben. Eine Behandlung
der Tiere mit dem CD4"-depletierenden Antikérper YTS191.1 vor Manifestation der
klinischen Symptomatik verhinderte die Entwicklung der Arthritis fast vollstandig und
zeigte auch bei bereits voll etablierter Arthritis eine rasche und schnelle Remission
(Schubert 2005).
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CD4"-T-Zellen sind daher nicht nur fiir die Induktion, sondern auch fiir die Effek-
torphase der G6PI-induzierten Arthritis notwendig. Daneben werden aber auch die
von den CD4"-T-Zellen produzierten Zytokine benétigt. In den drainierenden Lymph-
knoten werden TNF-a, IL-6 und IL-17 exprimiert, wahrend in der Milz hauptsachlich
TNF- a, viel IL-6 und nur wenig IL-17 produziert werden (Schubert 2005). Wie bei der
CIA konnte auch bei der G6PI-induzierten Arthritis die Inzidenz durch Blockierung von
TNF-a reduziert werden. Nur 30 % der Mause erkrankten an Arhritis, wenn sie direkt
nach Immunisierung mit humaner G6PI mit dem I6slichen TNF-a-Rezeptor Etanercept
behandelt wurden (Schubert 2005). Anders als bei der CIA zeigte die Anwendung von
Etanercept bei bereits eingetretener Arthritis keinen therapeutischen Effekt, so dass
die durch TNF-a vermittelten Effekte wahrscheinlich nur an der Induktion beteiligt sind
(Schubert 2005).

1.2.3.3 Die Rolle der B-Zellen und Komplementfaktoren in der G6PIl-induzierten
Arthritis

Im suszeptiblen DBA/1-Stamm kénnen sechs Tage nach Immunisierung mit rekombi-
nant humaner G6PI (rhG6PI) hohe Antikorpertiter gegen G6PI detektiert werden. Die
Titer erreichen nach neun Tagen Ihr Maximum und sind auch nach Abklingen der klini-
schen Symptomatik bis zum 30.Tag hochtitrig nachweisbar (Schubert, Maier et al.
2004).

Im Gegensatz zum K/BxN-Modell konnte die G6PI-induzierte Arthritis nicht durch
Transfer von aufgereinigten Immunglobulinen in Empfangermause Ubertragen werden
(Schubert, Maier et al. 2004). Eine friilhe Depletion von CD4*-T-Zellen vor dem Zeit-
punkt der Immunisierung fuhrte zu einer fast vollstandigen Unterbindung der Antikor-
perproduktion. Die anti-G6PI-Titer von DBA/1-Mausen dagegen, die am sechsten und
neunten Tag nach Immunisierung mit depletierenden Antikdrpern gegen CD4 behan-
delt wurden, unterschieden sich nicht von den Titern der G6PIl-immunisierten und
nicht behandelten Tiere. Die CD4-depletierten Tiere zeigten dabei weder klinisch noch
histologisch Zeichen einer Arthritis (Schubert, Maier et al. 2004; Schubert 2005). Auch
nicht suszeptible Stdamme produzieren hohe anti-G6PI-Titer (Schubert, Maier et al.
2004).

Diese Befunde und die Tatsache, dass CD4"-T-Zellen fir die Effektorphase bend-
tigt werden, sprechen gegen die Induzierbarkeit der G6PI-induzierten Arthritis einzig

durch anti-G6PI-Antikorper, schliefen jedoch eine pathogene Bedeutung der Antikor-
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per nicht zwangslaufig aus. Eine wichtige Effektorfunktion von Antikérpern ist die Bin-
dung an Fc-Rezeptoren, die zur Proliferation von B-Zellen, Phagozytose bei Makro-
phagen und zur Degranulation von Mastzellen fuhrt. DBA/1-Mause, die keine aktivie-
renden FcyRIl und FcyRIIl exprimierten, entwickelten eine Arthritis mit reduzierter
Inzidenz und milderem Verlauf (Schubert, Maier et al. 2004). DBA/1-Mause dagegen,
die defizient fir den inaktivierenden FcyRIIB waren, entwickelten zu 100 % eine Arthri-
tis, die durch einen chronischen Verlauf gepragt war (Schubert, Maier et al. 2004). Da
die einzig bekannte extrazellulare Funktion der FcR die Bindung von Antikorpern ist,
wurde damit indirekt bewiesen, dass Antikorper fur die Pathogenese der GG6PI-
induzierten Arthritis von entscheidender Bedeutung sind (Schubert 2005).

Neben den FcR ist auch das Komplementsystem ein wesentliches Bindeglied zwi-
schen angeborener und humoraler Immunitat. Der Komplementfaktor C5 nimmt dabei
eine zentrale Stellung in der Komplementkaskade ein. Alle Induktionswege der Kom-
plementkaskade minden uber die Aktivierung des Komplementfaktors C5 in die Initiie-
rung der Effektormechanismen wie Zytolyse und Chemotaxis. Die Inhibition des Kom-
plementfaktors C5 mit dem monoklonalen anti-C5-Antikérper BB5.1 (Frei, Lambris et
al. 1987) bewirkte in dem DBA/1-Stamm eine reduzierte Inzidenz und einen verzo-
gerten milderen Verlauf der Arthritis (Schubert 2005). Antikdrper tragen somit sowohl
uber die FcyR-Ubermittelten Signale als auch durch die Aktivierung der Komplement-

kaskade entscheidend zur Pathogenese der G6PI-induzierten Arthritis bei.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

In der G6PI-induzierten Arthritis fuhrt die Immunisierung mit der ubiquitar exprimierten
G6PI in naiven DBA/1-Mausen zu einer Arthritis. Damit konnte zum ersten Mal gezeigt
werden, dass eine zellulare und humorale Autoimmunantwort gegen ein systemisches
Antigen auch in genetisch unveranderten Mausen eine organspezifische Autoimmun-
krankheit induziert. Im Gegensatz zum transgenen K/BxN-Modell ist es hier nicht mog-
lich, durch Transfer von Antikdrpern eine Arthritis in Empfangermausen zu induzieren.
Sogar bei den nicht suszeptiblen Stdammen werden vergleichbar hohe Serumtiter ge-
gen G6PI gefunden. Diese Befunde sprechen gegen eine Induzierbarkeit der G6PI-in-
duzierten Arthritis einzig durch Antikorper, nicht aber gegen deren generelle pathoge-
ne Bedeutung.

Viele von Antikdrpern vermittelte Effektorfunktionen werden von Zellen ausgetbt,
die Uber Fc-Rezeptoren (FcR) verfligen. Diese verbinden die Antigen-Spezifitat der
Antikorper mit den antigen-unspezifischen Effektormechanismen der FcR-exprimie-
renden Zellen und stellen damit ein Bindeglied zwischen dem angeborenen und dem
adaptativen Immunsystem dar. Es konnte gezeigt werden, dass FcR fur die Arthritis-
entwicklung wichtig sind (Schubert, Maier et al. 2004). Dies fuhrte zu der Annahme,
dass auch Antikorper in der Pathogenese der G6PI-induzierten Arthritis von entschei-
dender Bedeutung sind. Bisher ist jedoch nicht geklart, welche Rolle Antikérper und
B-Zellen in der G6PI-induzierten Arthritis spielen. Ziel der Arbeit ist es, die pathogene-
tische Rolle der B-Zellen in der G6PI-induzierten Arthritis weiter zu definieren.

Folgende Fragen sollen dabei beantwortet werden:

l. Wann und wo werden die G6PI-spezifischen Antikdrper produziert?

I. Welche Epitope der G6PI werden von den anti-G6PI-Antikdrpern der sus-

zeptiblen und nicht suszeptiblen Stamme erkannt?

1. Welche pathologische Relevanz haben die von den anti-G6PI-Antikérpern

erkannten Epitope fur die Arthritogenitat der Antikorper?

V. Gibt es Epitope, die gleichzeitig von autoreaktiven B- und T-Zellen erkannt

werden?
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2 Material

2.1 Mause

Die verwendeten Mause wurden unter SPF-Bedingungen (engl.: specific pathogen

free) von der Versuchstierzucht Marienfelde des Bundesinstituts fur Risikobewertung

(BfR) gezuchtet. Folgende Mause wurden eingesetzt:

DBA/M H2-q Haplotyp
B10.Q H2-q Haplotyp
Die Mause wurden von Jackson Laboratories bezogen.
BALB/c H2-d Haplotyp
C57BL/6 H2-b Haplotyp

2.2 Chemikalien und Enzyme

Acetanhydrid Merck
Acrylamid/Bisacrylamid 37.5:1 (2,6% C) Biorad

Agar Roth

Agarose Gibco
2-Amino-2-methyl-1-propanol (AMP) Sigma-Aldrich

Aminosaureldsungen

Bachem Chemie / Novabiochem

Ampicillin Roth

2-Mercaptoethanol Sigma
Blocking Buffer (10fach) Sigma
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat (BCIP) Sigma
Bromphenolblau Sigma
Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma
Komplettes Freundsches Adjuvans (CFA) Sigma
Coomassie G-250 Sigma
Dichlormethan (DCM) Merck
N,N-Dimethylformamid (DMF) Merck
Dimethylacetamid (DMA) Merck
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N-Ethyl-diisopropylamin (DIPEA) Merck
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Roth

Essigsaure Sigma
Ethanol Roth

Ether Merck
Ethidiumbromid Biorad
Glycerin Roth

Glycin Sigma
H202 Merck
H,SO,4 Sigma

Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsaure-Puffer
(HEPES-Puffer)

PAA Laboratories

Imidazol Sigma
IPTG dioxanfrei Roth
Kaliumchlorid (KClI) Roth
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) Merck
Luminol Interchim
Magnesiumchlorid (MgCly) Sigma-Aldrich
Methanol Roth
N-Methyl-imidazol Merck
Microscint Packard
Natriumchlorid (NaCl) Roth
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PQO,) Roth
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck
Nickel-Nitrilo-Tri-Essigsaure (Ni-NTA) Qiagen
1-Methyl-2-pyrrolidon (NMP) Merck
Orange G Sigma
Paraformaldehyd Sigma

Penicillin PAA Laboratories
Phenol Merck
Piperidin Merck
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Polyethylenglykol 20000

Merck

Protein G Sepharose 4 Fast Flow

Amersham Biosciences

RPMI-1640 PAA Laboratories
Saccharose Merck
SDS-PAGE Standard (Low range) Biorad
Streptavidin-Alkalische Phosphatase Roche

Streptomycin

PAA Laboratories

Tris Buffered Saline, 10fach (TBS) Sigma
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma
Trifluorethansaure (TFA) Merck

[methyl->H]Thymidin

Amersham Biosciences

Triisobutylsilan (TIBS) Merck
Tetramethylbenzidin-Tabletten (TMB) Sigma
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) Roth

Triton X-405 Sigma-Aldrich
Trypan Blue solution (0,4%) Sigma

Tween-20 Merck-Schuchardt
Zitronensaure Merck

2.3 Antikorper

2.3.1 Antikorper fur die Verwendung im Enzyme-linked Immunosorbent Assay

(ELISA) und Epitop-Screening

Ziege anti-Maus-lgG-POD

Sigma;
spezifisch flir den Fc-Teil von
IgG und konjugiert mit

Meerrettich-Peroxidase

2.3.2 Antikdrper fur die Verwendung im Enzyme-linked Immunosorbent Spot

(ELISPOT)

Ziege-anti-Maus-IgG-Biotin (polyklonal)

Southern Biotech
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2.4 Peptide

Das G6PI-Peptid mit den Aminosaureresten 458 bis 472 wurde im Institut fir Medizini-
sche Immunologie, Charité Berlin, hergestellt und mir fir diese Arbeit von Herrn
Professor J. Schneider-Mergener zur Verfugung gestellt.

Die Sequenz des G6PI-Peptids ist:

DLERLLPHKVFEGNR
2.5 Zellkulturen, Puffer und Losungen

2.5.1 Zellkulturmedien

Kulturmedium (KM) RPMI-1640

10 % FCS (fetales Kalberserum)
100 mM HEPES

50 uyM 2-Mercapotoethanol

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

RPMI-1640
Waschmedium (WM) RPMI-1640

5 % Kulturmedium
Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) 10 g/l Trypton
25 Kapseln/I 5 g/l Hefeextrakt

5 g/l NaCl

100 pg/ml Ampicillin

2.6 Puffer und Losungen

2.6.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (Sodium-Dodecyl-Sulfate)

10x Laufpuffer 30 g/l Tris-Chlorwasserstoff (TrisHCI)
144 g/l Glycin

10 g/l SDS

3x Probenpuffer 0,77 g Dithiotreitol (DTT)

19 SDS

4 ml 1M Tris/HCI pH 6,8
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5 ml Glycerin
0,3 ml Bromphenolblau
ad 17 ml H,0

Coomassie-LAsung

1,6 g Coomassie G-250
500 ml Methanol
500 ml Eisessig

Entfarbeldsung

430 ml Methanol
70 ml Eisessig
500 ml H,O

2.6.2 FACS

FACS-Puffer (PBA)

PBS
1 % (w/v) BSA
0,5 % NaN;

Lysispuffer

10 mM KHCO3
155 mM NH4CI
0,1 mM EDTA

PFA

2 % in PBS

Saponin-Puffer

0,5 % (w/v) Saponin in PBA

2.6.3 Puffer zur Aufreinigung von rekombinanter G6PI

Lysispuffer

50 mM NaH;PO4
300 mM NaCl

10 mM Imidazol
pH 8,0

Waschpuffer

50 mM NaH;PO4
300 mM NaCl
20 mM Imidazol
pH 8,0

Elutionspuffer

50 mM NaH;PO4
300 mM NaCl
150 mM Imidazol
pH 8,0
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2.7 ELISA

Bindungspuffer:
Phosphate Buffered Saline (PBS)

137,0 mM NaCl
2,7 mM KCI

1,5 mM KH,PO4
8,1 mM NazHP Og4

pH 7,2
Blockpuffer PBS

0,5 % BSA
Inkubationspuffer (PBT) PBS

0,5 % BSA

0,05 % Tween-20
Waschpuffer PBS

0,05 % Tween-20
TMB-Puffer 0,2 M NagHPOq4

0,1 M Zitronensaure

auf pH 5,0 eingestellt
2.8 ELISPOT
Bindungspuffer PBS
Blockpuffer PBS

3 % BSA
Waschpuffer PBS

3 % BSA

0,01 % Tween-20
AMP-Puffer 95 ml 2-Amino-2-methyl-1-propanol

(AMP)

0,1 ml Triton X-405

150 mg/ml MgCl;

900 ml H,O

pH 10,25 eingestellt mit HCI

Entwicklungspuffer

8 mg BCIP
8 ml 2-AMP-Puffer

2 ml geschmolzene Agarose
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2.9 SPOT-Synthese

Blocklésung | DMA
2 % Acetanhydrid

Blocklosung Il DMA
2 % Acetanhydrid
1 % DIPEA

Abspaltldsung | 1 ml  destilliertes Wasser
2,5 ml Dichlormethan (DCM)
0,5g Phenol

45 ml  Trifluorethansaure

1,5 ml  Triisobutylsilan (TIPS)

Abspaltlésung Il 1ml  destilliertes Wasser
22,5 ml Dichlormethan (DCM)
0,5g Phenol

15 ml  Trifluorethansaure
1,5 ml Triisobutylsilan (TIPS)

2.10 Epitop-Screening

Waschpuffer: 50 mM Tris
Tris Buffered Saline (TBS) 137,0 mM NacCl

2,7 mM KCI

pH 8,0 mit HCI
Inkubationspuffer TBS

0,05 % Tween 20
Blockierungspuffer 5 ml Blocking Buffer (10fach)

5 ml TBS (10fach)

2,5 g Saccharose

Luminol 1 ml Uptilight HRP Blot Reagent A
1 ml Uptilight HRP Blot Reagent B

2.11 Verbrauchsmaterialien

AcrylkUvetten Roth

BCA™ Protein Assay Kit Pierce
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Combitips, Reaktionsgefalle Eppendorf
Dialyseschlauch Roth
Filterplatten (Unifilter GF7B), Packard

Abdeckklebeetiketten, Versiegelungsfolie

Handschuhe, Kimwipes

Kimberly Clark

Hyperfilm ECL Amersham Biosciences
Kanulen, Spritzen HSW, Braun
MiniCollect Réhrchen Greiner
Pasteurpipetten Brand

Petrischalen, Zellkulturflaschen,
96- und 48-Muldenplatten, ELISA Platten,

Reagents Reservoir, Plastikpipetten

Corning/Costar

Phosphohexose Isomerase Kit Sigma
Quarzkuvette Hellma
Sterifilter 0,45um und 0,2um, 15- und 50 ml  |Saarstedt
Propylenrohrchen

Whatman®50 Filterpapiere Whatman

Nitrozellulosemembran Optitran 0,45 yM

Schleicher-Schuell

Zellsiebe (cell strainer) 70 uyM Falcon
2.12 Gerate

Auto-Spot Robot 222 XL Pipettierroboter Abimed
Agarosegelelektrophoresekammer Peqlab

B-Szintillationszahler

Topcount NXT von Packard

ELISA-Lesegerat

Spectra Max 250 von Molecular Devices

Feinwaage

Sartorius

French-Presse

American Instruments

Heizblock

Roth

Inkubatoren mit Schuttler

TH 25 von Edmund Buhler
B6 von Heraeus
BB16CU von Heraeus

Kihlschranke und Gefrierschranke

Liebherr
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Heraeus Herafreeze

Lumi-Imager™

Boehringer Mannheim GmbH

Magnetrthrer IKA RCTbasic
Mikroskope Olympus CK30

Zeiss
Netzgerat Biorad PowerPac 300
pH-Meter Knick Calimatic 766
Photometer UV-1202 von Shimadzu
Pumpe Miniplus2 von Gilson
Schreiber Colora Recorder 1100

SDS-PAGE Elektrophoresekammer

Biorad

Sterilbank

HeraSafe von Heraeus

Trockenschrank

T6030 von Heraeus

Ultraschallgerat

Sonoplus HD70 von Bandelin

UV-Spektrometer

Uvicord Sll von Pharmacia

Zellerntegerat

Harvester Filtermate 196 von Packard

Zentrifugen

Megafuge 1.0 von Heraeus
Megafuge 1.0R von Heraeus
Biofuge 13R von Heraeus
Biofuge 22R von Heraeus
Biofuge pico von Heraeus
RC-5B von Sorvall
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3 Methoden

3.1 Methoden der Proteinbiochemie

3.1.1 Uberexpression der rekombinanten humanen G6PI (rhG6PI)

Methode: Auf dem zur Uberexpression verwendeten Plasmid pQE100S ist das Gen
laclq lokalisiert. Dieses Gen codiert fur das lac-Repressor-Protein, welches durch Bin-
dung an den lac-Operator die Expression der durch den lac-Operator kontrollierten
Gene inhibiert. Diese Inhibition wird durch Zugabe von Isopropyl-thio-B-D-galactopyra-
nosid (IPTG) verhindert. IPTG bindet an den Repressor, wodurch es zu einer Konfor-
mationsanderung kommt, die zur Dissoziation des Repressors vom Operator fuhrt und

die Expression des Gens induziert.

Durchfuhrung: Der transformierte Expressionsstamm E.coli BL21(DE3) mit dem Vek-
tor zur Uberexpression von rhG6PI (pQE100S hG6PI) wurde von David Schubert zur
Verfugung gestellt. Fur die Vorkultur wurden 100 ml LB-Medium mit 100 yg/ml Ampi-

cillin mit dem entsprechenden transformierten Expressionsstamm angeimpft und tber
Nacht bei 37 °C im Schuttler kultiviert. Die Uber Nacht kultivierte Bakterienkultur wurde
in 2 | LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin transferiert und erneut bei 37 °C inkubiert.
Bei einer optischen Dichte (OD) von 0,55 — gemessen bei 600 nm — wurde die Pro-
teinexpression durch Zugabe von 4 ml IPTG (1 M) in die Bakterienkultur induziert. Die
Bakterienkultur wurde fur weitere 3 h bei 37 °C inkubiert. Anschlielfiend wurde die
Bakteriensuspension bei 4 °C und 5000 x g fiir 15 min. zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Bakterienpellet flr die weitere Aufarbeitung bei -20 °C ein-

gefroren.

3.1.2 Aufreinigung der rhG6PI mittels Affinitdtschromatographie

Methode: Die im E.coli-Stamm uberexprimierte G6P| enthalt am N-Terminus eine Mar-
kierung aus sechs Histidinresten (His-Tag). Das Prinzip der Aufreinigung der Proteine
beruht auf der hohen Affinitat dieser Histidinreste zu der Nickel-nitrilo-tri-essigsaure
(NTA)-Matrix. Die NTA bildet einen Chelatkomplex mit dem Nickel, indem sie vier der
sechs Ligandenbindungsstellen in der Koordinationsphare des Nickelatoms besetzt.
Die beiden freien Ligandenbindungsstellen interagieren mit dem His-Tag des Proteins,

wodurch dieses an die Saule gebunden wird. AnschlieRend kann durch schrittweise
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Erhéhung der Imidazolkonzentration im Elutionspuffer das Protein von der Saule ver-
drangt und eluiert werden. Das Prinzip beruht dabei auf chemischer Ahnlichkeit zwi-

schen Imidazol und Histidin.

Durchflihrung: Die gesamte Aufreinigung wurde auf Eis bzw. bei 4 °C durchgeflnhrt.

Das gefrorene Bakterienpellet der Expressionskultur wurde mit 20 ml Lysispuffer
resuspendiert. AnschlieBend wurden die Bakterien Uber eine French-Presse aufge-
schlossen und das Lysat fur 1 h bei 13000 x g und 4 °C zentrifugiert, um die schwe-
ren Zellfragmente zu pelletieren. Der Uberstand wurde auf 100 ml mit Lysispuffer
verdunnt und in eine mit Lysispuffer aquilibrierte Ni-NTA-Saule (Saulenvolumen: 5 ml)
gegeben.

Die Durchflussgeschwindigkeit betrug wahrend der gesamten Aufreinigung ca.
1 ml/min. Anschliefiend wurde die Saule mit 100 ml Waschpuffer gewaschen. Die
Elution erfolgte mit ca. 50 ml Elutionspuffer. Das Eluat wurde Uber Nacht gegen PBS
dialysiert (MWCO 14000). Zur Aufkonzentrierung wurde die Proteinlosung im Dialyse-
schlauch in PEG20000 eingelegt. Die konzentrierte Proteinlosung wurde anschlieRend
steril filtriert und die Konzentration tiber das BCA™ Protein Assay Kit bestimmt. Die

Reinheit der Praparation wurde in einem 12 %igen SDS-Gel tUberprift.

3.1.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page)
Die Reinheit der G6PI-Aufreinigung wurde tUber SDS-PAGE bestimmt. Standardmalig

wurde ein 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel gegossen:

Trenngel 12 % Sammelgel 5 %

30 % Acrylamid/Bisacrylamid | 8,0 ml 30 % Acrylamid/Bisacrylamid | 0,83 ml
Aqua dest. 6,6 ml Aqua dest. 3,4 ml
1,5 M Tris pH 8,8 5,0 mi 1,0 M Tris pH 6,8 0,63 ml
10 % SDS 0,2 ml 10 % SDS 0,05 ml
10 % APS 0,2 ml 10 % APS 0,05 ml
TEMED 8 ul TEMED 5ul

Die Proteinproben (5 pg bis 10 pg) wurden im Verhaltnis 1:3 mit reduzierendem Pro-

benpuffer versetzt, fur 5 min. bei 95 °C denaturiert und anschliefend aufgetragen.

32



Methoden

Zur spateren Bestimmung der GroRe der Banden wurde zusatzlich ein Proteinstan-
dard aufgetragen. Der Gellauf wurde bei 200 V durchgefuhrt. Nachdem der Farbmar-
ker das Gel verlassen hatte, wurde der Lauf gestoppt und die im SDS-Page aufge-
trennten Proteine durch eine Coomassie-Farbung im Gel fixiert und sichtbar gemacht.
Zum Anfarben wurden die Gele Uber Nacht unter Schutteln in eine Coomassie-Farbe-
I6sung gelegt. AnschlieRend wurden die Gele kurz mit Wasser gespult und so lange in
Entfarberlosung geschduttelt bis die erwlnschte Intensitat erreicht war. Die Gele wur-

den dokumentiert und auf einem elektronischen Datentrager festgehalten.

3.1.4 Enzymaktivitat der G6PI

Methode: Die G6PI ist ein Enzym der Glykolyse, das die Umwandlung von Glukose-6-
phosphat zu Fruktose-6-phosphat katalysiert. Die Enzymaktivitat der G6PI wurde indi-
rekt Uber die Oxidation von Glukose-6-phosphat zu 6-Phosphoglukonat bestimmt, eine
Reaktion die von der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase katalysiert wird. Dabei fin-
det eine Reduktion von NAD" zu NADH statt, die photometrisch bei 340 nm verfolgt
werden kann. Nach dem Gesetz von Lambert und Beer ist die Konzentrationsande-

rung von NADH proportional zur Absorptionsanderung. Es gilt:

Ac _ My _ MAgygnn- mmol-cm - AAy,,,, mmol
NADH — - -
Ennpn - 6,22-1-1. cm 6,22 I

mmol

Acnapn = Konzentrationsanderung der NADH in
d = Schichtdicke der Kuvette in cm

¢ = molarer Extinktionskoeffizient des NADH in ——
mmol- cm

AAs40nm = Absorptionsanderung bei 340nm pro Minute.

Eine Einheit (U) ist dabei als die Enzymmenge definiert, die 1 umol Fruktose-6-phos-

phat zu Glukose-6-phosphat pro Minute bei 25 °C umsetzt.

Durchfuhrung: Die Enzymaktivitat der nativen bzw. denaturierten G6PI wurde mit

einem Phosphohexose Isomerase Kit ermittelt. Die Reaktionsldsung wurde nach An-
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gaben des Herstellers angesetzt und auf Raumtemperatur erwarmt. Zur Bestimmung
der Enzymaktivitat der rekombinanten G6PI wurde die jeweilige Proteinlosung mit
PBS auf eine Konzentration von je 5 ug/ml gebracht. Anschlie3end wurden 666 ul der
Reaktionslésung in eine Quarzkuvette uberfuhrt. Der Beginn der Messung wurde
durch Zugabe von 22 ul G6PI markiert und die Anderung der Absorption bei 340 nm
uber 8,5 min. photometrisch verfolgt und die Enzymaktivitat bestimmt.

3.2 Methoden der Zellbiologie

3.2.1 Zellkultur

Bei der Kultivierung von Zellen wurden bestimmte Verhaltensregeln beachtet, um ste-
riles Arbeiten zu gewahrleisten. Zur Gewinnung von Zellen aus der Milz und den
Lymphknoten wurden die Scheren und Pinzetten fir 5 min. abgekocht und anschlie-
Rend in 70 % Ethanol eingelegt. Samtliche anderen Gerate, Puffer und Medien wur-
den autoklaviert oder steril filtriert. Beim Umgang mit eukaryotischen Zellen wurde
ausschlieRlich unter der Sterilbank gearbeitet. Die eukaryotischen Zellen wurden
immer bei 37 °C, einer Luftfeuchtigkeit von 95 % sowie einer CO, Konzentration von
5 % mit Kulturmedium (KM) kultiviert.

3.2.2 Gewinnung der Zellen aus der Milz und den Lymphknoten

Die Mause wurden durch zervikale Dislokation getotet. Der Korper der Maus wurde
zunachst sorgfaltig mit 70 % Ethanol bespruht. Mit einem medianen Langsschnitt am
Bauch wurde das Peritoneum freigelegt und durch einen Schnitt entlang des linken
Rippenbogens erdffnet. Die dann sichtbare Milz wurde mit Hilfe einer Pinzette geldst
und in Waschmedium (WM) aufgenommen. Anschliefiend wurden die inguinalen, po-
plitealen, axillaren und paraaortalen Lymphknoten dargestellt, mit einer Pinzette ent-
fernt und ebenfalls in WM aufgenommen.

Zur Herstellung der Einzelzellsuspension wurden die Organe mit Hilfe eines Stem-
pels durch ein Nylon-Sieb mit einer Maschenweite von 79 ym gepresst und in 50 ml
WM dudberfuhrt. Das Homogenat wurde nun bei 470 x g und 4 °C fir 5 min. zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet resuspendiert. Das Lymphkno-
tenhomogenat wurde mit 10 ml KM aufgefillt und erneut durch ein Zellsieb (70 um)
gegeben. In der Neubauer-Zahlkammer wurde die Zellzahl bestimmt und das Homo-
genat mit KM auf eine bestimmte Konzentration gebracht. Dazu wurden 10 ul der Zell-

suspension abgenommen, 1:10 mit Trypanblau verdinnt und auf eine Neubauer-Zahl-
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kammer aufgetragen. Im Gegensatz zu toten Zellen sind vitale Zellen in der Lage,
diesen Farbstoff auszuschlie3en. Daher erscheinen unter dem Mikroskop tote Zellen
blau wie der Hintergrund, wahrend vitale Zellen sich hell darstellen und in 16 Feldern
eines Quadrats ausgezahlt werden kdonnen (n). Die Gesamtzahl der vitalen Zellen

ergibt sich dann aus der folgenden Formel:
Gesamtzellzahl = n x 10 (Verdiinnungsfaktor) x 10 (Volumen) x 10*.

Da in der Milz auch viele Erythrozyten enthalten sind, die sich nicht durch die Zentrifu-
gierung entfernen lassen, wurde bei dem Milzhomogenat nach der Resuspension
zusatzlich eine Erythrozytenlyse durchgefuhrt. Dabei nutzt man die geringere osmo-
tische Stabilitat der roten Blutkdrperchen gegenuber der der weilken, um gezielt die
Erythrozyten mit einem hyposmolaren Puffer zu zerstéren. Dazu wurde das Milzho-
mogenat mit 10 ml Erythrozytenlysepuffer versetzt und flir 8 min. bei Raumtemperatur
inkubiert. Wahrend der Lyse wurde die Zellsuspension Uber ein 70 ym-Zellsieb gege-
ben, um Zelldebris zu entfernen. Die Lyse wurde durch Zugabe von 30 ml WM unter-
brochen und die Zellsuspension erneut zentrifugiert. Alle folgenden Schritte waren

analog zur Aufarbeitung der Lymphknotenzellen.

3.2.3 Gewinnung von Zellen aus dem Knochenmark

Die Femurknochen und Unterschenkelknochen wurden sorgfaltig mit einem Skalpell
von anhangenden Muskeln und Sehnenanteilen befreit und in WM aufgenommen. In
der Sterilbank wurden die Knochen zusammen mit dem WM in eine Petrischale Uber-
fuhrt. Nach Aufziehen einer 5 ml-Spritze mit WM, die mit einer 25-Gauge-Kanlle be-
stuckt war, wurde mit dieser von einer Seite in die Knochenmarkhdhle des Rdhren-
knochens hinein gestochen und der Knochenmarkpfropf sorgfaltig herausgespult.
Durch mehrmaliges Aufziehen der Spritze wurden grolere Zellaggregate suspendiert.
Die Zellsuspension wurde durch ein Sieb in 50 ml WM Uberfihrt und far 5 min. bei
470 x g und 4 °C zentrifugiert. Alle folgenden Schritte erfolgten analog zur Aufarbei-

tung der Lymphknotenzellen.

3.2.4 Proliferationstest

Methode: Mit Hilfe des Proliferationstests kann man das Ausmalf der Proliferation be-

stimmen. Vor jeder Zellteilung synthetisiert die Zelle neue DNA. Dabei werden die
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dazu bendtigten Nukleinsauren entweder neu synthetisiert oder bei entsprechendem
Angebot aus der Umgebung durch einen Transporter aufgenommen und eingebaut.
Wahrend Adenosin, Guanosin und Cytidin auch in die RNA eingebaut werden, wird
Thymidin ausschlieBlich fur die DNA-Synthese verwendet. Die Proliferation der Zellen
kann daher (iber den Einbau von radioaktiv markiertem [Methyl*H]-Thymidin verfolgt
und im B-Szintillationszahler gemessen werden. Die dabei ermittelten Messwerte ha-

ben die Einheit CPM (counts per minute).

Durchfiihrung: 2 x 10° Zellen der Lymphknoten bzw. Milz der untersuchten Mausstam-

me wurden in 200 yl KM far 72 h in den Mulden einer 96-Muldenplatte mit unter-
schiedlichen Konzentrationen nativer rhG6PI, denaturierter rhG6PI, Peptid und PBS
bei 37 °C im Inkubator stimuliert. Fur die letzten 18 h wurde der Kultur zusatzlich
1 uCi [MethylPH]-Thymidin zugefiigt und weiter bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden
dann mit Hilfe eines Zellerntegerats auf Szintillationsfilterplatten transferiert und bei
65 °C fur 20 min. getrocknet. Auf jeden Filter wurden 40 ul Szintillationsflissigkeit pi-
pettiert. AnschlieBend wurden die Filterplatten versiegelt und im B-Szintillationszahler
fur 1 min. pro Filter gemessen. Die Proliferation wurde in Form des Stimulationsindex
angegeben. Der Stimulationsindex ist der Quotient aus dem Mittelwert nach Restimu-
lation mit dem jeweiligen Antigen und dem Mittelwert der unstimulierten mit PBS kulti-

vierten Kultur.

3.2.5 ELISA

Methode: Antikorper, die spezifisch fur ein Antigen sind, kdnnen Uber einen ELISA
(engl.: enzyme linked immunosorbent assay) detektiert werden. Das Antigen wird da-
fur an die Matrix einer speziellen 96-Muldenplatte gebunden. Antikorper aus Serum,
die das Antigen spezifisch binden, verbleiben auf der Platte. Der Nachweis dieser Bin-
dung erfolgt indirekt Uber einen zweiten Isotyp-spezifischen Antikérper, der mit einer
Meerrettich-Peroxidase konjugiert ist. Diese Peroxidase katalysiert nach Zugabe des
Elektronendonors Tetramethylbenzidin (TMB) die Reaktion von Wasserstoffperoxid zu
Wasser und Sauerstoff. Dabei wird der Elektronendonor oxidiert, was durch einen
Farbumschlag sichtbar wird.

TMB (reduzierte Form) — TMB + 4e” (blau)

4 H,O, + 4e” - 4 HO +2 0,
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In dieser Arbeit sind verschiedene ELISA durchgefiihrt worden. Es folgt zunachst eine
Beschreibung der mit Mausserum durchgefihrten G6PI-ELISA. AnschlieRend wird auf
die unterschiedlichen Antigene und Besonderheiten bei der Durchfuhrung der anderen

ELISA eingegangen.

Durchfihrung: Zur Bestimmung des Serumtiters G6PI-spezifischer Antikdrper wurden
100 pl der rhG6PI (5 pg/ml) in PBS (Beschichtungslosung) in jede Mulde einer
96-Muldenplatte fur ELISA Uberfuhrt und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Losung

wurde dann ausgeschittelt und die Platten kurz auf Zellstoff abgeklopft. Unspezifische

Bindungen wurden durch Zugabe von 100 pl Blockierungspuffer (PBS/BSA) und einer
30 minutigen Inkubation bei Raumtemperatur blockiert.

AnschlieBend wurden die Platten dreimal mit Waschpuffer gewaschen und mit
100 pl Serum als Tripletts in unterschiedlichen Verdlinnungen (1:100 bis 1:72.900) in
PBT (PBS/BSA/Tween) inkubiert. Nach 1 h wurden die Platten erneut dreimal gewa-
schen. Als Negativkontrolle wurden Tripletts mit je 100 pyl PBS mitgefuhrt. Zur Detek-
tion der gebundenen Antikdrper wurden die Platten mit je 100 pl eines Ziege-anti-
Maus-IgG-Antikdrpers (1:50.000) in PBT fur 30 min. inkubiert. Nach grindlichem
Waschen erfolgte die Farbreaktion durch Zugabe von 100 pl einer frisch hergestellten
Losung aus 10 ml TMB-Puffer pro Tablette TMB (1 mg) und 4 pl 30 %igem H20,. Mit
beginnender Blaufarbung der Negativkontrolle wurde diese Farbreaktion mit 50 pl
12,5 %iger H,SO4 gestoppt. Dabei folgte ein Farbumschlag von blau nach gelb und

die Absorption wurde anschlieend in einem ELISA-Messgerat bei 450 nm bestimmt.

ELISA gegen Peptid mit Mausseren

Die ELISA-Platten wurden mit Peptid (5 pg/ml) in PBS beschichtet. Das Mausserum
wurde seriell in PBS/BSA/Tween von 1:100 bis 1:72.900 verdunnt. Alle folgenden
Schritte wurden wie beim G6PI-ELISA durchgefuhrt.

Inhibitions-ELISA gegen rhG6PI mit Mausserum
Methode:
Polyklonale Antikorper sind ein Gemisch von Antikdrpern, die im Rahmen der adapti-

ven Immunantwort von B-Zellen produziert werden und gegen unterschiedliche Epito-
pe eines spezifischen Antigens gerichtet sind. Der Inhibitions-ELISA kann zur Analyse

der Epitopspezifitat polyklonaler Seren eingesetzt werden. Das Antigen wird wie beim
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G6PI-ELISA an die Matrix einer speziellen 96-Muldenplatte gebunden. Nach Zugabe
des zu untersuchenden Epitops konkurrieren Epitop und Antigen um die Bindungs-
stelle des Antikdrpers. Je nachdem wie stark die Affinitdt der AntikGrper zu dem Epi-
top ist, verbleibt nur ein Teil der Antikorper an der Platte. Der Nachweis dieser Bin-
dung erfolgt wie im oben beschriebenen G6PI-ELISA, es kommt zu einer Signalab-

schwachung.

Durchfuhrung:

Die Bestimmung des Serumtiters G6PI-spezifischer Antikorper und des Inhibitions-
effekts durch das Epitop verlief im allgemeinen Ablauf gleich. Wahrend der Inkubation
der Muldenplatte mit Blockierungspuffer, wurde das Serum mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen (100 pg/ml bis 0 pg/ml in PBS bzw. 100 uyM bis 0 uM in PBS) von nati-
vem rhG6PI, denaturiertem rhG6PI und Epitop im Verhaltnis 1:1 (60 yl Serum und 60
Ml Proteinldésung) vorinkubiert. Alle folgenden Schritte waren identisch zum G6PI-
ELISA.

3.2.6 ELISPOT
Methode:

Die Quantifizierung einzelner Immunzellen und deren Sekretionsprodukten kann mit
der ELISPOT-Methode (engl.: enzyme linked immunospot) ermittelt werden. Dazu
wird eine Mikrotiterplatte mit einem Antigen oder einem Antikorper beschichtet, an
dem das Sekretionsprodukt spezifisch bindet und auf der Platte verbleibt. Diese Bin-
dung wird indirekt durch einen Biotin-gekoppelten Sekundarantikdrper nachgewiesen,
der eine hohe Affinitat zu Streptavidin besitzt.

Nach Zugabe eines Streptavidin-alkalische-Phosphatase-Konjugats erfolgt durch
die darauffolgende Enzym-Substrat-Reaktion ein Farbnachweis. Dabei wird das farb-
lose BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat) durch die alkalische Phosphatase
umgesetzt und bildet einen blauen Farbkomplex, der Uberall dort sichtbar wird, wo
sich eine sezernierende Zelle befindet. Diese kleinen Spots lassen sich anschliel3end
unter einem Invert-Mikroskop auszahlen. Da in beiden Femurknochen 11,8 % des
Knochenmarks enthalten sind, wurde zur Ermittlung der Zahl der Plasmazellen im
gesamten Knochenmark die in den Experimenten erhaltene Zellzahl mit dem Faktor
8,47 multipliziert (Chervenick, Boggs et al. 1968).
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Durchfuhrung: Zur Quantifizierung G6PI-spezifischer Plasmazellen wurde eine flach-
bodige 96-Mikrotiterplatte fir ELISA verwendet. Die Beschichtung mit rhG6PI verlief
identisch wie bei dem G6PI-ELISA. Unspezifische Bindungen wurden durch Zugabe

von 100 pl Blockierungspuffer (PBS/BSA 3 %) und einer 30-minutigen Inkubation bei
Raumtemperatur blockiert. Anschliellend wurden die Platten einmal mit PBS gewa-
schen und 200 ul der Zellsuspension reihenweise in unterschiedlichen Verdunnungs-
stufen (jeweils 1:3) in KM inkubiert. Die Antikorpersekretion erfolgte fur 2 h im Brut-
schrank bei 37 °C unter Zusatz von 5 % CO,. Nach der Inkubation wurden die Platten
erneut sechsmal mit Waschpuffer gewaschen und von den Zellen entfernt. Dieser
Puffer wurde fir alle nachfolgenden Waschschritte und zur Herstellung der Ge-
brauchslosungen fur die Reagenzien verwendet.

Zur Detektion der gebundenen Antikdrper wurden die Platten mit 100 pl Biotin-ge-
koppelten polyklonalen Ratten-anti-Maus-lgG-Antikérper (1 ug/ml) in PBT inkubiert.
Nach 20 min. bei Raumtemperatur wurden die Platten wieder dreimal gewaschen und
danach mit 100 pl Streptavidin-alkalische-Phosphatase-Konjugat fur 20 min. bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen erfolgte die Zugabe von 100 pl
eines frisch hergestellten Entwicklungspuffers. Dazu wurden 8 mg BCIP in 8 ml
2-AMP-Puffer geldst und 20 min. bei 64 °C im Wasserbad erwarmt. Danach wurden
2 ml geschmolzene Agarose hinzugefugt und der Puffer erneut 10 min. bei 65 °C im
Wasserbad erwarmt. Die Verfestigung der Agarose geschah fur 10 min. bei 4 °C.
Nach einer weiteren Inkubationszeit von 10 min. wurde bei Raumtemperatur die
Farbreaktion fir 2 h bei 37 °C entwickelt.

3.3 SPOT-Technologie

3.3.1 SPOT-Synthese von Peptiden

Methode: Die Analyse und Identifizierung von antigenen Determinanten auf Proteinen
(,Epitope-Mapping“) kann mit Hilfe eines Pepscan-Verfahrens durchgefihrt werden.
Dabei wird die Reaktivitat der Antikorper gegenuber synthetisch hergestellten, sich
Uberlappenden Partialsequenzen eines Proteins untersucht. Zur Herstellung einer sol-
chen Peptidbibliothek bedient man sich der SPOT-Technologie, bei der parallel Pep-
tide sukzessive auf einen planaren Trager nach der Fmoc-Strategie aufgebaut werden
(Frank 1992; Kramer and Schneider-Mergener 1998). Zur EinfiUhrung von Aminofunk-
tionen als Ankerfunktionen fur die nachfolgende Peptidsynthese werden die Hydroxyl-
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Gruppen der Zellulose mit B-Alanin verestert. Durch die Kopplung eines zweiten B-Ala-
nins mit Hilfe eines Auto-Spot Robot 222 XL Pipettierroboters werden kreisféormige
Syntheseorte auf der Membran, sogenannte Spots, definiert. Die beiden B-Alaninreste
dienen dabei gleichzeitig auch als Abstandhalter zwischen der Membran und dem
Peptid, um spater die freie Zuganglichkeit der immobilisierten Peptide zu gewahrleis-
ten. Mit Hilfe des Pipettierroboters erfolgt der schrittweise Aufbau der Peptide durch
wiederholtes Auftragen von 0.3 M Aminosaurelésungen in NMP (1-Methyl-2-pyrroli-
don) auf die Spots im Wechsel mit der Abspaltung der Seitenschutzgruppen und
Waschprozedur.

Die verwendeten Aminosauren waren dabei am N-Terminus durch einen Fluore-
nylmethoxycarbonyl-Rest (Fmoc) geschutzt, um eine kontrollierte Verlangerung der
Peptidketten zu gewahren. Zur Vermeidung anderer unerwunschter Nebenreaktionen
wurden zusatzlich die reaktiven Seitenketten der Fmoc-Aminosauren mit Schutzgrup-

pen besetzt:

Tert-Butylester (OtBu) Aspartat, Glutamat
Tert-Butylether (tBu) Serin, Threonin, Tyrosin
Tert-Butyloxycarbonyl (Boc) Tryptophan, Lysin,

Trityl (Trt) Histidin, Asparagin, Glutamin

2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5- Arginin
sulfonyl (Pbf)

Alle Aminosauren lagen bereits als aktivierte Pentafluorphenyl (Pfp)- oder 3,4-Dihy-
dro-3-hydroxy-4-oxio-1,2,3-benzotriazin (Dhbt)-Ester (Serin und Threonin) vor. Insge-
samt wurden 276 15mer Peptide auf einer Membran synthetisiert, die sich jeweils um
13 Aminosauren uberlappen und in lhrer Gesamtheit die gesamte Sequenz der G6PI

darstellen.

Chemische Modifizierung der Cellulosemembran

Whatman®50-Filterpapiere wurden (iber Nacht mit einer Lésung von 0,2 M Fmoc--
Alanin-OH — aktiviert mit 0,24 M Dichlormethan (DIC) und 0,4 M N-Methyl-imidazol
(NMI) — in DMF (N,N-Dimethylformamid) unter langsamem Schdatteln inkubiert, so

dass eine gleichmalige Verteilung des B-Alanins auf der Membran erreicht wurde.
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Nach dreimaligem Waschen der Membran mit Dimethylacetamid (DMA) erfolgte die
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppen des B-Alanins durch eine 20-mindtige Inkubation
mit 20 % Piperidin in DMA. Die Membran wurde erneut finfmal mit DMA, dreimal mit

Ethanol und einmal mit Ether gewaschen und anschlief3end getrocknet.

Quantitative Bestimmung der Beladungsdichte

Die Bestimmung der Beladungsdichte der modifizierten Cellulosemembran (Stoffmen-
ge an gekoppeltem B-Alanin pro cm? Membran) erfolgte durch Kopplung eines zweiten
Fmoc-B-Alanins und anschlielende photometrische Quantifizierung des Fmoc. Je 1 pl
einer 0,6 M Fmoc-p-Alanin-pentafluorphenyl-ester-Loésung (Fmoc-p-Ala-Opfp) in DMA
wurde an drei verschiedenen Stellen auf die Membran aufgebracht und der Pipettier-
vorgang nach 15 min. Kopplungszeit wiederholt. Die drei ,Spots“ wurden anschlie-
Rend mit einem Locher ausgestanzt, in 2 ml-ReaktionsgefalRe uberfuhrt und funfmal
mit DMA gewaschen. Zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe wurden die Spots fur
20 min. mit je 1 ml 20 % Piperidin in DMA inkubiert und die Absorption bei einer
Wellenlange von 302 nm in einem UV-Spektrometer bestimmt. Als Blindwert diente
eine 20 %ige Piperidinlosung. Die Bestimmung der Konzentration erfolgt nach dem

Lambert-Beer-Gesetz. Es gilt:

E=ecd

c=E/ed

¢ = Konzentration

d = Schichtdicke der Kuvette in cm

¢ = molarer Extinktionskoeffizient = 8100 | mol/cm.

Fur die in dieser Arbeit verwendeten Membranen konnte eine Beladung von ca.

16 nmol/cm? berechnet werden.

Definierung der Syntheseorte der Spots

Durch die Kopplung eines zweiten B-Alanins mit Hilfe eines Auto-Spot Robot 222 XL
Pipettierroboters wurden kreisformige Syntheseorte auf der Membran definiert. Die
beiden B-Alaninreste dienen gleichzeitig auch als Abstandhalter zwischen der Mem-

bran und dem Peptid, um spater die freie Zuganglichkeit der immobilisierten Peptide
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zu gewahrleisten. Es wurden 308 Spots aus 0,3 M Fmoc-B-Ala-Opfp in Dimethylsulf-
oxid (DMSO) auf die Membran aufgebracht. Der Pipettiervorgang wurde nach 15 min.
Reaktionszeit wiederholt, um eine vollstandige Kopplung des B-Alanins zu erreichen.
Um die reaktiven Reste auf die Spots zu begrenzen, wurden die restlichen Aminofunk-
tionen auf der Membran durch Acetylierung blockiert. Die Membran wurde zunachst
2 min. mit 2 % Acetanhydrid in DMA und anschlielRend 30 min. mit 2 % Acetanhydrid
und 1 % N-Ethyl-diisopropylamin (DIPEA) in DMA inkubiert. Nach funfmaligem Wa-
schen mit DMA wurden die Fmoc-Schutzgruppen durch Zugabe von 20 % Piperidin in
DMA und Inkubation fur 20 min. abgespalten und die Membran erneut gewaschen
(finfmal mit DMA, dreimal mit Ethanol und einmal mit Ether). Die freien Aminogruppen
wurden durch Anfarben mit 0,01 % (w/v) Bromphenolblau in Ethanol sichtbar gemacht
(Blaufarbung der Spots) und die Membran anschlief3end einmal mit Ethanol und ein-

mal mit Ether gewaschen und getrocknet.

Synthese der zellulosegebundenen Peptide

Zum sukzessiven Aufbau der Peptide wurde Alanin in DMSO, die Ubrigen Aminosau-
relésungen in NMP hergestellt. Die Konzentration betrug durchgehend 0,3 mmol/l. Alle
folgenden Waschschritte wurden je 3 min. lang durchgefuhrt. Zum Auftragen der Ami-
nosaurelésungen in NMP auf die Spots wurde der Auto-Spot Robot 222 XL Pipettier-
roboter eingesetzt. Die Reaktionszeit flr die Bildung der Amidbindung betrug pro
Kopplungszyklus 15 min., wobei jeder Pipettiervorgang zweimal wiederholt wurde. Es
erfolgte die Fmoc-Gruppenabspaltung mit 20 % Piperidin in DMA fir 20 min., wodurch
der N-Terminus der Aminosaure fur den sich anschliellenden Reaktionszyklus freige-
setzt wurde. Die Membran wurde erneut funfmal mit DMA und dreimal mit Ethanol
gewaschen. Die freien Aminogruppen wurden dann mit Bromphenolblau angefarbt.
AnschlieRend wurde die Membran dreimal mit Ethanol und zum Trocknen zweimal mit

Ether gewaschen.

Abspaltung der Seitenschutzgruppen

Die Abspaltung der Aminosaureseitenkettenschutzgruppen erfolgte mit Hilfe von Tri-
fluorethansaure (TFA). Nach der letzten Fmoc-Abspaltung wurde die trockene Mem
bran fir 30 min. in eine frisch hergestellte Lésung aus 90 % TFA, 3 % Triisobutylsilan
(TIBS), 2 % Wasser und 1 % Phenol in Dichlormethan (DCM) eingelegt und ohne
Schattelbewegung fur 30 min. inkubiert. Die Membran wurde dann viermal mit DCM,
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dreimal mit DMA, zweimal mit Ethanol und einmal mit Ether gewaschen und getrock-
net. Bei langsamen Schuttelbewegungen folgte eine weitere Inkubation der Membran
fur 2,5 h mit einer Losung aus 50 % TFA, 3 % TIBS, 2 % Wasser und 1 % Phenol in
DCM, der sich eine Wiederholung der oben beschriebenen Waschprozedur an-

schloss.

3.3.2 Pepscan-Verfahren

Methode: Beim Pepscan-Verfahren kdnnen mit Hilfe der durch SPOT-Technologie
hergestellten Peptidbibliothek Epitope bestimmt werden, die von Antikorpern erkannt
werden. Wie bei den ELISA wird die Bindung zwischen Antikorper und Epitop indirekt
Uber einen zweiten Spezies-spezifischen Antikdrper, der mit Meerrettich-Peroxidase
konjugiert ist, nachgewiesen. Die Detektion der Zielmolektle erfolgt anschliefend mit
Hilfe eines Chemilumineszenz-Systems in einem Lumineszenzdetektor. Die Peroxida-
se katalysiert nach Zugabe von Luminol die Reaktion von Luminol (3-Amino-phthal-
saurehydrazid) zu 3-Aminophthalat, bei der Licht mit einer Wellenlange von 425 nm
emittiert und gemessen wird. Die detektierten Signale werden dabei rein visuell GUber
den Schwarzungsgrad der Spots ausgewertet. Mit Hilfe der Software Genspotter wur-
den die Signalintensitaten der Spots quantifiziert. Dabei wurde ein Spot nur dann als
positives Signal definiert, wenn die Signalintensitat dem Hintergrundsignal plus seiner

dreifachen Standarddeviation entsprach (Weiser, Or-Guil et al. 2005):
Sl =BG + 3 x StdDev

S| = Signalintensitat

BG = Background

StdDev = Standarddeviation.

Durchfiihrung: Die Membranen wurden einzeln in Petrischalen tUberfihrt und alle Inku-

bationen unter Schutteln durchgeflhrt. Zunachst wurden die Membranen fir 10 min.
mit Methanol und dreimal 10 min. mit Tris Buffered Saline (TBS) inkubiert. Zur Blo-
ckade unspezifischer Bindungen erfolgte eine Inkubation mit je 5 ml Blockierungspuf-
fer (BB) fir 2 h. Nach Abgielden des Blockierungspuffers wurden die Membranen fur
jeweils 10 min. dreimal mit TBS gewaschen. Anschlielend wurden die Membranen

mit Serum der Maus in einer Konzentration von 7 pyg/ml in BB fur 3 h inkubiert. Nach
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dreimaligem Waschen mit TBS fir jeweils 10 min. erfolgten die Inkubation mit anti-
Maus-IgG-Peroxidase-Konjugat (1:50.000) fur 1,5 h und ein erneuter Waschschritt fur
dreimal 10 min. mit Tween-TBS (T-TBS). Zur Visualisierung der Bindungen wurde die
Luminol-Lésung nach Angaben des Herstellers angesetzt und die Membranen mit je
1 ml fir 1 min. inkubiert. Die Auswertung erfolgte anschlieBend im Lumi-Imager™.
Zum Ausschluss einer direkten Wechselwirkung der Peroxidase mit den zellulosege-
bundenen Peptiden wurde von der jeweiligen Membran eine Peptidbibliothek einem
Kontrollexperiment unterzogen, bei welchem nur mit dem anti-Maus-lgG-Peroxidase-
Konjugat inkubiert wurde. Das Ergebnis war in allen Fallen negativ, sodass direkte
Wechselwirkungen zwischen der Peroxidase und den Peptiden ausgeschlossen wer-

den konnten.

3.4 Peptidsynthese

Alle im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Peptide zeigten in der Reverse-Phase-
High-Performance-Liquid-Chromatographie (rHPLC) und in der Matrix-assoziierten-
Laserdesorptions-Flugzeitmassenspektrometrie (MALDI-TOF) einen Reinheitsgrad
von 100 % und wurden von der Arbeitsgruppe Dr. Rudolf Volkmer-Enger im Institut fur

Medizinische Immunologie der Charité synthetisiert.
3.5 Tierversuche

3.5.1 Immunisierung

Fur die Immunisierung wurde eine Emulsion aus komplettem Freundschen Adjuvans
(CFA) und der Proteinlosung mit rhG6PI hergestellt. Die Proteinlosung wurde mit PBS
verdunnt und mit dem gleichen Volumen CFA in einem 2 ml-Eppendorfgefald so ge-
mischt, dass pro 200 pl der Emulsion 200 ug bis 500 ug Protein enthalten waren. Bei
Immunisierung mit denaturierter rhG6PI wurde die Proteinldsung zuvor fur 5 min. bei
95 °C gekocht und anschliel3end wieder auf 4 °C abgekuhlt. Das in zwei Phasen vor-
liegende Gemisch wurde fur einige Sekunden mit Ultraschall behandelt, bis eine
weilde, feste Emulsion entstand. Diese Emulsion wurde luftblasenfrei in eine Spritze
aufgezogen und je 100 ul davon links und rechts an der Schwanzbasis subkutan
injiziert, nachdem der Injektionsort vorher mit 70 %igem Ethanol desinfiziert worden
war. Die Mause wurden mit 200 pg bis 500 pg Protein immunisiert. Zur Kontrolle

wurden einige Mause auch nur mit PBS in CFA immunisiert. Nach der Immunisierung
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wurden die Mause in den Kafig zurickgesetzt und so lange beobachtet bis die Vitali-

tatszeichen dem Normalzustand entsprachen.

3.5.2 Serum- und Blutgewinnung

Zur Serumgewinnung wurden die Mause zunachst fur kurze Zeit mit Rotlicht bestrahlt,
um eine starkere Durchblutung in der Schwanzvene zu erreichen, und zur Immobilisa-
tion in einen Impfkafig gesetzt. Die Schwanzvene wurde nahe der Schwanzbasis
vorsichtig mit einem Skalpell er6ffnet und die Bluttropfen in einem 2 ml-Eppendorfge-
falk aufgefangen. Die Inzisionsstelle wurde vorsichtig mit einem Papiertuch abge-
wischt und die Maus in den Kafig zurlickgesetzt. Sie wurde dort so lange beobachtet,
bis die Blutung vollstandig zum Stillstand kam. Das gewonnene Blut wurde zur Gerin-
nung fur 30 min. bei Raumtemperatur stehen gelassen und anschlie3end flr 10 min.
bei 10.000 x g in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Das als Uberstand verbliebene

Serum wurde vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und bei -20 °C aufbewahrt.

3.5.3 Klinischer Verlauf der Arthritis

Die nach Immunisierung mit rhG6PI induzierte periphere symmetrische Arthritis in den
Vorder- und Hinterpfoten wurde in drei Schweregrade unterteilt. Bewertet wurden so-
wohl die Roétung als auch die Schwellung der Pfoten. Der Grad 0 entsprach einer
gesunden, klinisch unauffalligen Pfote, wahrend bei Grad 1 (1 Punkt) eine leichte
Schwellung und leichte Rotung zu verzeichnen war und bei Grad 2 (2 Punkte) ein Ma-
ximalbefund mit massiver Schwellung und starker Roétung vorlag. Bei vier Pfoten war

somit ein maximaler Arthritisscore von 8 Punkten zu erreichen.

3.5.4 Histologie

Fur die histologische Untersuchung wurden die Mause an den entsprechenden Tagen
durch zervikale Dislokation getotet. Die Tiere wurden mit 70 %igem Ethanol einge-
spruht und anschlieBend seziert. Dabei wurden die Vorder- und Hinterpfoten zuerst
vom Fell frei prapariert und anschlieRend die Extremitaten abgetrennt. Die Fixierung
der Korperteile erfolgte fur mindestens eine Woche in 10 %iger Formalinldsung. Die
gesamte weitere Aufarbeitung wurde von Frau Gabriele Fernahl und Frau Janine
Karle in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Veit Krenn am Institut fur Pathologie der
Charité in Berlin durchgefuhrt. Die Hamatoxylin und Eosin gefarbten Gewebeschnitte

wurden von Dr. Lars Morawietz oder Prof. Dr. Veit Krenn begutachtet und bewertet.
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Zur Bestimmung des Arthritisgrads einer Pfote wurden folgende flnf Kriterien berlck-
sichtigt: Das Ausmald der Synovitis, Tenosynovitis, Periostitis, Periarthritis und der
Knorpel- und Knochendestruktion. Dabei wurde jedes Kriterium in vier Schweregrade
eingeteilt (O bis 4), so dass durch bei Addition der Werte jedes Kriteriums fur den

Gesamtgrad einer Pfote maximal 15 Punkte erreicht werden konnten.
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4 Ergebnisse

4.1 Kinetik und Lokalisation der B-Zellantwort gegen rhG6PI

Im Modell der G6PI-induzierten Arthritis wird durch eine Immunantwort gegen ein sys-
temisch exprimiertes Antigen eine organspezifische Erkrankung induziert. DBA/1-
Mause entwickeln neun bis zwdlf Tage nach Immunisierung mit rhG6PI eine akute
periphere symmetrische Arthritis mit Befall der Vorder- und Hinterpfoten, die etwa 15
Tage nach der Immunisierung maximal ausgepragt ist. Danach bildet sich die Arthritis
langsam zuriick. 60 Tage nach Immunisierung sind schliefldlich keine klinischen Zei-
chen einer Arthritis mehr zu beobachten (Schubert 2005). Da die G6PI ubiquitar expri-
miert wird, sollte untersucht werden, ob die humorale Immunantwort gegen G6PI nach
primarer Immunisierung systemisch ist oder nur lokal in den die Injektionsstellen drai-
nierenden Lymphorganen stattfindet.

Dazu wurden DBA/1-Mause mit 400 ug rhG6PI in CFA subkutan an der Schwanz-
basis immunisiert. An Tag 3, 6, 8, 12, 21 und 30 nach Immunisierung wurden Zellen
aus Milz, Knochenmark, drainierenden (inguinal und paraaortal) und gelenknahen,
nicht drainierenden Lymphknoten (axillar, popliteal) isoliert und daraus die absolute
Anzahl G6PI-spezifischer |gG-Antikérper-sezernierender Zellen (IgG-ASZ) mittels
ELISPOT bestimmt. Zur Vergleichbarkeit der in den unterschiedlichen Lymphorganen
bestimmten Zellzahlen G6PI-spezifischer IgG-ASZ wurden die ermittelten Werte auf
107 Zellen der Gesamtzellzahl berechnet (Abb. 4.1).
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Abb. 4.1: Kinetik und Lokalisation der anti-G6PI-IgG-ASZ nach Immunisierung mit rhG6PI. Nach
Immunisierung von DBA/1-Mausen mit 400 pg rhG6PI1 in CFA wurden an Tag 3, 6, 8, 12, 21 und 30 die
Zellen aus der Milz, dem Knochenmark, den drainierenden Lymphknoten (inguinal und paraaortal) und
nicht drainierenden Lymphknoten (mesenterial, popliteal, axillar) isoliert und die Anzahl der anti-GPI-
IgG-ASZ mittels ELISPOT bestimmt. Die hier dargestellten Werte beziehen sich auf 10" Zellen. Die
Anzahl der untersuchten Tiere variierte zwischen vier und acht Mausen. Anti-G6PI-IgG-ASZ sind im
akuten Krankheitsstadium tGberwiegend in den drainierenden Lymphknoten lokalisiert. Im weiteren Ver-
lauf zeigt sich eine Verlagerung der anti-G6PI-IgG-ASZ von den drainierenden Lymphknoten in das
Knochenmark.

DBA/1-Mause, die nur mit CFA immunisiert wurden und als Negativkontrolle dienten,
zeigten zu keinem Zeitpunkt G6PI-spezifische Plasmazellen, so dass die Nachweis-
grenze der Spots groRer 1 gesetzt wurde. Bei den zu diesem Zeitpunkt klinisch unauf-
falligen DBA/1-Mausen konnten am dritten Tag nach Immunisierung G6PI-spezifische
Plasmazellen nur in den drainierenden Lymphknoten detektiert werden. lhre Anzahl
lag im Mittel bei sechs Zellen. Bereits sechs Tage nach Immunisierung wurden in allen
Lymphorganen anti-G6PI-IgG-ASZ gefunden. Die hochste Zellzahl wurde in den
drainierenden Lymphknoten beobachtet und lag im Mittel bei 270 Zellen. In den Ubri-
gen Lymphorganen wurden weniger als 30 Zellen gezahlt.

Am achten Tag, kurz vor Manifestation der Arthritis, hatte die Zahl der anti-G6PI-
IgG-ASZ insbesondere in den drainierenden Lymphknoten weiter zugenommen. Hier
wurde im Vergleich zum sechsten Tag nach Immunisierung ein 13-fach héherer Wert
gemessen. Die Zahl der G6PI-spezifischen IgG-ASZ war im Mittel auf 3418 Zellen
angestiegen, wahrend in der Milz und in den nicht drainierenden Lymphknoten maxi-

mal 100 IgG-ASZ gefunden wurden.
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Auch im Knochenmark zeigte sich ein Anstieg G6PIl-spezifischer Plasmazellen, im
Mittel auf 78 Zellen. Zwolf Tage nach Immunisierung waren etwa 78 % aller anti-
G6PI-1IgG-ASZ in den drainierenden Lymphorganen lokalisiert, wo durchschnittlich
4591 Zellen nachgewiesen werden konnten. Im Vergleich dazu wurden in den nicht
drainierenden Lymphknoten 299 und in der Milz 171 Zellen gefunden. Im Knochen-
mark lag die Anzahl der IgG-ASZ lag bei etwa 94 Zellen. Am Tag 21 war bei hohem
Serumtiter gegen G6PI ein starker Abfall der ASZ in den drainierenden Lymphknoten.

In den nicht drainierenden Lymphknoten und der Milz fiel die Zahl der Plasmazel-
len auf ahnliche Werte wie am sechsten und achten Tag und betrug im Mittel weniger
als 55 Zellen, im Knochenmark blieb sie mit durchschnittlich 86 Zellen unverandert.
Bis zum Tag 30 nahm die Zahl der Plasmazellen in den drainierenden und nicht
drainierenden Lymphknoten sowie in der Milz stetig ab, wahrend im Knochenmark ein
signifikanter Anstieg der anti-G6PI-IlgG-ASZ auf durchschnittlich 675 Zellen beobach-
tet wurde.

Nach primarer Immunisierung mit rhG6PIl wurden in allen untersuchten Lymph-
organen G6PI-spezifische IgG-ASZ gefunden, wobei die humorale Immunantwort
gegen G6PI im akuten Krankheitsstadium hauptsachlich in den die Injektionsstellen
drainierenden Lymphknoten stattfand. Der Nachweis der anti-G6PI-IgG-ASZ korrelier-
te dabei zeitlich mit dem Auftreten der Autoantikorper gegen G6Pl im Serum. Mit
Abklingen der klinischen Manifestation der Arthritis wurde ein Abfall der G6PI-spezifi-
schen Plasmazellen in den drainierenden Lymphknoten bei gleichzeitig stetigem An-
stieg der Plasmazellen im Knochenmark beobachtet, wo am Tag 30 nach Immunisie-
rung etwa 47 % aller anti-G6PI-1IgG-ASZ lokalisiert sind.

4.2 Epitopspezifische Analyse der Autoantikdrper-Antwort gegen rhG6PI

In der G6PI-induzierten Arthritis sind schon sechs Tage nach Immunisierung Antikor-
per gegen rhG6PI im Serum nachweisbar. Neun Tage nach Immunisierung erreichen
die Antikorpertiter ihr Maximum. Auch nach Abklingen der klinischen Symptome an
Tag 30 sind anti-G6PI-Antikorper noch hochtitrig nachweisbar. Es konnte gezeigt wer-
den, dass Antikorper gegen G6PI durch Aktivierung bzw. Verstarkung der Komple-
mentkaskade sowie uber ihre durch Fcy-Rezeptoren Ubermittelten Signale auf Effek-
torzellen entscheidend zur Pathogenese der Arthritis beitragen. Anders als im K/BxN-
Modell kann die G6PI-induzierte Arthritis jedoch nicht durch Transfer von Antikdrpern

ubertragen werden.
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Daneben produzieren auch nicht suszeptible Stamme hohe Serumtiter gegen G6PI,
so dass die spezifische Rolle der Antikorper noch nicht geklart ist (Schubert 2004). Im
K/BxN-Modell wurden zwei lineare B-Zell-Epitope identifiziert. Antikorper, die diese
Epitope binden, kdnnen eine Arthritis transferieren (Solomon 2003). Eine Epitopanaly-
se der anti-G6PI-Antikdrper arhtritischer DBA/1-Mause kénnte Aufschluss dartber
geben, warum die G6PI-induzierte Arthritis bisher nicht durch AntikGrper Ubertragen
werden konnte und weshalb nicht suszeptible Stamme trotz hoher anti-G6PI-Titer kei-
ne Arthritis entwickeln.

Da die Arthritogenitat der Antikérper von der Erkennung eines bestimmten oder
weniger definierter Epitope abhangen kann, sollte unsere Untersuchung ermitteln,
welche Peptide der G6PI von den Antikorpern der suszeptiblen und nicht suszeptiblen
Stamme erkannt werden. Da auch die Immunisierung mit denaturierter G6P| zu einer
Arthritisinduktion fuhrt, ist es sehr wahrscheinlich, dass die Erkennung linearer Epito-

pe eine wichtige Rolle spielt.

4.2.1 ldentifizierung immundominanter B-Zell-Epitope der G6PI

Mit Hilfe der SPOT-Technologie wurden auf einer Membran 15mer-Peptide syntheti-
siert, die sich um jeweils 13 Aminosauren Uberlappten und in lhrer Gesamtheit die
Aminosauresequenz der humanen G6PI darstellten (Abb. 4.2). Getestet wurden die
polyklonalen Seren von erkrankten DBA/1-Mausen nach Immunisierung mit nativer
und denaturierter G6PI, sowie die Seren der nicht suszeptiblen BALB/c-, BL/6- und
B10.Q-Mause nach Immunisierung mit nativer rhG6PI. Die Seren wurden 21 Tage
nach Immunisierung gewonnen. Trotz Abklingen der klinischen Symptome sind Anti-

korper gegen G6PI zu diesem Zeitpunkt noch hochtitrig nachweisbar.
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Abb. 4.2: Peptidbibliothek der rhG6PI. Mit Hilfe der SPOT-Technologie wurden auf einer Zellulose-
membran insgesamt 276 15mer-Peptide synthetisiert, die sich um jeweils 13 Aminosduren Uberlappten.

E1=rhG6PI 223.240
E2=rhGGPI244_262
E3=rhG6Pl254.272
E4=l’hGGP|294-316
E5=rhG6P| 355.388
E6=rhG6PIl454.478
E7=rhG6PIl5p2.520
E8=rhG6PI 538-558

E1 =l'hG'6P|223_242
E2 -

E3=rhG6PI 254272
E4=rhG6PI296_314
E5=rhG6PI 355 388
E6=rhG6PIl 454-478
E7 -

E8=rhGSPI533_553

Abb. 4.3: Epitopanalyse von anti-G6PI-Antikdrpern arthritischer DBA/1-Mause mittels Pepscan-
Verfahren. Die polyklonalen anti-G6PI-Antikorper arthritischer DBA/1-Mause wurden auf die Erken-
nung linearer B-Zell-Epitope der G6PI getestet. Die Antikorper-Peptid-Bindung wurde unter Verwen-
dung eines Chemilumineszenz-Systems in Form von schwarzen Spots visualisiert. Dargestellt sind
exemplarisch die Epitopanalysen von zwei DBA/1-Mausen (A, B) nach Immunisierung mit nativer
rhG6PI. Anti-G6PI-Antikérper erkennen eine Vielzahl linearer B-Zell-Epitope. Die identifizierten Epitope
sind entsprechend mit E1 bis E8 markiert.
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Es konnte gezeigt werden, dass die nach Immunisierung mit nativer oder denaturierter
rhG6PI produzierten Antikdrper gegen eine Vielzahl linearer Epitope gerichtet sind.
Diese unterscheiden sich nicht nur in lhrer Signalintensitat, sondern auch in der Hau-
figkeit Ihres Auftretens bei den einzelnen Versuchstieren (Abb. 4.3). Bei der Auswer-
tung der Messwerte wurde daher ein Punktesystem verwendet, welches sowohl die
Haufigkeit des Auftretens eines Epitops innerhalb eines Mausstamms (DBA/1, B10.Q,
BALB/c, BL/6) als auch die Signalintensitat bertcksichtigte. Dabei wurden die detek-
tierten Signale rein visuell Uber den Schwarzungsgrad der Spots mit der Software
Genspotter quantifiziert. Mittels einer Cluster-Analyse wurden die Signalintensitaten
kategorisch in funf Grade unterteilt. Je nach Signalintensitat erhielt ein Epitop einen
bis maximal funf Punkte (Abb. 4.4).
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Abb. 4.4: Einteilung der Signalintensitaten. Die Signalintensitaten (SlI) der Epitope wurden mit der
Software Genspotter quantifiziert und mit Hilfe einer Cluster-Analyse kategorisch in finf Grade
eingeteilt: SI 0-500 = Grad I, Sl 501-750 = Grad Il, SI 751-1000 = Grad 3, SI 1001-3500 = Grad |V,
SI>3500 = Grad V. Je nach gemessener Sl erhielten die Epitope einen bestimmten Punktwert
zwischen eins (S| Grad |) und maximal fiunf (SI Grad V).
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Abbildung 4.5 zeigt exemplarisch die Auswertung der Epitopanalyse von sieben
DBA/1-Mausen nach Immunisierung mit nativer rnG6PI. Die Punktzahlen wurden bei
mehrmaligem Auftreten eines Epitops innerhalb eines Stamms entsprechend addiert,
wobei der maximal erreichbare Punktwert von der Anzahl der Versuchstiere abhangig
war. Ein Epitop wurde dann als immundominant definiert, wenn Gber 33 % des Maxi-
malwerts erreicht wurden. Diese Grenze wurde willkurlich festgelegt. Da die Maximal-
werte bei den jeweiligen Stammen variierten, wurden die ermittelten absoluten Punkt-
zahlen prozentual als relativer Wert zur maximal erreichbaren Punktzahl dargestellt.
Bei den DBA/1-Mausen konnten drei immundominante Epitope identifiziert werden. Es
handelt sich um die Epitope rhG6Pl292-314, rhG6Pl365.3388 und rhG6Pl456.476 (Abb. 4.6 A).

Das Peptid rhG6PIl4s6.476 mit der Aminosauresequenz PEDLERLLPHKVFEGNRPT-
NS wurde von allen Mausen erkannt und zeigte im Vergleich zu den anderen Peptiden
kontinuierlich die starkste Signalintensitat. Dieses Peptid erreichte 63 % des maximal
erreichbaren Punktwerts bei den Mausen, die mit denaturierter rhG6PI immunisiert
wurden und 83 % bei den mit nativer rhG6PI immunisierten Mausen. Die Peptide
rhG6Pl292-314 und rhG6Plsss.333 konnten dagegen nur bei einigen Mausen detektiert
werden. Fur das Peptid rhG6Pl3ss.333 wurden bei den Mausen, die mit denaturierter
rhG6PIl immunisiert wurden, 49 % und bei den mit nativer rhG6PI immunisierten
Tieren 37 % des Maximalwerts erzielt. Das Peptid rhG6Pl,g92-314 erreichte in beiden
Versuchsgruppen etwa 37%.
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Abb. 4.6: Immundominante G6PI-Epitope suszeptibler DBA/1-Mause und nicht suszeptibler
Mausstdmme. Mit Hilfe des Pepscan-Verfahrens wurden die polyklonalen anti-G6PI-Antikdrper sus-
zeptibler DBA/1-Mause (A) sowie nicht suszeptibler B10Q-, BALB/c- und BL/6-M&use (B) auf die Er-
kennung linearer B-Zell-Epitope getestet. Die Anzahl der Versuchstiere variierte bei den einzelnen
Stadmmen zwischen drei und acht Mausen, sodass fir die Vergleichbarkeit der Ergebnisse die ermittel-
ten Werte prozentual zur maximal erreichbaren Punkzahl dargestellt wurden. Erreichte ein Epitop Uber
33 % der maximal erreichbaren Punktzahl (schwarze Linie), so wurde es als immundominant definiert.
Das Peptid rhG6Pl4s6.476 Scheint dabei das Hauptepitop der humoralen Immunantwort zu sein.
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In der Gruppe der nicht suszeptiblen Stamme wurden nach Immunisierung mit nativer
rhG6PI die Seren von B10Q-, BALB/c- und BL/6-Mausen auf die Erkennung linearer
Epitope getestet (Abb. 4.6 B). Das Peptid rhG6Plss6.476 Wurde ebenfalls von allen
Stammen als immundominantes Epitop erkannt und erreichte Werte zwischen 53 %
und 60 %. Das Peptid rhG6PIl,9,-314 dagegen, zeigte nur bei den B10Q- und BALB/c-
Mausen eine Immundominanz und erreichte etwa 45 % bis 47 % der erreichbaren
Punktzahlen. Das Peptid rhG6PIl3s5.333 wurde zwar von allen Stammen erkannt, konnte
aber nur bei den DBA/1-Méausen als immundominantes Epitop definiert werden.

Die Arthritogenitat der Antikoérper ist nach diesen Befunden nicht an die Existenz
eines bestimmten Epitops gebunden, welches nur von den suszeptiblen DBA/1-Mau-
sen, nicht aber von den nicht suszeptiblen Stammen erkannt wird. Das immundomi-
nante Epitop rhG6Plsse.476 Scheint jedoch insbesondere bei den DBA/1-M&usen das
Hauptepitop der polyklonalen anti-G6PI-Antikérper zu sein und kdnnte daher fur die
Pathogenese der G6PI-induzierten Arthritis von Bedeutung sein. Gestltzt wird die
Hypothese durch die Beobachtung, dass dieses Peptid auch bei der Epitopanalyse
gepoolter Seren von jeweils zehn erkrankten DBA/1-Mausen die starkste Signalinten-
sitat zeigte (Abb 4.7).
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Abb. 4.7: Epitopanalyse gepoolter Seren von arthritischen DBA/1-Mausen. Seren von je zehn
DBA/1-Méausen wurden am Tag 26 (A) und Tag 30 (B) gesammelt und auf die Erkennung linearer
Epitope der rhG6PI1 getestet. Das Peptid rhG6Pl456.476 zeigt bei der Epitopanalyse gepoolter Seren die
stérkste Immundominanz.
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4.2.2 Die Lage der immundominanten Epitope in der Kristallstruktur der
humanen G6PI

Die G6PI liegt in lhrer nativen Form als Homodimer vor. Jedes Monomer besteht aus
zwei globularen Domanen und einem C-Terminus, der sich bogenférmig jeweils um
die andere Untereinheit windet. Das aktive Zentrum des Enzyms liegt dabei zwischen
den globularen Domanen im Bereich der Verbindungsstelle beider Monomere (Read,
Pearce et al. 2001). Mit der Software PyMol wurde die in der Proteindatenbank (PDB)
als 1JLH eingetragene Kristallstruktur der humanen G6PI (Cordeiro, Godoi et al.
2003) visualisiert und die Lage der im Pepscan-Verfahren identifizierten immundomi-
nanten B-Zell-Epitope bestimmt (Abb. 4.8).

Es konnte gezeigt werden, dass die Epitope mit den Aminosaureresten 292 bis
314 (NFEQLLSGAHWMDQHFRTTPLEK), 368 bis 388 (GTRVDHQTGPIVWGEPGTN-
GQ) und 456 bis 476 (PEDLERLLPHKVFEGNRPTNS) oberflachlich lokalisiert sind
und daher fur die Autoantikdrper gut zuganglich waren. Interessanterweise sind die
Epitope rhG6PIl2g92-314 und rhG6PIl4s6.476 direkt im Bereich der Verbindungsstelle des

Homodimers lokalisiert.

Abb. 4.8: Die Lage der immundominanten B-Zell-Epitope in der Kristallstruktur der humanen
G6PI. Die immundominanten Epitope rhG6Plags.314 (gelb), rhG6PI3g5.388 (blau) und rhG6PIl4s6.476 (pink)
wurden mit Hilfe der Software PyMol in der Kristallstruktur der rhG6PI (PDB 1JLH) visualisiert.
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4.2.3 Das immundominante Epitop rhG6PIss6.476 Und seine pathogene
Bedeutung als Hauptepitop der anti-G6PI-Antikorper

Bei der Epitopanalyse polyklonaler Seren erkrankter DBA/1-Mause wurde das lineare
Peptid rhG6Pl4s56.476 als immundominantes Epitop definiert und als potentielles Haupt-
epitop der anti-G6PI-Antikorper identifiziert. Die genaue Definition des Peptids als
Hauptepitop der humoralen Immunantwort gegen G6PI ist mit diesem Experiment
allein allerdings nicht mdglich, da das Pepscan-Verfahren weder eine Aussage uber
den quantitativen Anteil der gegen dieses Epitop gerichteten Antikorper noch eine
Aussage uber die Erkennung konformationeller Epitope liefert.

Mittels kompetitivem ELISA sollte daher abgeschatzt werden, wie quantitativ be-
deutsam die Erkennung des linearen Epitops rhG6Pl4s6.476 Nach primarer Immunisie-
rung mit nativer bzw. denaturierter rhG6PI ist und ob nach weiteren, mit dem Pep-
scan-Verfahren nicht identifizierbaren, konformationellen Epitopen gesucht werden
muss. Die Epitopregion wurde dabei auf einen Bereich eingegrenzt, der von allen
untersuchten Tieren erkannt wurde. Dieser Bereich wurde auf ein 14mer-Peptid mit
den Aminosaureresten 458 bis 472 reduziert (DLERLLPHKVFGNR) und das Peptid
synthetisch in Pulverform hergestellt.

Zunachst wurden die Seren von DBA/1-Mausen, die mit nativer bzw. denaturierter
rhG6PIl immunisiert wurden, im ELISA auf die Anwesenheit von anti-G6PI-Antikdrper
getestet und der fur die Durchfihrung des kompetitiven ELISA geeignete Serumtiter
bestimmt. Definiert wurde dieser Titer als die hochste noch im linearen Bereich der
Sattigungskurve liegende Serumverdinnung. Diese lag bei allen untersuchten Tieren
zwischen 1:300 und 1:900 (Abb. 4.9).
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Abb. 4.9: Bestimmung des fir den kompetitiven ELISA geeigneten Serumtiters. 21 Tage nach
Immunisierung mit rhG6PI wurden die Seren gewonnen und im ELISA auf die Anwesenheit von anti-
G6PI-Antikérpern getestet. Die Abbildung zeigt beispielhaft die Bindungskurve der polyklonalen Anti-
korper einer einzelnen DBA/1-Maus an native bzw. denaturierte rhG6PI. Als geeigneter Serumtiter wur-
de die héchste noch im linearen Bereich der sigmoiden Kurve liegende Serumverdinnung definiert, die
mit einem Kreis markiert wurde. Diese lag bei allen untersuchten Tieren zwischen 1:300 und 1:900.

Im kompetitiven ELISA wurde anschlielend die kompetitive Hemmung der Bindung
der G6PI-spezifischen Antikorper an native bzw. denaturierte rhG6PI durch steigende
Konzentrationen des Peptids rhG6Pl4s5.472 analysiert (Abb. 4.10). Die Peptidkonzen-
trationen variierten von 0 pmol/l bis maximal 100 pmol/l. Mit steigenden Peptidkon-
zentrationen wurde eine Abnahme der Absorption beobachtet. Die maximale Abnah-
me der Absorption wurde in Seren von DBA/1-Mausen, die mit denaturierter rhG6PI
immunisiert worden waren, bei einer Peptidkonzentration von 100 umol/l erreicht
(Abb. 4.10 A). In Seren jener DBA/1-Mause, die mit nativer rhG6PIl immunisiert
worden waren, variierte diese Peptidkonzentration zwischen 10 umol/l und 100 pmol/l
(Abb. 4.10 B). In der Abbildung 4.11 wird die Inhibition der Antikérperbindung an
rhG6PI prozentual als relative Abnahme der Absorption bei kompetitiver Hemmung
mit 100 uM Peptid im Vergleich zur Absorption ohne Peptid dargestellt (Abb. 4.11).
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Abb. 4.10: Kompetitive Hemmung der anti-G6PI-Antikérper gegen native und denaturierte
rhG6PI durch steigende Konzentrationen des Epitops rhG6Pls547,. Dargestellt sind die Bindungs-
kurven der anti-G6PI-Antikérper von je drei DBA/1-Mausen an rhG6PI. Die Seren wurden 21 Tage
nach Immunisierung mit denaturierter rhG6PI (A) oder nativer rhG6PI (B) gewonnen und die Inhibition
der Antikdrperbindung an rhG6PI bei steigenden Konzentrationen des Epitops rhG6Plsg 47, im kompe-
titiven ELISA analysiert. Die Peptidkonzentrationen lagen bei 100 pumol/l, 33,3 pnol/l, 11,1 umol/l,
3,7 umol/l, 1,2 umol/l, 0,4 umol/l und O pumol/l.

In Seren von DBA/1-Mausen, die mit nativer rhG6PI immunisiert wurden, konnte mit
dem Peptid rhG6Plssg.472 €ine prozentuale Inhibition der Antikérperbindung an native
rhG6PI von 18 % erreicht werden (Abb. 4.11 A). In Seren von mit denaturierter rhG6PI
immunisierten Mausen, wurde eine starkere Inhibition der Antikérperbindung durch

das Peptid beobachtet. Die prozentuale Inhibition fur die Bindung der AntikGrper an
denaturierte rhG6PI betrug im Mittel 47 % (Abb. 4.11 B).
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Abb. 4.11: Inhibition der Antikérperbindung an rhG6PI mit 100 umol/l des Epitops rhG6Plsg.47.
DBA/1-Mause wurden mit nativer rhG6PI (A) bzw. denaturierter rhG6PI (B) immunisiert. 21 Tage nach
Immunisierung wurde die Inhibition der Antikérperbindung an rhG6PI mit Hilfe des Peptids rhG6Pl sg 472
im kompetitiven ELISA analysiert. Dargestellt ist die prozentuale Inhibition der Antikdrperbindung an
native bzw. denaturierte rhG6PI bei Einsatz von 100 pmol/l rhG6Pl sg47,. Die Inhibition ist starker,
wenn die Mause mit denaturierter rhG6PI immunisiert wurden.
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Die Inhibition der Bindung GG6PI-spezifischer Antikdrper an rhG6PI mit dem Peptid
rhG6Pl4ss-472 war starker, wenn die polyklonalen Seren nach Immunisierung mit dena-
turierter rhG6PI gewonnen wurden. Ein Grofdteil der polyklonalen Antikorper konnte
jedoch nicht durch das Peptid gehemmt werden. Neben dem Epitop rhG6PIlss8.472
muss es demnach mindestens ein weiteres Hauptepitop der G6PI geben, bei dem es
sich moglicherweise auch um ein konformationelles Epitop handelt. Dies schlief3t
jedoch nicht aus, dass das Peptid rhG6Plsss.472 dennoch als Hauptepitop fur die Pa-

thogenese der G6PI-induzierten Arthritis Bedeutung haben kann.

4.2.4 Die polyklonalen anti-G6PI-Antikdrper erkennen vorwiegend lineare
Epitope der rhG6PI

Bei der kompetitiven Hemmung der Bindung G6PI-spezifischer Antikérper an rhG6PI
wurde ein Groldteil der polyklonalen Antikdrper jedoch nicht durch das lineare Epitop
rhG6Pl4ss-472 gehemmt. Diese konnten entweder gegen andere lineare Epitope gerich-
tet sein oder gegen Konformationsepitope, die das Pepscan-Verfahren nicht erfasst.
Eine Analyse der Inhibition der Antikdrperbindung durch native und denaturierte
rhG6PI kdonnte dariber Aufschluss bringen, da bei der nativen Form der G6PI Uber-
wiegend Konformationsepitope und bei der denaturierten G6PI eher lineare Epitope
abgebildet sind.

Mittels kompetitiven ELISA wurde die Inhibition der Antikérperbindung an rhG6PI
durch steigende Konzentrationen nativer bzw. denaturierter rhG6PI analysiert und
miteinander verglichen. Getestet wurden die polyklonalen Seren von DBA/1-Mausen
nach Immunisierung mit nativer rhG6PI bzw. denaturierter rhG6PI. Die Konzentration
der Hemmldsung variierte dabei zwischen 0 ug/ml und 100 ug/ml. Mit steigender Pro-
teinkonzentration wurde eine zunehmende Abnahme der Absorption beobachtet, die
ihr Maximum bei einer Konzentration von 100 pg/ml erreichte. Die prozentuale Inhibi-
tion der Antikdrperbindung an rhG6PI wurde analog zu den vorhergehenden Experi-
menten als relative Abnahme der Absorption bei kompetitiver Hemmung mit 100 ug/ml
nativer bzw. denaturierter rhG6PI im Vergleich zur Absorption ohne Protein definiert
(Abb. 412).

In Seren von Mausen, die mit nativer rhG6PI immunisiert wurden, konnte durch
Zugabe der denaturierten rhG6PI eine Inhibition der Antikérperbindung an native
rhG6PI von uber 90 % erzielt werden. Im Vergleich dazu wurde mit Hilfe der nativen
rhG6PI eine Inhibition der Antikorperbindung von nur 39 % erzielt (Abb.4.12 A).
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Abb. 4.13: Vergleich der Inhibition der Antikérperbindung an rhG6Pl durch native und
denaturierte rh G6PI. DBA/1-Mause wurden mit nativer rhG6PI (A) bzw. denaturierter rhG6PI (B) im-
munisiert. 21 Tage nach Immunisierung wurde die Inhibition der Antikérperbindung an rhG6PI mit Hilfe
der nativen rhG6PI und denaturierten rhG6PI im kompetitiven ELISA analysiert. Dargestellt ist die pro-
zentuale Inhibition der Antikérperbindung an native bzw. denaturierte rhG6PI bei Einsatz von 100 ug/ml
native rhG6PI und denaturierte rhG6PIl. Die Antikérperbindung an rhG6PI wir durch denaturierte
rhG6PI starker gehemmt als durch native rhG6PI.

In Seren von Mausen, die mit denaturierter rhG6PI immunisiert wurden, konnte eine
Inhibition der Antikorperbindung an denaturierte rhG6PI bei kompetitiver Hemmung
mit denaturierter rhG6PI von Uber 89 % erreicht werden. Die durch native rhG6PI er-
zielte prozentuale Inhibition der Antikérperbindung dagegen lag bei 55 % (Abb.4.12
B). Die Bindung der G6PI-spezifischen Antikorper an rhG6P| wurde starker gehemmt,
wenn fur die kompetitive Hemmung denaturierte rhG6PI verwendet wurde. Dies kdonn-
te ein Hinweis darauf sein, dass neben dem Peptid rhG6Pl455.472 weitere lineare Epito-

pe existieren, die von anti-G6PI-Antikdrpern erkannt werden.
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4.2.5 Niedrige Affinitat der nach primarer Immunisierung mit rhG6PI

produzierten Antikorper

Die Bindung polyklonaler anti-G6PI-Antikdrper an rhG6PI konnte durch Zugabe von
denaturierter rhG6PI starker gehemmt werden als durch Zugabe von nativer rhGG6PI.
Bei kompetitiver Hemmung mit nativer rhG6P| war die prozentuale Inhibition der
Antikorperbindung an rhG6PI insbesondere in Seren von Mausen, die mit nativer
rhG6PI immunisiert wurden, mit 39 % deutlich niedriger als erwartet. Diese schwache
Inhibition kdnnte durch eine niedrige Affinitat der anti-G6PI-Antikdrper gegenuber der
nativen rhG6PI erklart werden. Da nach mehrfacher Immunisierung mit demselben
Antigen Antikdrper mit hoherer Affinitat produziert werden als nach primarer Immuni-
sierung, sollte in Seren von DBA/1-Mausen, die mehrfach mit nativer rhG6PI immuni-
siert werden, eine starkere Inhibition der Antikdrperbindung an rhG6PI durch Zugabe
von nativer rhG6PI auftreten.

Dies wurde folgendermafien untersucht: DBA/1-Mause wurden im Abstand von
vier Wochen mehrfach mit nativer rhG6PI immunisiert. 21 Tage nach der tertiaren
Immunisierung wurde die Inhibition der polyklonalen Antikorper durch Zugabe von
steigenden Konzentrationen nativer rhG6PI im kompetitiven ELISA analysiert (Abb.
4.13). Im Vergleich zu Seren, die nach primarer Immunisierung gewonnen wurden,
wurde in Seren von Mausen nach tertidrer Immunisierung durch Zugabe von
100 pg/ml nativer rhG6PI eine Steigerung der Inhibition der Antikdrperbindung von
zuvor 39 % auf 69 % erreicht. Die nach primarer Immunisierung mit nativer rhG6PI
gebildeten anti-G6PI-Antikdrper scheinen demnach eine relativ niedrige Affinitat ge-

genuber der nativen rhG6PI zu besitzen.
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Abb. 4.13: Vergleich der Inhibition der Antikdérperbindung an native G6PI nach priméarer und
tertiarer Immunisierung. DBA/1-Mause wurden mit 400 pg nativer rhG6PI in CFA primar immunisiert
und die Immunisierungen zweimal im Abstand von vier Wochen mit einer Dosis von 25 pg oder 50 ug
rhG6PI in CFA wiederholt. Die Seren wurden 21 Tage nach der letzten Immunisierung gewonnen und
die Inhibition der Antikbrperbindung an native rhG6PI analysiert. Dargestellt ist die prozentuale
Inhibition der Antikérperbindung bei kompetitiver Hemmung mit 100 pg/ml nativer rhG6PI. Die roten
Punkte markieren die Ergebnisse der Seren, die nach tertiarer Immunisierung gewonnenen wurden.
Zum Vergleich wurden die Daten der Seren, die nach primarer Immunisierung gewonnen wurden, als
schwarze Punkte dargestellt (Daten von Abb. 4.13 A). Die nach primarer Immunisierung produzierten
anti-G6PI-Antikérper haben vermutlich eine geringe Affinitadt gegenidber der nativen rhG6PI.

4.3 Die pathogenetische Relevanz des Epitops rhG6Plsg 472 als
Immunogen

In den bisherigen Experimenten wurde das Peptid rhG6Pl458.472 als immundominantes

B-Zellepitop der anti-G6PI-Antikorper identifiziert, welches mdglicherweise als Haupt-

epitop der humoralen Immunantwort in die Pathogenese der G6PI-induzierten Arthritis

einwirkt. Im folgenden Teil der Arbeit wurde die pathogenetische Relevanz des Epi-

tops rhG6Pl4s5.472 in vivo getestet.

4.3.1 Versuch einer Arthritisinduktion bei DBA/1-Mausen durch

Immunisierung mit dem Epitop rhG6Plss.472

Es wird untersucht, ob durch subkutane Immunisierung mit dem identifizierten B-Zell-

epitop rhG6PIl4s8.472 €ine Arthritis in DBA/1-Mausen induziert werden kann.
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Die klinischen Zeichen einer Arthritis wurden in drei Schweregrade eingeteilt, wobei
jede Pfote einer Maus einzeln bewertet wurde. Grad 0 entsprach einer gesunden,
klinisch unauffalligen Pfote. Eine leichte Schwellung der Pfote wurde als Grad 1
eingestuft, wahrend eine starke Schwellung dem Grad 2 entsprach. Insgesamt war ein
maximaler Arthritisgrad von acht vorgesehen. DBA/1-Mause wurden nach Immunisie-
rung mit 50 pg bis maximal 400 pg hG6Plss5.472 in CFA in einem Zeitraum von 30 Ta-
gen auf klinische Zeichen einer Arthritis beobachtet. Parallel dazu wurden auch
Kontrolltiere beobachtet, die ausschlieRlich mit CFA oder mit 400 yg rhG6PI in CFA
immunisiert wurden.

Die Tabelle 4.1 zeigt die Inzidenz von Arthritis in den verschiedenen Versuchs-
gruppen. Keines der mit dem Peptid rhG6Pl455.472 immunisierten Tiere entwickelte bis
zum Tag 30 nach Immunisierung makroskopisch Zeichen einer Arthritis. In den Kon-
troligruppen zeigten die mit CFA immunisierten Mause erwartungsgemaf keine Arthri-
tis, wahrend bei allen Mausen, die mit nativer rhG6PI immunisiert wurden, am Tag 12
nach Immunisierung der maximale Arthritisgrad acht beobachtet wurde. Sowohl die
mit dem Epitop rhG6Plss5.472 als auch die mit der rhG6PI immunisierten Tiere zeigten
30 Tage nach Immunisierung vergleichbar hohe Antikdrpertiter gegen G6PI (Abb.
4.14). Diese Ergebnisse zeigen, dass mit dem B-Zellepitop rhG6Pls5.472 allein keine
Arthritis in DBA/1-Mausen induziert werden kann.

Tab. 4.1: Arthritisinduktion mit dem Epitop rhG6Pl sg.472 bei DBA/1-Mausen. DBA/1-Mause wurden
mit 50 pg bis 400 pg rhG6Plyss.472 in CFA subkutan an der Schwanzbasis immunisiert und lber einen

Zeitraum von 30 Tagen auf klinische Zeichen einer Arthritis beobachtet. Zur Kontrolle wurden je vier
DBA/1-Mause mit 400 pg nativer rhG6PI in CFA bzw. ausschlief3lich CFA immunisiert.

Immunisierung Inzidenz
rhG6PI 5 47, 0/9
rhG6PI 4/4
CFA 0/4
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Abb. 4.14: Anti-G6PI-Titer nach Immunisierung mit dem Epitop rhG6PIl;s5.470. Die Seren wurden 21
Tage nach Immunisierung mit dem Epitop rhG6Pl sg 47> gewonnen und im ELISA auf die Anwesenheit
von anti-G6PI-Antikérpern getestet. Die Abbildung zeigt beispielhaft die Bindungskurve der polyklona-
len Antikdrper einer einzelnen DBA/1-Maus an native bzw. denaturierte rhG6PI.

4.3.2 Histologische Analyse der DBA/1-Méause nach Immunisierung mit dem
Epitop rhG6Plssg-472

Obwohl DBA/1-Mause nach Immunisierung mit dem Epitop rhG6Pl4ss.472 keine Klini-
schen Anzeichen einer Arthritis zeigten, konnte nicht ausgeschlossen werden, dass
durch die Immunisierung eine Entzindungsreaktion mit Einwanderung inflammatori-
scher Zellen in die distalen Gelenke induziert wurde. Deshalb wurden 30 Tage nach
Immunisierung mit dem Epitop rhG6Pl4ss.472 die distalen Gelenke der vorderen und
hinteren Extremitaten histologisch auf Zeichen einer Arthritis untersucht. Zur Kontrolle
wurden auch die Mause, die ausschlie3lich mit PBS in CFA immunisiert worden wa-
ren, herangezogen worden.

Die mit Hamatoxylin-Eosin gefarbten Gelenkschnitte zeigten nach Immunisierung
mit dem Epitop rhG6Plsss.472 keine Auffalligkeiten (Abb. 4.15). Der Gelenkspalt war
frei von inflammatorischen Zellen, die Synovialmembran war schmal und glatt, Kno-
chen und Knorpel waren intakt und zeigten keine Destruktionsmerkmale. Die Gelenk-
schnitte der ausschlief3lich mit PBS in CFA immunisierten Mause waren ebenfalls un-
auffallig. Die Immunisierung mit dem Epitop rhG6Plsss.472 zeigte auch auf mikrosko-

pischer Ebene keine Anzeichen einer Arthritis.
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Abb. 4.15: Histologische Arthritisbewertung. HE-Farbung von einem Gelenkschnitt der hinteren
Pfote einer DBA/1-Maus nach primarer Immunisierung mit dem Epitop rhG6Plssg.47.. DBA/1-Mau-
se wurden mit 200 pg rhG6Plsss.472 immunisiert und Uber einen Zeitraum von 30 Tagen beobachtet.
Gezeigt wird eine HE-Farbung in 50-facher (A) und 200-facher Vergréfierung (B) der Gelenkschnitte
einer DBA/1-Maus nach Immunisierung mit dem Peptid rhG6Plss5.472. Keines der Tiere zeigte
entzindliche Infiltrate in den Gelenken.

4.3.3 T-Zellantwort gegen das B-Zell-Epitop rhG6Plssg-472

Nach Immunisierung von DBA/1-Mausen mit rhG6PI sind die Zellen aus den drainie-
renden Lymphknoten (inguinal) und der Milz in der Lage, nach Restimulation mit
rhG6PI zu proliferieren. Wir untersuchten, ob diese Zellen auch nach Restimulation
mit dem Peptid rhG6Plss5.472 proliferieren kdnnen. Im Vergleich wurden auch Zellen
von DBA/1-Mausen nach Immunisierung mit dem Peptid rhG6Pl4ss.472 analysiert.

Je drei DBA/1-Mause wurden mit nativer rhG6PI, denaturierter rhG6P| und dem
Peptid rhG6Plsss.472 immunisiert. Zwolf Tage nach Immunisierung wurden Einzelzell-
suspensionen aus den inguinalen Lymphknoten und der Milz hergestellt. Diese wurde
dann mit steigenden Konzentrationen nativer rhG6PI, denaturierter rhG6PI oder dem
Peptid restimuliert und die Proliferation iiber den *H-Thymidineinbau gemessen. Der
Stimulationsindex (Sl) berechnete sich dabei aus dem Quotienten der Werte mit
rhG6PI bzw. Peptid rhG6PIl4s8.472 restimulierten Zellen und dem der unstimulierten Zel-
len.

Nach Restimulation der Zellen mit rhG6P| wurde bei allen Mausen eine Prolifera-
tion der Zellen aus den Lymphknoten und der Milz beobachtet. Der maximale S| wur-
de bei einer Konzentration von 5 ug/ml denaturierter rhG6PI bzw.100 pg/ml nativer
rhG6PI erreicht. Bei den Zellen von DBA/1-Mausen, die mit denaturierter rhnG6PI im-
munisiert wurden, wurde ein mittlerer S| von 22 + 2,6 nach Restimulation mit 100

pg/ml nativer rhG6PI und von 9,3 £ 0.4 nach Restimulation mit 5 yg/ml denaturierter
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rhG6PI erzielt (Abb. 4.15, A). Bei den Zellen, die von DBA/1-Mausen nach Immunisie-
rung mit nativer rhG6P| gewonnen wurden, betrug der SI nach Restimulation mit nati-
ver rhG6PI 10,8 + 1 und mit denaturierter rhG6PI 7,8 + 1,3. Die Zellen von Mausen,
die mit dem Peptid rhG6Pl4s8.472 immunisiert wurden, zeigten nach Restimulation mit
rhG6PI nur eine schwache Proliferation. Der mittlere Stimulationsindex nach Restimu-
lation mit nativer rhG6P| schwankte zwischen 2,9 und 13,1 und erreichte im Mittel

einen Wert von 8,4.
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Abb. 4.15: Zellulare Immunantwort gegen das Peptid rhG6Plysg47. DBA/1-Mause wurden mit
nativer rhG6PI (A), denaturierter rhG6PI (B) und dem Peptid rhG6Plyss472 (C) immunisiert. Die Zellen
der inguinalen Lymphknoten und der Milz wurden zwdlf Tage nach primarer Immunisierung fiir 72 h in
96-Muldenplatten kultiviert. AnschlieRend wurden die Zellen mit nativer rhG6PI, denaturierter rhG6PI
oder dem Peptid rhG6Pl,55.472 restimuliert und die Proliferation am B-Szintillationszéhler gemessen. Der
Stimulationsindex (SI) wurde dabei als Quotient aus den Werten, die fir die mit rhG6PI bzw. Peptid re-
stimulierten Zellen gemessen wurden, und den Werten, die fur die unstimulierten Zellen gemessen
wurden, gebildet und als Mittel + SEM angegeben. Es wurden je drei DBA/1-Mause untersucht.

Nach Restimulation mit denaturierter rhG6PI schwankten die Werte ebenfalls sehr
stark und erreichten einen mittleren Stimulationsindex von 6,1 + 2,2. Die Restimula-
tion mit dem Peptid rhG6Plys5.472 fuhrte bei keiner Maus zu einer Proliferation der

Zellen. Der mittlere Sl lag bei allen Tieren unter 3,3.
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Die Zellen erkrankter DBA/1-Mause zeigten nach Restimulation mit nativer oder
denaturierter rhG6PI eine starke zellulare Antwort, die nach Restimulation mit dem
Peptid rhG6Pl455.472 ausblieb. Erstaunlicherweise wurde bei den Mausen, die mit dem
Peptid rhG6Pl455.472 immunisiert wurden, eine schwache Proliferation nach Restimu-
lation mit nativer bzw. denaturierter rhG6PI| beobachtet, nicht aber nach Restimulation
mit dem Peptid rhG6Ply55.472. Das Peptid rhG6PI455.472 wird demnach von den Zellen

der DBA/1-Mause nicht als immundominantes T-Zell-Epitop erkannt.
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5 Diskussion

DBA/1-Mause entwickeln nach Immunisierung mit Glukose-6-phosphat-lIsomerase
(G6PI) eine symmetrische Polyarthritis (Schubert, Maier et al. 2004). Damit war zum
ersten Mal erwiesen, dass eine Immunisierung mit einem systemischen Antigen eine
organspezifische Erkrankung in nicht transgenen Mausen induziert. Bisher ist jedoch
nicht geklart, welche Rolle Antikdrper und B-Zellen in der Pathogenese der G6PI-indu-
zierten Arthritis spielen. Anders als beim transgenen K/BxN-Modell und der Kollagen-
induzierten Arthritis (CIA) ist die G6PI-induzierte Arthritis nicht durch Antikorper Uber-
tragbar, wahrend auch nicht suszeptible Mausstamme hohe Titer gegen G6PI produ-
zieren.

In dieser Arbeit wurden Lokalisation und Kinetik der B-Zellantwort nach primarer
Immunisierung mit G6PI sowie die Epitopspezifitat der von den B-Zellen produzierten
anti-G6PI-Antikdrper untersucht. Dabei wurde ein lineares B-Zellepitop identifiziert,
welches moglicherweise eine Rolle bei der Pathogenese der Arthritis spielt. Dies
konnte ein Beitrag zur Aufklarung der arthritogenen Rolle der B-Zellen und der von

ihnen produzierten Antikorper sein.

5.1 Lokalisation und Kinetik der G6PI-spezifischen Plasmazellen

B-Zellen konnen Uber ihren B-Zellrezeptor (BCR) Antigen in das Zellinnere aufnehmen
und Peptide des Antigens zusammen mit einem MHC-Molekul an der Oberflache pra-
sentieren. Bereits nach wenigen Stunden sind Antigen-beladene B-Zellen an der
Grenze zwischen der T- und B-Zellzone im Lymphknoten nachweisbar. Trifft nun eine
antigenspezifische Th-Zelle auf eine B-Zelle, so kann die B-Zelle durch die Th-Zelle
aktiviert werden. Es kommt zur klonalen Expansion der B-Zelle mit Entstehung von
Antikdrper-sezernierenden Zellen (ASZ).

Im K/BxN-Modell entwickelt die F1-Generation aus der Kreuzung von T-Zell-Re-
zeptor-transgenen (TZR) C57BL/6-Mausen mit Diabetes-suszeptiblen NOD-Mausen
spontan eine periphere symmetrische destruierende Polyarthritis. Dabei erkennt der
transgene TZR der KRN-Maus im Kontext mit der |-A%’-Prasentation die ubiquitar
exprimierte G6PI, ein Enzym des Kohlenhydratstoffwechsels, und fuhrt tGber eine anti-
korpervermittelte Immunreaktion spontan zu einer Arthritis (Kouskoff, Korganow et al.
1996; Matsumoto, Staub et al. 1999).
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T-Lymphozyten sind in diesem Modell ausschlieBlich dafir notwendig, den B-Lympho-
zyten Hilfe bei der Produktion der pathogenen Antikorper zu leisten. Sind diese Anti-
korper erst einmal produziert, sind Lymphozyten fur die Pathogenese nicht mehr erfor-
derlich; mit dem Serum der K/BxN-Mause lasst sich Arthritis sogar auf rag-defiziente
Mause Ubertragen (Kouskoff, Korganow et al. 1996; Korganow, Ji et al. 1999;
Matsumoto, Staub et al. 1999; Maccioni, Zeder-Lutz et al. 2002).

Eine Studie von Maccioni et al. zeigte, dass die Initiierung der B-Zellantwort gegen
G6PI im K/BxN-Modell hauptsachlich in der Milz stattfindet (Maccioni, Zeder-Lutz et
al. 2002). Allerdings handelte es sich bei den in dieser Arbeit verwendeten Zellen um
anti-G6PI-IgG-sezernierende B-Zellen (anti-G6PI-IlgG-ASZ), die aus G6PI-spezifi-
schen B-Zellhybridomen generiert wurden. Eine andere Arbeitsgruppe dagegen, die
unmanipulierte B-Zellen direkt aus der Maus verwendete, zeigte, dass die Aktivierung
und Differenzierung der B-Zellen vorwiegend in den gelenknahen Lymphknoten statt-
findet (Mandik-Nayak, Wipke et al. 2002).

Es wird diskutiert, ob die G6PI an die extrazellulare Matrix des Knorpels und der
Synovia bindet. Dies konnte im Gelenk zu einer besseren Zuganglichkeit der Autoanti-
korper zur G6PI fihren und sekundar Uber die Bildung von Immunkomplexen zur
Aktivierung des alternativen Komplementweges mit konsekutiver Entzindungsreaktion
im Gelenk (Hirano 2002). Auch bei organspezifischen Autoantigenen, wie z.B. dem
Myelin-basischen Protein bei der experimentellen allergischen Enzephalitis oder dem
Inselzell-Antigen bei dem NOD-Modell des insulinabhangigen Diabetes, ist die Aktivie-
rung der Lymphozyten auf die die befallenen Gewebe drainierenden Lymphknoten fo-
kussiert (Chabannes and Borel 1990; Hoglund, Mintern et al. 1999).

Da die Arthritisentwicklung gerade im K/BxN-Modell entscheidend von den B-Zel-
len und Antikérpern abhangt, sollten die Kinetik und Lokalisation der Produktion von
anti-G6PI-Antikérpern auch im Modell der G6PI-induzierten Arthritis untersucht wer-
den. Dazu wurde die Anzahl G6PI-spezifischer IgG-ASZ aus der Milz, dem Knochen-
mark, den gelenknahen Lymphknoten und den die Injektionsstelle drainierenden
Lymphknoten vor, wahrend und nach Manifestation der Arthritis bestimmt und mitein-
ander verglichen.

Es ist bekannt, dass die Mehrzahl der in der fruihen Immunantwort gebildeten Anti-
gen-spezifischen Plasmazellen nach wenigen Tagen im extrafollikularen Bereich der
sekundaren Lymphorgane noch am Ort ihrer Entstehung durch Apoptose sterben,

wahrend ein kleiner Teil dieser Zellen in das Knochenmark wandert, um dort GUber Mo-
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nate bis Jahre zu Uberleben und als Teil des immunologischen Gedachtnisses Anti-
gen-unabhangig persistierende Antikorpertiter zu produzieren (Slitka and Ahmed
1998; Manz, Cassese et al. 1999; Manz and Radbruch 2002; Hoyer, Moser et al.
2004; Manz, Hauser et al. 2005). Wie die Ergebnisse in Kapitel 4.1.1 zeigen, scheint
diese Vorstellung auch auf die G6PI-induzierte Arthritis Ubertragbar zu sein. Nach Im-
munisierung der DBA/1-Mause mit rhG6PI findet die Aktivierung der B-Zellen in der
frihen Phase der Immunantwort hauptsachlich in den die Injektionsstellen drainieren-
den Lymphknoten (aortale und inguinale Lymphknoten) statt.

Hierbei handelt es sich wahrscheinlich um kurzlebige anti-G6PI-IgG-ASZ, die zur
Bildung des am neunten Tag nach Immunisierung beobachteten hohen Maximums
des Antikorpertiters gegen G6PI (Schubert, Maier et al. 2004) fuhren und nach einigen
Tagen vor Ort durch Apoptose sterben. In der Folge kommt es zu einem raschen Ab-
fall G6PI-spezifischer Plasmazellen in den drainierenden Lymphknoten. Zeitgleich be-
obachtet man jedoch im Knochenmark einen erneuten Anstieg von anti-G6PI spezifi-
schen Plasmazellen. Diese sind vermutlich als kurzlebige anti-G6PI-IgG-ASZ aus den
drainierenden Lymphknoten in das Knochenmark eingewandert, um sich dort zu lang-
lebigen, sich nicht mehr teilenden Plasmazellen zu differenzieren und durch Produk-
tion mehrerer tausend Antikdrpermolekiile pro Sekunde in ihre Umgebung fur die
Persistenz des hohen anti-G6PI-Antikorpertiters zu sorgen, der auch nach Abklingen
der klinischen Symptomatik zu beobachten ist.

Antigene werden je nach Injektionsort in verschiedene Lymphgewebe drainiert. So
wird nach Injektion des Antigens im Bereich der Schwanzbasis Uberwiegend ein
Lymphabstrom zu den inguinalen Lymphknoten beobachtet, wahrend das Antigen
nach Injektion in den Fuldsohlen der HinterfulRe hauptsachlich in die poplitealen
Lymphknoten drainiert wird (Tilney 1971).

Die Aktivierung von B-Zellen findet gewohnlich in Lymphorganen statt, die in der
Nahe des Antigens lokalisiert sind (Zinkernagel, Ehl et al. 1997). Demnach war zu
erwarten, dass die Initiierung der B-Zellantwort gegen rhG6PI in den die Injektions-
stellen drainierenden Lymphknoten stattfindet. Auch im CIA-Modell werden nach intra-
dermaler Injektion von Kollagen Il im Bereich der Scapulae die anti-Cll-Antikdrper vor-
wiegend in den brachialen Lymphknoten produziert (Rahman and Staines 1991).
Andererseits handelt es sich bei der G6PI um ein systemisch exprimiertes Antigen,
das sowohl in der G6PI-induzierten Arthritis als auch im K/BxN-Modell eine organspe-

zifische Erkrankung induziert.
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Im Gegensatz zum K/BxN-Modell konnten nach Immunisierung mit rhG6PI auch zum
Zeitpunkt der klinischen Manifestation nur wenige G6PI-spezifische ASZ in den ge-
lenknahen Lymphknoten nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis schlie3t jedoch eine
pathogenetische Relevanz der Antikorper in der G6PI-induzierten Arthritis noch kei-
neswegs aus. Zum einen wissen wir, dass Fc-Rezeptoren — und damit indirekt Anti-
korper — fur die Pathogenese der GG6PIl-induzierten Arthritis von Bedeutung sind
(Schubert, Maier et al. 2004). Zum anderen gibt es Hinweise dafur, dass B-Zellen
nicht nur in Lymphorganen, sondern auch in entzindetem Gewebe zu Plasmazellen
differenzieren kdnnen und dort der lokalen Antikérperbildung im Rahmen der humora-
len Immunantwort dienen (Tengner, Halse et al. 1998; Cassese, Lindenau et al. 2001;
Salomonsson, Jonsson et al. 2003; Hoyer, Moser et al. 2004; Sekine, Watanabe et al.
2004).

So findet man in der Synovia von Patienten mit rheumatoider oder reaktiver Arthri-
tis Lymphozytenformationen wie sie in sekundaren Lymphorganen zu beobachten
sind, in denen vermutlich nicht nur die Aktivierung von B-Zellen, sondern auch ihre
Differenzierung zu Plasmazellen stattfindet (Kim, Krenn et al. 1999). Es ist daher vor-
stellbar, dass nach primarer Immunisierung mit rhG6PI auch in der Synovia der
DBA/1-Mause autoreaktive B-Zellen aktiviert werden und zu anti-G6PI-spezifischen
Plasmazellen differenzieren, die im Gelenk pathogene Antikdrper produzieren.

Moglicherweise sezernieren kurzlebige und langlebige Plasmazellen verschiedene
Antikorper mit jeweils unterschiedlichen Qualitaten. So kdnnte es sein, dass kurzlebi-
ge Plasmazellen, die in der frihen Phase der Immunantwort in den drainierenden
Lymphknoten gefunden werden, hauptsachlich pathogene Antikorper produzieren, die
moglicherweise Arthritis induzieren, nicht aber fur den weiteren Verlauf der Erkran-
kung relevant sind. Die langlebigen Plasmazellen im Knochenmark hingegen kdnnten
Antikorper sezernieren, die pathogenetisch keine oder nur eine untergeordnete Rolle
spielen.

Bei den Transferversuchen wurden Seren verwendet, die 14 bis 18 Tage nach
Immunisierung von arthritischen Mausen gewonnen wurden. Dies ist auch der Zeit-
raum, in dem die anti-G6PI-spezifischen Plasmazellen in den drainierenden Lymph-
knoten durch Apoptose sterben. Geht man davon aus, dass kurzlebige und langlebige
Plasmazellen tatsachlich unterschiedliche Antikorper produzieren, so kdnnte man
schlielen, dass die Transferversuche deshalb nicht zur Induktion einer Arthritis

gefuhrt haben, weil zum Zeitpunkt der Serumgewinnung bereits viele kurzlebige
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Plasmazellen durch Apoptose untergegangen sind und somit zu wenig pathogene
Antikorper im Serum vorhanden waren, um eine Arthritis zu induzieren. DBA/1-Mause
entwickeln nach Immunisierung mit rhG6PI eine akute, selbstlimitierende symmetri-
sche Polyarthritis. Eine Sekundarimmunisierung mit rhG6PI nach kompletter klinischer
Remission fuhrt zu keiner oder nur zu einer geringgradigen Arthritis (Bockermann,
Schubert et al. 2005). Diese Beobachtung konnte daftir sprechen, dass die nach pri-
marer Immunisierung mit rhG6P| gebildeten langlebigen Plasmazellen im Knochen-
mark Antikorper sezernieren, die zur Aufrechterhaltung der protektiven humoralen
Immunitat dienen, wie z. B. nach einer Impfung, und es deshalb nicht zu einer erneu-

ten Induktion der Arthritis kommt.
5.2 Rolle der anti-G6PI-Antikdrper in der G6PI-induzierten Arthritis

5.2.1 Charakterisierung der anti-G6PI-Antikoérper

Bei der Pathogenese der RA werden B-Zellen und den von ihnen produzierten Auto-
antikdrpern eine groRe Rolle zugeschrieben. Mehr als 2/3 der RA-Patienten ent-
wickeln den sogenannten Rheumafaktor (RF) (Dorner, Egerer et al. 2004). Daneben
konnten noch zahlreiche andere Autoantikorper identifiziert werden, von denen Anti-
korper, die gegen citrullinierte Antigene gerichtet sind, im Vergleich zum RF eine ho-
here Spezifitat besitzen (Bizzaro and Tampoia 2008).

Im Modell der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) ist die Produktion von arthritoge-
nen Autoantikorpern gegen murines Kollagen Il (Cll) der Hauptmechanismus in der
Immunpathogenese. Der passive Transfer von Serum arthritischer Mause induziert
sowohl in den suszeptiblen als auch in den nicht suszeptiblen Stammen eine Arthritis
(Englert, Ferguson et al. 1986; Holmdahl, Jansson et al. 1990). Auch im K/BxN-Modell
spielen B-Zellen und die von ihnen produzierten Antikorper bei der Entwicklung der
Arthritis eine entscheidende Rolle. Eine Arthritis kann auch hier durch Transfer von
Serum arthritischer Mause oder monoklonalen Antikérpern in Empfangermausen indu-
ziert werden (Maccioni, Zeder-Lutz et al. 2002).

Bisher konnte durch ein Transfer von Antikorpern aus Mausen mit G6PI-induzier-
ter Arthritis keine Erkrankung bei Empfangermausen induziert werden (Kamradt and
Schubert 2005). Sowohl IgG1, die im K/BxN-Modell arthritogen sind, als auch 1gG2,
die in der CIA hauptsachlich pathogen sind, sind vom neunten Tag nach Immunisie-

rung bis nach Abklingen der klinischen Symptome an Tag 30 hochtitrig nachweisbar.
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Daneben produzieren auch die nicht suszeptiblen Mausstamme nach Immunisierung
mit G6PI hohe Antikorpertiter gegen G6PI. Diese Befunde sprechen zunachst gegen
eine pathogene Bedeutung der anti-G6PI-Antikorper. Andererseits sind FcR*-Effektor-
zellen, und damit auch indirekt IgG-Antikorper, fir die Pathogenese der G6PI-indu-
zierten Arthritis entscheidend, so dass diese Befunde gegen die Induzierbarkeit der
G6PI-induzierten Arthritis ausschlieRlich durch anti-G6PI-AntikOrper, jedoch nicht ge-
gen die generelle pathogene Bedeutung der anti-G6PI-Antikdrper sprechen (Schubert,
Maier et al. 2004).

Fur die Arthritisinduktion kann es von Bedeutung sein, welche Epitope der G6PI
von den anti-G6PI-Antikérpern erkannt werden. Zum einen ist es maoglich, dass die
Erkennung eines bestimmten ,arthritogenen® Epitops Voraussetzung fir die Arthrito-
genitat der Antikorper ist. In diesem Fall ware die Antigenerkennung unmittelbar mit
der pathologischen Funktion der Antikdrper verbunden. Zum anderen ist es mdglich,
dass fur die Induktion der Arthritis verschiedene Antikdrper mit unterschiedlichen Epi-
topspezifitaten bendtigt werden. Man unterscheidet lineare und konformationelle Epi-
tope. Da eine Arthritis auch mit denaturierter G6PI induziert werden kann, ist es nicht
unwahrscheinlich, dass die Erkennung linearer Epitope flur die Pathogenese wichtig
ist.

Zur Charakterisierung der anti-G6PI-Antikorper wurde eine Epitopanalyse polyklo-
naler Antikorper aus den Seren erkrankter DBA/1-Mause und den Seren nicht suszep-
tibler Mause durchgefuhrt. Die Ergebnisse in Kapitel 4.2.1 zeigen, dass die nach
primarer Immunisierung mit rhG6PI produzierten Antikdrper eine Vielzahl linearer Epi-
tope der G6PI erkennen. Insgesamt scheinen jedoch nur drei dieser Epitope eine im-
mundominante Wirkung zu besitzen. Die Epitope rhG6Plsss.472 und rhG6Plg2-314
konnten dabei sowohl bei den arthritischen DBA/1-Mausen als auch bei den nicht
suszeptiblen Stammen als immundominante Epitope identifiziert werden, wahrend flr
das Epitop rhG6PI3s5.388 nur bei den DBA/1-Mausen eine Immundominanz beobachtet
werden konnte.

Dass die DBA/1-Mause, die mit nativer rhG6P| immunisiert worden waren, diesel-
ben Peptide als immundominante Epitope erkennen wie die mit denaturierter rhG6PI
immunisierten Mause, macht noch einmal deutlich, dass wenn Antikorper eine patho-
logische Rolle spielen, die Erkennung linearer Epitope von Bedeutung ist. Hauptepitop

der G6PI-spezifischen Antikorper ist bei allen Mausstammen das Epitop rhG6PI455.472.
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Damit kann eine pathogene Bedeutung dieses Epitops zumindest als alleiniges arthri-
togenes Epitop ausgeschlossen werden.

Es ist jedoch mdglich, dass das Epitop rhG6Plss5.472 bei den DBA/1-Mausen erst in
Kombination mit anderen immundominanten Epitopen fur die Arthritisentwicklung eine
pathogene Bedeutung haben konnte.

Moglicherweise werden fur die Induktion einer Arthritis verschiedene Antikorper
bendtigt, die verschiedene Epitope der G6PI erkennen. Viele Autoantikorper tragen
Uber direkte klassische Effektormechanismen oder indirekt Uber die Bildung von Im-
munkomplexen in Gelenken zur Pathogenese der Arthritis bei (Martin and Chan
2004). Sowohl in der CIA als auch im K/BxN-Modell ist ein Transfer der Arthritis nur
dann moglich, wenn mindestens zwei oder drei Antikorper unterschiedlicher
Epitopspezifitat das Antigen binden. Dabei scheint in beiden Tiermodellen die
raumliche Anordnung der Epitope eine wesentliche Rolle zu spielen.

Die simultane Bindung mehrerer Antikorper an verschiedene Epitope kdnnte dabei
durch die Bildung einer bestimmten raumlichen Anordnung der verschiedenen Antikor-
per zueinander die Aktivierung der Komplementkaskade entweder direkt oder indirekt
durch Immunkomplexe gunstig beeinflussen (Terato, Hasty et al. 1992; Maccioni,
Zeder-Lutz et al. 2002; Nandakumar and Holmdahl 2005). Diese Daten lassen vermu-
ten, dass auch bei der G6PI-induzierten Arthritis die Arthritogenitat der Antikorper
nicht an das Vorhandensein eines bestimmten ,arthritogenen® Epitops gebunden ist,
sondern vielmehr an das Vorhandensein mehrerer verschiedene Antikorper mit unter-
schiedlichen Epitopspezifitaten.

Das Epitop rhG6Plses.388 wurde zwar auch von den nicht suszeptiblen Stammen
erkannt, konnte aber nur bei den DBA/1-Mausen als immundominant definiert werden.
Es ist daher vorstellbar, dass beispielsweise erst durch die gleichzeitige Erkennung
des Epitops rhG6Plss55.472 und rhG6PI36s-388 €ine raumliche Voraussetzung zur Bildung
von Immunkomplexen geschaffen werden kann, die dann sekundar Uber die Aktivie-
rung des Komplementsystems zur Arthritisentwicklung fuhrt.

Die pathogene Funktion der Antikérper ware in diesem Fall nicht durch die Erken-
nung eines bestimmten G6PI-Epitops, sondern weitgehend vom Fc-Teil des Antikor-
pers vermittelt, so dass verschiedene Antikorper durch die Erkennung unterschiedli-
cher Epitope zu einer optimierten Kreuzvernetzung und damit zu einer Aktivierung der

Fc-Rezeptoren auf den Effektorzellen fihren. Interessanterweise liegen beide Epitope
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in direkter Nachbarschaft im Bereich der Verbindungsstelle des Homodimers und
waren durch ihre oberflachliche Lage fur Autoantikorper gut zuganglich (Abb. 4.8).

Im K/BxN-Modell gelingt ein Transfer der Arthritis nach Injektion von 2 x 1 mg Immun-
globulin G (IgG), in der CIA werden héhere Dosen von mindestens 2 x 4 mg bendtigt.
Bei den Transferexperimenten im Modell der G6PI-induzierten Arthritis konnte trotz
Injektion von maximal 2 x 5 mg IgG von arthritischen DBA/1-Mausen keine Arthritis in
Empfangermause induziert werden.

Diese Befundkonstellation Iasst zwei Deutungen zu. Es ist erstens moglich, dass
Antikdrper notwendig, aber allein nicht hinreichend flr eine Arthritisinduktion sind.
Zweitens ist es vorstellbar, dass in den Immunglobulinpraparationen nicht genugend
pathogene Antikorper vorhanden waren, die beispielsweise gegen diese beiden im-
mundominanten Epitope rhG6Plsss.472 und rhG6PI3s5.388 gerichtet sind. In diesem Fall
waren die transferierten Antikorper also qualitativ und quantitativ nicht hinreichend fir

eine Arthritisinduktion.

5.2.2 Pathogenetische Relevanz der Erkennung des immundominanten
Epitops rhG6Pl4ss.472 durch anti-G6PI-Antikdrper

Bei der Epitopanalyse polyklonaler Seren arthritischer DBA/1-Mause wurde das
Epitop rhG6Pl4s8.472 als potentielles Hauptepitop der anti-G6PI-Antikdrper identifiziert.
Allerdings kdnnen mit dem Pepscan-Verfahren nur lineare Epitope identifiziert werden,
nicht aber konformationelle Epitope. Es ist also lediglich wahrscheinlich, dass es sich
bei dem Peptid rhG6PI1455.472 um ein Hauptepitop der anti-G6PI-Antikorper handelt. Die
Existenz eines konformationellen Epitops ist nicht sicher auszuschliel3en. Dass jedoch
DBA/1-Mause auch nach primarer Immunisierung mit denaturierter rhG6PI eine
Arthritis entwickeln (Schubert, Maier et al. 2004), stlitzt die Annahme, es handele sich
bei den immundominanten und pathogenetisch relevanten Epitopen um lineare
Peptide.

Im K/BxN-Modell kann durch adoptiven Transfer von Serum oder monoklonalen
anti-G6PI-Antikérpern eine Arthritis in Empfangermausen induziert werden. Bei der
Epitopanalyse der monoklonalen anti-G6PI-Antikorper konnten die Peptide mit den
Aminosaureresten 170 bis 202 und 470 bis 495 als immundominante B-Zellepitope
identifiziert werden (Solomon 2003). Ein Transfer der Arthritis gelingt allerdings nur
dann, wenn mindestens zwei Antikérper mit unterschiedlicher Epitopspezifitat verwen-
det werden (Maccioni, Zeder-Lutz et al. 2002). In der GG6PIl-induzierten Arthritis
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wurden die Epitope rhG6PIl4s8.472, rhG6Pl36s.388 und rhG6PI2g2.314 als immundominante
Epitope identifiziert, wobei das Epitop rhG6Plsss.472 als potentielles Hauptepitop der
anti-G6PI-Antikorper definiert wurde. Hier fallt auf, dass es sich bei dem Epitop
rhG6Plss5.472 nahezu um dieselbe Peptidregion handelt wie bei dem im K/BxN-Modell
identifiziertem Epitop mit dem Aminosaurerest 470 bis 495. Es war daher von grof3em
Interesse, die quantitative Erkennung dieses Epitops durch die polyklonalen Antikor-
per arthritischer Mause im Modell der G6PI-induzierten Arthritis zu erfassen. Dafur
wurde mittels kompetitivem ELISA die Inhibition der Antikérperbindung an rhGG6PI
durch das synthetisch hergestellte 14mer-Peptid mit den Aminosaureresten 458 bis
472 untersucht.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Bindung G6PI-spezifischer Antikorper
polyklonaler Seren an rhG6PI starker durch das Epitop rhG6PIl455.472 gehemmt werden
konnte, wenn die Tiere zuvor mit denaturierter rhG6PI immunisiert worden waren. Die
maximale Inhibition betrug im Mittel 47 %. Das heil3t also, dass maximal 47 % der
polyklonalen Antikorper das Epitop rhG6Plss5.472 erkennen und binden, wahrend die
Ubrigen Antikorper eine andere Epitopspezifitat zu besitzen scheinen. Es muss also
neben dem Epitop rhG6Pl4s5.472 noch mindestens ein weiteres Epitop geben, welches
von den polyklonalen Seren erkannt wird.

Auch wenn die Wahrscheinlichkeit besteht, dass die von den anti-G6PI-Antikor-
pern erkannten Epitope von linearer Natur sind, ist nicht sicher auszuschlie3en, dass
auch konformationelle Epitope eine wichtige Rolle spielen, wie oben bereits ausge-
fuhrt. Zur weiteren Klarung wurden in einem weiteren Experiment kompetitive ELISA
durchgefuhrt, in denen die Inhibition der Antikrperbindung an G6PI einmal mit nativer
G6PI und einmal mit denaturierter G6PI miteinander verglichen wurde. Grundgedanke
war dabei die Vorstellung, dass die native G6PI Uberwiegend konformationelle
Epitope auf der Oberflache abbildet, wahrend die denaturierte G6PI durch Zerstérung
der Sekundar- und Tertiarstrukturen Uberwiegend lineare Epitope abbildet. In diesem
Experiment konnte gezeigt werden, dass die Antikorperbindung an rhG6PI starker
durch denaturierte rhG6PI als durch native rhG6PI gehemmt wird.

Daraus lie3e sich folgern, dass die Erkennung der denaturierten rhG6PI — und damit
die Erkennung linearer Epitope — quantitativ bedeutsamer ist als die Erkennung kon-
formationeller Epitope. Es ist vorstellbar, dass die Ubrigen anti-G6PI-Antikorper poly-

klonaler Seren andere lineare Epitope, wie z. B. die im Pepscan-Verfahren als immun-
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dominante Epitope identifizierten Peptide rhG6PIl3ss-388 und rhG6Pl2g,.314, erkennen,
und diese erst in ihrer Kombination pathogenetisch relevant werden.

In der G6PI-induzierten Arthritis produzieren auch die nicht suszeptiblen Stamme
hohe Antikorpertiter gegen G6PI. Diese Befundkonstellation scheint zunachst gegen
die pathogene Bedeutung von Antikdrpern zu sprechen. Allerdings produzieren auch
in der CIA nicht suszeptible Stamme Antikorper gegen Kollagen Il, obwohl die Anti-
korper hier eindeutig pathologisch relevant sind und den primaren Mechanismus der
Immunpathogenese darstellen.

Wenn spekuliert wird, dass auch in der G6PI-induzierten Arthritis Antikorper unter-
schiedlicher Epitopspezifitaten eine Rolle spielen, so kénnten die Charakterisierung
und der Transfer monoklonaler Antikdrper in Empfangermause neue Erkenntnisse da-
ruber liefern, welche qualitativen Eigenschaften fur die Arthritogenitat von Bedeutung
sind. Im Rahmen dieser Fragestellung wurden in unserer Arbeitsgruppe B-Zellhybrido-
me hergestellt, die monoklonale Antikérper gegen G6PI produzieren. Allerdings gibt
es noch keine Daten bezuglich ihrer Epitopspezifitaten.

Die Qualitat der Antikdrper wird nicht nur durch die Epitopspezifitat, sondern auch
durch die Affinitat bestimmt. So kann die Affinitat von Autoantikérpern entscheidend
daflr sein, ob Antikérper pathogene Effekte haben. Die im K/BxN-Modell von B-Zell-
hybridomen produzierten monoklonalen anti-G6PI-Antikdrper wurden mit Hilfe einer
Biacore-Analyse, einer Messmethode, die auf dem physikalischen Prinzip der Oberfla-
chen-Plasmonresonanz basiert, bezuglich lhrer Affinitat untersucht (Karlsson 1999).
Sie zeigten eine sehr hohe Affinitat gegenuber der G6PI, deren Dissoziationskonstan-
te Kp bei ca. 10° M liegt (Maccioni, Zeder-Lutz et al. 2002). Die hohe Affinitdt der
Antikorper beruht wahrscheinlich auf der Tatsache, dass die B-Zellen aufgrund des
transgenen T-Zellrezeptors starke B-Zellhilfe erhalten und einer massiven Affinitatsrei-
fung unterzogen werden.

Da es sich bei den DBA/1-Mausen um nicht transgene Tiere handelt, ist es mog-
lich, dass die nach Immunisierung mit rhG6P| gebildeten Antikorper in der G6PI-indu-
zierten Arthritis eine niedrige Affinitat besitzen und es bei den kompetitiven ELISA zur
Bildung instabiler, immer wieder dissoziierender Antigen-Antikdrper-Komplexe kommt.
Das kompetitiv eingesetzte Epitop rhG6Plsss.472 ware dann nur bedingt in der Lage,
die Antikorperbindung an die immobilisierte rhG6PI zu inhibieren. Geht man davon
aus, dass die nach Immunisierung mit rhG6PI gebildeten anti-G6PI-Antikdrper haupt-

sachlich gegen lineare Epitope gerichtet sind, dann ist es sehr wahrscheinlich, dass
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nach Immunisierung mit denaturierter rhG6PI Antikdrper mit héherer Affinitat gebildet
werden als nach Immunisierung mit nativer rhG6PI.

Dies konnte erklaren, weshalb die Bindung G6PI-spezifischer Antikorper polyklonaler
Seren an rhG6PI durch das Epitop rhG6PIl4s5.472 starker gehemmt wird, wenn die Mau-
se zuvor mit denaturierter rhG6PI immunisiert wurden.

Es ist bekannt, dass es nach Mehrfachimmunisierung nicht nur zu einer Steige-
rung der Antikbrpermenge, sondern auch zur einer Steigerung der Affinitat der anti-
gen-spezifischen Antikdrper kommt. Unter der Annahme, dass die im vorherigen
Abschnitt dargestellten Inhibitionsversuche indirekt eine Aussage Uber die Affinitat der
anti-G6PI-Antikérper zulassen, wurden in einem weiteren Experiment DBA/1-Mause
mehrfach mit nativer rhG6PI immunisiert und die Affinitat der Antikérperbindung an
G6PI nach primarer und tertiarer Immunisierung miteinander verglichen (Abb.4.13). Es
zeigte sich, dass die Antikdrperbindung an die immobilisierte rhG6PI starker durch
das kompetitiv in Losung befindliche rhG6PlI gehemmt werden konnte, wenn die Se-
ren von Mausen mit tertiarer Immunisierung eingesetzt wurden.

Eine niedrige Affinitat der anti-G6PI-Antikorper kdnnte dafur verantwortlich sein,
dass es in der G6PI-induzierten Arthritis trotz des Transfers grof3er Mengen an Im-
munglobulin bisher nicht gelungen ist, eine Arthritis in Empfangermausen zu induzie-
ren. Da diese Ergebnisse nur indirekt eine Aussage uber die Affinitat der anti-G6PI-
Antikorper zulassen, ware es interessant, die Affinitdten der in unserer Arbeitsgruppe
hergestellten monoklonalen anti-G6PI-Antikoérper direkt z.B. Uber die Methode der re-
flektometrischen Interferenzspektroskopie zu bestimmen. Dies kdnnte Aufschluss da-
ruber geben, ob auch in nicht transgenen Mausen AntikOrper mit vergleichbar hoher
Affinitat wie im transgenen K/BxN-Modell produziert werden oder ob die Antikorper,
wie die bisherigen Untersuchungen vermuten lassen, eine wesentlich niedrigere Affini-
tat besitzen als die Antikérper im K/BxN-Modell.

Eine hohe Affinitat der Antikorper, wie sie im K/BxN-Modell beschrieben ist, kann
fur die pathogenen Effekte von Antikdrpern relevant sein, ist aber, wie eine Studie im
in der CIA gezeigt hat, nicht zwangslaufig eine qualitative Voraussetzung fur die Ar-
thritogenitat der Antikorper. Ratten, die nach intradermaler Immunisierung mit bovi-
nem Kollagen Il (Cll) eine Arthritis entwickelten, produzierten im Vergleich zu den
nicht erkrankten Tieren hohere Mengen an anti-Cll-Antikorpern, deren Affinitat jedoch
deutlich niedriger war als bei den Antikdrpern der klinisch gesunden Tiere (Rahman,
Loh et al. 1992).
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Dieses Ergebnis unterstitzt die Hypothese, dass niedrigaffine Antikorper aufgrund
ihrer Unfahigkeit Antigene zu eliminieren sowohl die Bildung von Immunkomplexen als
auch ihre persistierende Zirkulation begunstigen und sekundar die Aktivierung des
Komplementsystems mit Initiierung einer Entzindungsreaktion beglnstigen (Alpers,
Steward et al. 1972; Steward, Katz et al. 1975). Die Tatsache, dass durch eine
einmalige Immunisierung mit rhG6PI eine Arthritis induziert werden kann, weist darauf
hin, dass wenn Antikorper pathologisch relevant sind, die Affinitat der anti-G6PI-Anti-
korper eine eher untergeordnete Rolle zu spielen scheint.

Die Arthritogenitat der Antikdrper scheint aber auch von der Gesamtmenge der
vorhandenen Antikdrper abhangig zu sein. So konnte in der CIA bei arthritischen Mau-
sen eine wesentlich hohere Antikorperproduktion als bei gesunden Tieren nachgewie-
sen werden (Rahman, Loh et al. 1992). Zur Klarung der Frage, ob die Quantitat der
Antikdrper bei der Pathogenese der G6PI-induzierten Arthritis von Bedeutung ist,
wurden in unserer Arbeitsgruppe Versuche durchgefiihrt, bei denen die Antikdrpertiter
im Serum von KRN-Mausen aus dem K/BxN-Modell und die Antikorpertiter von arthri-
tischen DBA/1-Mausen aus dem Modell der G6PI-induzierten Arthritis direkt miteinan-
der verglichen wurden. Die Ergebnisse dieses Experiments zeigten, dass KRN-Mause
wesentlich hdhere Antikdrpermengen gegen G6PI produzieren als DBA/1-Mause nach
Immunisierung mit rhG6PI (Daten nicht gezeigt).

In der CIA gelingt die Induktion der Arthritis durch Transfer von 2 x 4 mg Immun-
globulin aus dem Serum arthritischer Mause, im K/BxN-Modell werden sogar nur 2 x 1
mg bendtigt. In der G6PIl-induzierten Arthritis konnte trotz des Transfers groler
Mengen von bis zu 2 x 5 mg Immunglobulin keine Arthritis in Empfangermause indu-
ziert werden. Moglicherweise waren in der Immunglobulinpraparation zu wenig patho-
logische anti-G6PI-Antikérper vorhanden, so dass in diesem Fall sowohl die quantita-
tiven als auch qualitativen Bedingungen nicht hinreichend fir die Arthritisinduktion
waren. Neben der Epitopspezifitat kann auch der Isotyp der Antikorper fur die Patho-
genese der Arthritis relevant sein.

Es ist bekannt, dass bei der CIA vor allem IgG2a-Antikdrper gegen Kollagen Typ Il
arthritogen sind. Im K/BxN-Modell hingegen sind ausschlie3lich 1gG1-Antikérper ge-
gen G6PI arthritogen. Die IgG2-Subklassen aktivieren dabei uber die Bindung an C1q
den klassischen Weg der Komplementkaskade, wahrend die 1gG1-Subklassen uber
die Bindung an C3b den alternativen Weg aktivieren (Klaus, Pepys et al. 1979;
Duncan and Winter 1988; Ji, Ohmura et al. 2002). Da DBA/1-Mause zu dem Zeit-
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punkt, an dem sie erkranken, Uber alle IgG-Subklassen verfiigen, kann spekuliert wer-
den, dass die Antikorper sowohl an der Aktivierung des klassischen als auch des
alternativen Weges beteiligt sind. Bisher ist nicht bekannt, ob fur die Induktion der
G6PI-induzierten Arthritis ein bestimmter Isotyp notwendig ist. Auch hier kdnnten
Transferversuche mit monoklonalen Antikérpern vom IgG1-, 1gG2- oder beiden
Subtypen neue Erkenntnisse Uber die pathogene Bedeutung der Antikorper liefern. In
Zusammensicht aller bisherigen Befunde ware es dabei sinnvoll, moglichst hochaffine

monoklonale Antikorper mit verschiedenen Epitopspezifitaten zu kombinieren.

5.2.3 Pathogenetische Relevanz der Erkennung des Epitops rhG6Plssg.472 als

Immunogen in vivo

Obwohl in der CIA die Produktion arthritogener anti-Cll-Antikérper der primare Patho-
mechanismus ist, produzieren auch nicht suszeptible Stamme hohe Antikérpertiter
gegen CIll (Wooley, Luthra et al. 1981).

Bei der Epitopanalyse der anti-Cll-Antikdrper konnte eine Reihe von immundomi-
nanten B-Zellepitopen identifiziert werden, die in verschiedenen Peptidfragmenten
(CB-8, CB-10, CB-11) lokalisiert sind, wobei die Mehrzahl der Antikorper gegen Epito-
pe gerichtet war, die in dem sogenannten CB-11-Fragment des Kollagens liegen.
Innerhalb des CB-11-Fragments war die Peptidregion mit den Aminosaureresten 359
bis 369 die am haufigsten von den monoklonalen Antikérpern aller suszeptiblen und
nicht suszeptiblen Stamme erkannte Peptidstruktur. Da eine Arthritis nur mit dem
Fragment CB-11, nicht aber mit anderen Peptidfragmenten des Kollagens induziert
werden kann, scheint das Fragment CB-11 das Hauptepitop der B-Zellen zu sein
(Terato, Hasty et al. 1985; Holmdahl, Jansson et al. 1990).

Auch in der G6PIl-induzierten Arthritis produzieren sowohl suszeptible als auch
nicht suszeptible Stamme hohe Antikorpertiter gegen G6PI. Wie bei der CIA konnte
auch in diesem Modell ein B-Zellepitop identifiziert werden, das am haufigsten und
starksten erkannt wurde, und zwar von allen suszeptiblen wie auch nicht suszeptiblen
Tieren, und deshalb, als potentielles immundominantes Hauptepitop der anti-G6PI-An-
tikdrper definiert wurde.

Bisher wissen wir, dass B-Zellen notwendig, aber allein nicht hinreichend fir eine
Arthritisinduktion sind. Eine Arthritisinduktion mit dem Epitop rhG6Plss5.472 scheint
demnach unwahrscheinlich. Es konnte aber dann eine wichtige Rolle in der Pathoge-

nese der G6PI-induzierten Arthritis spielen, wenn es auch von T-Zellen als immundo-
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minantes Epitop erkannt und mit Hilfe dieser eine Arthritis induzieren wirde. Im
Rahmen der Fragestellung, ob das Epitop rhG6Plsss.472 pathogenetisch relevant ist,
wurde seine Rolle als Immunogen in vivo untersucht. Nach Immunisierung von DBA/1-
Mausen mit dem Epitop rhG6Plss5.472 konnten weder klinisch noch histologisch Zei-
chen einer Arthritis beobachtet werden, wahrend die Mause in der Kontrollgruppe, die
mit rhG6PI immunisiert worden waren, zu 100 % eine Arthritis entwickelten (Tab. 4.1).
Diese Daten weisen darauf hin, dass das Epitop rhG6PI4s5.472 vermutlich nicht von T-
Zellen erkannt wird.

Es ist bekannt, dass fur die Induktion der G6PI-induzierten Arthritis T-Zellen not-
wendig sind. DBA/1-Mause, die am sechsten und neunten Tag nach Immunisierung
mit rhG6PI mit depletierenden Antikorpern gegen CD4 behandelt werden, entwickeln
keine klinischen oder histologischen Zeichen einer Arthritis (Schubert, Maier et al.
2004). Diese Daten sprechen gegen eine Induzierbarkeit der GPI-induzierten Arthritis
durch anti-GPI-Antikdrper als alleinigen Faktor, schlief3en jedoch eine pathogene Be-
deutung der Antikorper gegen G6PI nicht aus.

Im letzten Teil der Arbeit wurde untersucht, ob das als B-Zell-Epitop identifizierte
Peptid rhG6Pl458.472 auch von T-Zellen erkannt wird, so wie es in der experimentellen
autoimmunen Glomerulonephritis der Fall ist (Reynolds, Haxby et al. 2009). Da
DBA/1-Mause nach Immunisierung mit dem Epitop rhG6Plsss.a72 keine Arthritis
entwickeln, aber T-Zellen fur die Induktion der Arthritis notwendig sind, scheint eine
Erkennung dieses Epitops durch T-Zellen eher unwahrscheinlich. Es ist jedoch nicht
sicher auszuschliel3en, dass es sich bei dem identifizierten B-Zell-Epitop gleichzeitig
auch um ein immundominantes T-Zell-Epitop handeln kdnnte und die Induktion der
Arthritis nicht mdglich war, weil eine Kombination mehrerer B- bzw. T-Zell-Epitope
notwendig ist.

Autoreaktive CD4"-T-Zellen wurden nach Immunisierung mit G6PI mit dem syn-
thetisch hergestellten Epitop rhG6Pl4ss.472 sowie als Positivkontrolle mit nativer und
mit denaturierter rhG6PI restimuliert und die Proliferation Uber den Einbau von
*H-Thymidin verfolgt. Nach Restimulation der CD4'-T-Zellen mit dem Epitop
rhG6Pls5.472 wurde keine Proliferation gemessen, so dass das Peptid rhG6Pl4s8.472
nicht als immundominantes T-Zell-Epitop anzusehen ist.

Zuséatzlich wurden auch CD4*-T-Zellen von Mausen restimuliert, die zuvor mit dem
Peptid immunisiert worden waren. Interessanterweise lassen sich auch diese Zellen

nicht mit dem Peptid, jedoch mit G6PI restimulieren. Das heif3t also, dass nach Immu-
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nisierung mit dem Peptid CD4"-T-Zellen entstehen, die gegen andere Epitope der
G6PI gerichtet sind. Eine Erklarungshypothese dazu ware, dass es nach Immunisie-
rung mit dem Peptid zu einer Ausweitung des initial erkannten Epitopspektrums mit
Generierung neuer antigener Determinaten (Neoepitope) bzw. Freisetzung kryptischer
Epitope kommt (Lehmann, Forsthuber et al. 1992). Dieses als ,Epitope-Spreading®
bezeichnete Phanomen konnte erklaren, weshalb die T-Zellen nach Immunisierung
nicht mehr das Peptid, aber wohl die G6PI erkennen.

Klrzlich konnten in unserer Arbeitsgruppe die Peptide hG6Plss-99 und hG6P1469-483
als immundominante T-Zell-Epitope identifiziert werden, die arthritogen sind und Uber
eine Aktivierung der B-Zellen zur Produktion von anti-G6PI-Antikdrpern fihren (Bruns,
Frey et al. 2009). Eine Immunisierung mit dem Peptid hG6Plss-99 oder hG6Pl469-483
fuhrte zur Entwicklung einer Arthritis in DBA/1-Mausen, deren klinischer Verlauf
allerdings milder und kurzer verlief als bei der G6PI-induzierten Arthritis. Da die Ami-
nosauresequenz im Bereich der Peptidregion 469 bis 483 zwischen humaner und
muriner G6PI identisch ist, konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass eine Arthritis
auch durch Immunisierung mit einem Autoantigen induziert werden kann.

Fast zeitgleich wurde von einer anderen Arbeitsgruppe ein weiteres immundomi-
nantes und arthritogenes T-Zellepitop, das Epitop hG6PI325-339, identifiziert (lwanami,
Matsumoto et al. 2008), das ebenfalls zur Produktion von anti-G6PI-Antikorpern fuhrt.
Zusatzlich konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass ein Transfer von T-Zellen
allein nicht ausreicht, um eine Arthritis in Empfangermause zu induzieren. Diese
Daten lassen vermuten, dass fur die Induktion einer Arthritis sowohl T- Zellen als auch
B-Zellen — und damit AntikGrper — notwendig sind.

Es fallt auf, dass sowohl in der CIA als auch in der G6PI-Arthritis die identifizierten
B- und T-Zell-Epitope zwar nicht identisch sind, jedoch innerhalb einer bestimmten
Peptidregion liegen und eine lokale Nahe zueinander zeigen. So liegen in der CIA so-
wohl das B-Zellepitop als auch das immundominante T-Zell-Epitop (Aminosaurereste
260 bis 267) in dem CB-11-Fragment des Kollagens Il (Brand, Myers et al. 1994).
Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass aufgrund der Lokalisation der B- und T-
Zellepitope ein funktioneller Zusammenhang zwischen beiden besteht. Bisher gibt es

jedoch keine Daten, die diese Spekulationen belegen konnen.
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6 Zusammenfassung

Bei der G6PI-induzierten Arthritis entwickeln DBA1-Mause nach Immunisierung mit
G6PI eine akute, symmetrische Polyarthritis, die im Gegensatz zu dem T-Zellrezeptor
transgenen K/BxN-Modell nicht durch Transfer von Antikdrpern uUbertragen werden
kann. Damit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass eine Immunisierung mit
einem systemischen Antigen eine organspezifische Erkrankung in nicht transgenen
Mausen induziert. Da in der G6PIl-induzierten Arthritis die Arthritisentwicklung ent-
scheidend von Fc-Rezeptoren abhangt, wurde vermutet, dass auch B-Zellen und die
von ihnen produzierten anti-G6PI-Antikdrper eine pathogene Rolle spielen.

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Kinetik und Lokalisation der B-Zellantwort
gegen G6PI nach Immunisierung mit rhG6PI in DBA/1-Mausen untersucht. Anders als
im K/BxN-Modell wird die B-Zellantwort hauptsachlich in den die Injektionsstellen drai-
nierenden Lymphknoten initiiert. In dieser frihen Phase der Immunantwort entsteht
eine grofle Anzahl von kurzlebigen Plasmazellen, die nach wenigen Tagen durch
Apoptose noch vor Ort sterben. Gleichzeitig wandert ein Teil dieser Zellen in das Kno-
chenmark, wo sie zu langlebigen Plasmazellen differenzieren, um dort auch nach Ab-
klingen der klinischen Symptomatik hohe Antikdrpertiter gegen G6PI zu produzieren.

Fur die Arthritisentwicklung scheint es von Bedeutung zu sein, welche Epitope der
G6PI von den anti-G6PI-Antikdrpern erkannt werden. Im zweiten Teil der Arbeit wur-
den daher die qualitativen Eigenschaften der polyklonalen anti-G6PI-Antikorper sus-
zeptibler und nicht suszeptibler Stdamme analysiert. Da auch die Immunisierung mit
denaturierter rhG6PI eine Arthritis in DBA/1-Mausen induziert, ist es sehr wahrschein-
lich, dass die Erkennung linearer Epitope eine wichtige Rolle spielt.

Mit Hilfe des Pepscan-Verfahrens wurden die anti-G6PI-Antikdrper suszeptibler
und nicht suszeptibler Stamme auf ihre Epitopspezifitat untersucht und miteinander
verglichen. Die Ergebnisse zeigten, dass die anti-G6PI-Antikorper eine Vielzahl von
Peptiden erkennen. Allerdings konnten nur wenige dieser Peptide als immundominan-
te Epitope definiert werden. Das Peptid rhG6Pl 55472 mit der Aminosauresequenz
DLERLLPHKVFEGNR wurde sowohl bei den suszeptiblen DBA/1-Mausen als auch
bei den nicht suszeptiblen Stammen als immundominantes Hauptepitop identifiziert. In
Inhibitionsversuchen wurde die quantitative Bedeutsamkeit der Erkennung dieses Epi-
tops untersucht. Das synthetisch hergestellte Epitop wurde von etwa 20 % bis 50 %

der polyklonalen anti-G6PI-Antikdrper gebunden.
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Neben diesem Hauptepitop mussen also noch weitere Epitope existieren, die von den
anti-G6PI-Antikorpern erkannt werden. Bei der Epitopanalyse konnte tatsachlich ein
weiteres Epitop identifiziert werden, das von den anti-G6PI-Antikdrpern erkannt wird.
Das Peptid rhG6PI36s.333 wurde ebenfalls von allen Mausstammen erkannt, konnte
aber nur bei den DBA/1-Mausen als immmundominantes Epitop definiert werden. Ins-
gesamt scheint die Arthritogenitat der Antikorper an das Vorhandensein mehrerer ver-
schiedener Antikorper mit unterschiedlichen Epitopspezifitaten gebunden zu sein. Es
ist vorstellbar, dass Antikorper, die das Epitop rhG6Plsss.472 erkennen, nur in
Kombination mit weiteren, andere immundominante Epitope — wie z.B. das Epitop
rhG6Pl36s.388 — erkennenden Antikorpern einen pathogenen Effekt besitzen.

Neben der Epitopspezifitat kann auch die Affinitat fur die Arthritogenitat der Anti-
korper entscheidend sein. Die Inhibitionsversuche lieferten indirekt auch Hinweise
dafur, dass die nach Immunisierung mit G6PI produzierten Antikdrper eine niedrige
Affinitat besitzen und die Arthritis moglicherweise deswegen nicht durch Transfer von
Antikorpern Ubertragen werden kann.

Die CD4*-T-Zellen in den DBA/1-Mausen zeigten nach Restimulation mit dem
identifizierten B-Zellepitop rhG6Pl455.472 keine Proliferation. Auch fuhrte die Immunisie-
rung mit dem Epitop rhG6PIl4ss.472 weder klinisch noch histologisch zur Entwicklung
einer Arthritis. Diese Ergebnisse sprechen gegen die Induzierbarkeit der G6PI-indu-
zierten Arthritis durch anti-G6PI-Antikorper als alleinigen Faktor, jedoch nicht gegen
deren generelle pathogene Bedeutung.

In der CIA und auch im K/BxN-Modell kann die Arthritis durch Transfer monoklo-
naler Antikorper Ubertragen werden, wobei mindestens zwei oder drei Antikorper
unterschiedlicher Epitopspezifitat fur die Arthritisinduktion bendtigt werden. Im Modell
der G6PI-induzierten Arthritis wurden bei den Transferexperimenten bisher nur poly-
klonale Antikdrper aus den Seren arthritischer Mause verwendet. Neue Erkenntnisse
konnten monoklonale Antikorper liefern, die aus arthritischen Mausen nach Immuni-
sierung mit G6PI generiert werden. Die Bestimmung der Epitope und Affinitaten der
monoklonalen Antikdrper sowie Transferversuche, bei denen verschiedene mono-
klonale anti-G6PI-Antikérper miteinander kombiniert werden, kénnten weiteren Auf-
schluss daruber geben, ob bisher die Quantitat oder die Qualitat der transferierten

Antikdrper nicht hinreichend fur eine Arthritisinduktion waren.
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Abkurzungsverzeichnis

AA Adjuvant-induzierte Arthritis

AMP 2-Amino-2-methyl-1-propanol

Abb. Abbildung

APZ Antigen-prasentierende Zelle

BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat

BSA bovines Serumalbumin

C Komplementfaktor

CD engl.: cluster of differentiation

CFA komplettes Freundsches Adjuvans

CIA Kollagen-induzierte Arthritis

Cll Kollagen Il

CTLA 4-1gG1 engl.: cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4-1gG1
DCM Dichlormethan

DIC Diisopropylcarbodiimid

DIPEA N-Ethyl-Diisopropylamin

DNA engl.: Desoxyribonucleic Acid

DMA Dimethylacetamid

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA engl.: enzyme-linked immunosorbent assay
ELISPOT engl.: enzyme linked immuno spot technique
FACS engl.: fluorescence activated cell sorting
FcR Fc-Rezeptor

FCS fetales Kalberserum

Fmoc- Fluorenyl-methoxycarbonyl-

G6PI Glukose-6-phosphat Isomerase

G-CSF engl.: granulocyte colony stimulating factor
GM-CSF engl.: granulocyte macrophage colony-stimulating factor
HLA engl.: Human Leucozye Antigen
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LB-Medium
MALDI-TOF-MS

MCP
MHC
MTP
NAD
NADH
Ni-NTA
NMI
NMP
NOD
oD
OspA
PBS
PIP
PerCP
POD
RA

Ra
RAG
RF
rhG6PI
s.c.
SDS

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Interphalangealgelenke

Isopropyl-T1-D-thiogalaktosid

Kilodalton

Kulturmedium

Luria-Bertani-Medium

engl.: matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight
mass spectrometry

Metakarpophalangealgelenke

Haupthistokompatibilitatskomplex

Metatarsophalangealgelenke

Nikotinamidadenindinukleotid

Nikotinamidadenindinukleotidhydrogen

Nickel-Nitrilotriessigsaure

1-Methyl-imidazol

1-Methyl-2-Pyrrolidon

engl.: non obese diabetes

optische Dichte

engl.: outer surface protein A

Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung

Proximale Interphalangealgelenke

Peridinin-Chlorophyll

Peroxidase

Rheumatoide Arthritis

Rezeptor-Antagonist

engl.: recombinant-activating gene

Rheumafaktor

rekombinante humane G6PI

subkutan

Natriumdodecylsulfat
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SDS-PAGE
SEM
SLE
Tab.
TBS
TEMED
TFA
TGF
TIBS
TMB
TNF
TZR

u

Vv
VCAM-1
WM
ZNS

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Standardfehler (engl.: Standard Srror of the Mean)
Systemischer Lupus Erythematodis
Tabelle

engl.: tris buffered saline
Tetramethylethylendiamin
Trifluorethansaure

engl.: transforming growth factor
Triisobutylsilan

Tetramethylbenzidin

Tumornekrosefaktor

transgener T-Zellrezeptor

engl.: unit

Volt

engl.: vascular cell adhesion molecule-1
Waschmedium

zentrales Nervensystem
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