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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Die Komponenten des adaptiven Immunsystems

Das Immunsystem stellt ein hoch komplexes System des Korpers zur eigenen
Gefahrenabwehr dar. Neben dem angeborenen Immunsystem, welches eine erste
unspezifische Abwehr gegen Infektionserreger aufbaut, stellt das adaptive Immunsystem ein
hoch anpassungs- und erinnerungsfahiges, korpereigenes Schutzsystem dar. Im Rahmen
dieser Anpassung sind die Zellen des adaptiven Immunsystems (T- und B-Zellen) in der
Lage, spezifische Strukturen der Angreifer zu erkennen und gezielt Abwehrmechanismen zu
generieren und abzurufen. B-Zellen sind fur die humorale Immunantwort verantwortlich und
bilden nach Antigenkontakt spezifische Antikérper. T-Zellen erkennen spezifische Antigene,
die im Komplex mit Molekilen des Haupthistokompatibiltatskomplex (Major
Histocompatibility Complex, MHC) auf den Oberflachen von kdrpereigenen Zellen
prasentiert werden. Der MHC-Komplex wird beim Menschen als humanes
Leukozytenantigen (HLA)-System bezeichnet. Nach Antigenerkennung setzen die T-Zellen
Botenstoffe, Zytokine, und/oder zytolytische Mediatoren frei. Nach der Infektion bleiben die
spezifischen Antikdrper und die sogenannten Ged&achtniszellen erhalten, um zukinftig den
gleichen Angreifer mit kiirzerer Reaktionszeit effektiver unschadlich zu machen. Damit das
adaptive Immunsystem vom Angreifer Gberhaupt Kenntnis erlangt, bedient es sich der

Antigenprasentation durch antigenpréasentierende Zellen (APC).

1.2 Antigenprasentation und Immunantwort
1.2.1 Zellulare Antigenprasentation

Die APC vermitteln durch den intrazellularen Abbau komplexer antigener Strukturen die
Erkennung von eingedrungenen Erregern oder verédnderten Korperzellen und leiten so

deren wirkungsvolle Beseitigung durch eine spezifische zellulare Immunantwort ein.

Professionelle APC sind hamatopoetischen Ursprungs, exprimieren die HLA der Klassen-I
(HLA-I) und -II (HLA-II) und sind in der Lage, kostimulatorische Signale zu generieren, um
naive T-Zellen und Gedachtniszellen zu aktivieren. Naive T-Zellen hatten noch keinen
Kontakt mit dem Antigen und zirkulieren in Blut und Lymphe. Die Migration naiver T-Zellen
wird durch die Expression von Adhasionsmolekilen und Chemokinrezeptoren bestimmt.
Nach erfolgreicher Stimulation durch spezifische Antigene im Kontext mit HLA und
kostimulatorischen Molekilen auf APC, beginnen die naiven T-Zellen zu proliferieren und
sich in Effektorzellen zu differenzieren. Durch die Veranderung der Expression der
Adhéasionsmolekille und Chemokinrezeptoren erlangen die Effektorzellen die Féahigkeit,

auch in nicht-lymphatische Organe, z.B. an den Ort einer Entziindung zu gelangen. Zu den
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professionellen APC des Immunsystems =zahlen dendritische Zellen, Monozyten,

Makrophagen und B-Zellen.

Unter bestimmten Voraussetzungen, z. B. beim Vorhandensein eines inflammatorischen
Millieus, koénnen auch Zellen nicht-hdmatopoetischen Ursprunges die Funktion der
Antigenprasentation dbernehmen und eine Immunantwort in Abwesenheit professioneller
APC auslosen. Die Fahigkeit zur T-Zellstimulation ist dabei ausschlie3lich auf die
spezifische Reaktivierung von Gedachtnis-T-Zellen beschrankt. Nicht-professionelle APC
kénnen keine primdren Antworten in naiven T-Zellen auslésen, was fiur vaskulare
Endothelzellen gezeigt wurde (1-3). Die Fahigkeit zur nicht-professionellen
Antigenprasentation konnte beim Menschen z. B. bereits fur Keratinozyten in der Haut (4,
5), Microglia im Gehirn (6) und Endothelzellen verschiedener Lokalisationen (1, 2, 7-10)

nachgewiesen werden.

Auf der Oberflache der professionellen APC befinden sich kostimulatorische Molekile wie
CD80 (B7-1) und CD86 (B7-2), die mit ihren Liganden CD28 oder cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4 (CTLA-4) auf den T-Zellen in Kontakt treten. Die Bindung von
CD80/CD86 an CD28 iduziert zusammen mit dem Komplex aus T-Zellrezeptor (TCR), HLA-
Molekil und spezifischem Peptid eine Aktivierung dieser Zellen (11-13). Die Bindung von
CD80/CD86 an CTLA-4 lost inhibitorische Signale aus und die T-Zell-Aktivierung wird
verhindert (14). Die kostimulatorischen Signale sind fur CD4" und CD8" T-Zellen gleich.
CD80 und CD86 sind Mitglieder der Immunglobulin-Supergen-Familie. Beide Molekdle
konnen eine Aktivierung von naiven und Gedachtnis-T-Zellen (15) auslosen. Sowohl CD80
als auch CD86 fur sich allein sind in der Lage, das kostimulatorische Signal bereitzustellen
(16). Die Expression, Steuerung und Kinetik der Induktion von CD80 und CD86
unterscheiden sich innerhalb der professionellen APC (16, 17), sowie auch bei nicht-
professionellen APC. Beispielsweise exprimieren Microglia konstitutiv CD86, wahrend CD80
erst durch IFNy oder Granulozyten/Makrophagen-koloniestimulierenden Faktor (GM-CSF)

induziert werden kann (18). Keratinozyten hingegen exprimieren CD80 (19).

Wahrend friher angenommen wurde, dass sich die Liganden fur CD28 nur auf Zellen mit
hamatopoetischem Ursprung befinden (20, 21) und Gewebszellen keine Kostimulatoren
besitzen (22), konnten spatere Untersuchungen zeigen, dass sich auch die oben genannten
nicht-professionellen APC durch die Expression von CD80/CD86 auszeichnen, wie
Keratinozyten (19, 23, 24) oder Mikroglia (18, 25, 26).
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1.2.2  Struktur und Herkunft von HLA-Molekilen

Der gesamte HLA-Komplex umfasst eine Reihe von Genen, deren Produkte bei der
Prozessierung und Prasentation exogener und endogener Antigene eine wichtige Rolle
spielen. Ein funktionsbestimmendes Merkmal der HLA-Gene ist ihr ausgepragter
Polymorphismus, der die Variabilitdt und Flexibilitat der HLA-Molekile ermdglicht, die fur die
Vielzahl unterschiedlicher spezifischer Kombinationen Bedingung sind. Nur bestimmte HLA-
Allele binden und préasentieren spezifische Antigene, die von Krankheitserregern und
Parasiten stammen, und signalisieren damit den T-Zellen deren Anwesenheit. Auf der Basis
dieses Erkennungsmechanismus wird die Immunabwehr gestartet. Die meisten HLA-Allele
unterscheiden sich voneinander durch mehrfache Aminosauresubstitutionen. Diese
Unterschiede kommen gehéauft an der Peptid-bindenden Tasche und in benachbarten

Regionen vor, die einen direkten Kontakt mit dem TCR eingehen.

HLA-Antigene haben wesentliche Bedeutung in der Antigenprasentation, Ausreifung und
Aktivierung von T-Zellen und damit in der Regulation von Immunreaktionen. Es gibt zwei
funktionell unterschiedliche Klassen von HLA-Molekulen: HLA-I und HLA-II-Molekdle.

HLA-I-Molekule binden selektiv Antigene, die aus der intrazellularen Prozessierung von
viralen und endogenen bakteriellen Proteinen hervorgehen. Diese HLA-I-gebundenen
Antigene werden auf der Oberflache der APC prasentiert und vom TCR auf CD8" T-Zellen
erkannt (27, 28). HLA-I-Molekule (HLA-A, -B, -C) kommen in unterschiedlicher Quantitat auf
der Oberflache nahezu aller kernhaltigen Zellen vor. HLA-I-Molekile sind heterodimere
Transmembran-Glycoproteine und bestehen aus einer schweren Proteinkette mit drei
Doméanen (a4, O,, a3) und einer leichten Kette, dem angelagerten B,-Mikroglobulin (3,M),
das zur Stabilisierung der HLA-I-Molekdle dient (Abb. 1).

Peptid-
bindungsstelle

leichte Kette:
B, Mikroglobulin

schwere Kette:
variabel und spezifisch

Zellimembran 1 '

Abb. 1: Schematische Struktur eines HLA-Klasse-I-Mo  lekiils. Das HLA-I-Molekil ist ein
Heterodimer einer a-Kette mit drei Domé&nen (aj, 0., 03), die sich durch die Membran
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erstreckt und nicht-kovalent mit dem 3,M assoziiert. Die Faltung der a;- und a,-Domanen
erzeugt einen langen Spalt, in dem die Peptidantigene binden.

Die HLA-I-Molekulle besitzen eine definierte Peptidbindungsstelle, die von der a;- und der
a,-Doméane gebildet wird, den Strukturen mit der gréRten polymorphen Variation (Abb. 2)
(29, 30) aufweisen. Die Peptidbindungsstelle von HLA-I-Molekilen besteht aus 6 sog.
Taschen (A-F), die sich in Form, Tiefe und biochemischer Zusammensetzung unterscheiden
und damit den unterschiedlichen strukturellen Eigenschaften der zu bindenden Peptide
Platz bieten (Abb. 2) (30-32). Peptide, die an HLA-I-Molekile binden, sind gewdhnlich 8 - 10

Aminosauren lang.

Abb. 2: Schematische Darstellung eines Nonamerpepti des (P1-P9) in der
Peptidbindungsstelle eines HLA-I-Molekiils. Die Taschen A und F sind an den Enden
der Peptidbindungsstelle lokalisiert und gehen Bindungen Uber Sauerstoffbriicken mit der
Aminogruppe (NH;) und der Carboxylgruppe (COOH) des Peptides ein. Die Taschen B - E
enthalten viele polymorphe Peptidseitenketten, die als zusatzliche Verankerung dienen
(Ankerposition) und damit beeinflussen, welches Peptid an das HLA-I-Molekil binden
kann. Sowohl in der Position, als auch in der Aminosaure selbst, konnen sich die
Ankerpositionen je nach der bestimmten HLA-I-Variante unterscheiden. (nach 33)

HLA-II-Molekile binden Peptide, die von in zellularen Vesikeln abgebauten exogenen
Proteinen stammen und prasentieren diese den CD4" T-Zellen. Sie werden hauptsachlich
von professionellen APC konstitutiv exprimiert, aber auch von aktivierten T-Zellen, Endothel-
oder Epithelzellen (34). HLA-II-Molekile bestehen aus zwei nicht-kovalent assoziierten,

membranverankerten Polypeptidketten, einer schweren a-Kette und einer schweren 3-Kette.

1.2.3 Intrazellulare Prozessierung und Prasentation  von Antigenen

Zur funktionellen Integritat des Immunsystems ist die kontrollierte proteolytische Bearbeitung
(Prozessierung) von Peptidantigenen und deren anschlieRende Présentation auf HLA-
Molekdilen von grundsétzlicher Bedeutung.



Einleitung

Peptide, die durch HLA-I-Molekile prasentiert werden, stammen von zytosolischen
Proteinen (35). Viren und Bakterien, die ins Zytosol gelangen, werden dort durch
Proteasomen prozessiert (36-38) und gelangen dber Peptid-Transportproteine ins
endoplasmatische Retikulum. Dort binden die Peptide mit 8 - 10 Aminoséureresten an
HLA-I-Molekille und der resultierende Komplex wird (ber den Golgi-Apparat an die
Zelloberflache transportiert. HLA-I-Peptidkomplexe binden an spezifische TCR auf CD8"

T-Zellen und vermitteln so eine HLA-I-restringierte Immunreaktion.

Es gibt eine Reihe von Erkrankungen, die mit bestimmten Allelen des HLA-Systems
assoziiert sind. Fur MHC-II sollen exemplarisch Rheumatoide Arthritis (HLA-DR4), Zdliakie
(HLA-DQ?2, 8), Typ-I-Diabetes (HLA-DR4) oder die Schlafkrankheit (Narkolepsie, HLA-DQ®6)
erwdhnt werden. Eine der starksten Assoziationen zwischen einem HLA-I-Molekil, dem

HLA-B27, und einem Krankheitsbild liegt bei der Ankylosierenden Spondylitis (AS) vor.

1.2.4  Aktivierung einer zytotoxischen Immunantwort

Die Aktivierung von T-Zellen zur Zytokinproduktion und Proliferation benétigt mindestens
zwei verschiedene Signale (39, 40). Das Antigen-spezifische Signal wird bereitgestellt,
wenn der TCR mit einem HLA/Peptid-Komplex interagiert. Das kostimulatorische Signal
umfasst die Interaktion von CD28 auf der T-Zelle mit CD80 oder CD86 auf den APC
(Abb. 3).

CD3+ T-Zelle

o EiSR g
Apoptose .0..' Y
e o

Perforin

CD80/CD86

Abb 3: Spezifische Aktivierung und zytotoxische T-Z ellantwort von CD8 * T-Zellen.
CD8" T-Zellen erkennen Fremdpeptide, wenn sie Giber HLA-I-Molekile auf der Oberflache
von APC prasentiert werden. CD8" T-Zellen toten ihre Zielzellen, indem sie zytotoxische
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Proteine freisetzen. Perforin permeabilisiert die Zellmembran der Zielzelle, so dass
Granzym B in die Zielzelle gelangt und dort den programmierten Zelltod auslost.

Die zytotoxische Aktivitat, Apoptose, der CD8" T-Zellen wird durch die Freisetzung
zytolytischer Mediatoren aus lysosomalen Granula, die Serinproteasen, u. a. Granzym B,
und das porenformende Protein Perforin enthalten, vermittelt (41). Die CD8" T-Zellen selbst
zeigen eine gewisse Resistenz gegen die lytischen Effekte der zytotoxischen Mediatoren
(42). Nach dem Antigen-spezifischen Kontakt schiitten die CD8" T-Zellen nur so viel
Mediatoren aus, dass es ausreicht die Zielzelle zu zerstéren, aber die CD8" T-Zellen selbst

unbeschadigt bleiben.

Nach der Erkennung des spezifischen Antigens polarisieren die CD8" T-Zellen, d. h., die
zytotoxischen Granula werden auf der Seite der Zelle konzentriert, auf der der
Antigenkontakt stattgefunden hat. Danach werden die Granula durch lokale Exocytose in
den interzellularen Raum zwischen CD8" T-Zelle und Zielzelle freigesetzt. Perforin und
Granzym B induzieren in der Zielzelle Apoptose (43-45). Granzym B kann auf3erdem
Komponenten der extrazellularen Knorpelmatrix zu spalten (46, 47). Es fuhrt beispielsweise
zur Proteolyse des Link-Proteins und des Aggrecan-Proteinriickgrates in viele kleine
Fragmente. Diese kénnen aus der extrazellularen Matrix freigesetzt werden (46). Die
Abbauprodukte zirkulieren im Blut und stehen der Antigenprozessierung zur Verfigung.
Durch den Abbau der extrazellularen Knorpelmatrix ist Granzym B vermutlich an der

Zerstorung des Gelenkknorpels bei rheumatoider Arthritis mit beteiligt (48).

1.3 Die Spondyloarthritiden (SpA)
1.3.1 Grundlagen und Klassifikation

Die Spondyloarthritiden (SpA) sind eine heterogene Gruppe chronisch entziindlicher
Gelenkerkrankungen mit einer Pravalenz von 0,5 % in Europa (49). Die klinischen Bilder der
unterschiedlichen Erkrankungen sind sehr heterogen, zeigen aber immer wieder
Uberlappende Symptome und Manifestationen. Diesen Erkrankungen gemeinsam sind
akute und chronische Entziindungszustéande in Sehnenansatzen und Gelenken der
Wirbelséule, daraus folgend entzindlicher Rickenschmerz, und/oder eine asymmetrische
Arthritis im Bereich der unteren Extremitaten. Zudem besteht bei den SpA eine erhohte
Assoziation mit dem HLA-I-Molekul HLA-B27, die jedoch in den verschiedenen SpA-

Untergruppen unterschiedlich stark ausfallt (Tab. 1).

Zu den SpA zahlen die AS, die reaktive Arthritis (ReA) nach einer vorausgegangenen
bakteriellen Infektion des Magen-Darm-Traktes oder der ableitenden Harnwege, die

Psoriasis-Arthritis, Gelenkentziindungen, die im Zusammenhang mit chronisch-
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entzindlichen Darmerkrankungen auftreten sowie auch undifferenzierte SpA. Die AS und
undifferenzierte SpA sind die am haufigsten vorkommenden Subtypen dieser
Erkrankungsgruppe (50, 51). Die SpA-Untergruppen sind nicht scharf voneinander
abgrenzbar. So kann eine ReA zu einer AS minden, vor allem, wenn der Patient positiv fur
HLA-B27 ist (52) (Tab. 1).

Tab. 1: Haufigkeit von HLA-B27 bei SpA (aus 53)

Entitat Anteil HLA-B27 positiver Personen
AS 85-95%

ReA 30-70%
Undifferenzierte SpA 50 - 80 %
Darmerkrankungen-assoziierte Arthritis 15 — 25 %*
Psoriasis-Arthritis 10-15%
Normalbevdlkerung 6-9%

! bei axialer Beteiligung bis 50 % Assoziation mit HLA-B27

In der vorliegenden Arbeit sollen mit Hilfe von Untersuchungsmaterial aus AS- und
ReA-Patienten Mechanismen untersucht werden, wie und auf welchen Ebenen eine
HLA-B27-vermittelte CD8" T-Zell-Antwort zum Krankheitsgeschehen unmittelbar in den
Gelenken beitragt. Dabei kénnte der Identifizierung von Epitopen peripherer und vor allem
synovialer T-Zellen grof3e Bedeutung fir die Aufklarung der Pathogenese der ReA und der

AS zufallen. Auf beide Krankheitsbilder soll daher kurz eingegangen werden.

1.3.2 Chlamydia -getriggerte reaktive Arthritis (ReA)

Die ReA tritt meist wenige Tage bis Wochen nach einer ausldsenden Infektion des Magen-
Darm-Traktes oder der Harn- und Geschlechtsorgane auf (54). Diese Infektionen kénnen
allerdings sehr leicht verlaufen und nicht immer werden sie bemerkt. Der haufigste Erreger,
der eine ReA induzieren kann ist in Deutschland Chlamydia trachomatis. Im Vordergrund
dieser Erkrankung selbst stehen Mon- oder Oligoarthritiden insbesondere im Bereich der
unteren Extremitdten. Das Vorhandensein des genetischen Merkmals HLA-B27 stellt dabei
ein Risiko fir einen schweren und chronischen Verlauf dar. Bei 30 — 70 % der Patienten mit

Chlamydien-getriggerter ReA liegt eine Assoziation mit HLA-B27 vor (55, 56). Die Mehrzahl
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der ReA-Patienten ist junger als 40 Jahre. Manner und Frauen sind etwa gleich haufig

betroffen.

Die genauen Mechanismen, die zu einer ReA fihren, sind noch unklar. Bei Patienten mit
ReA konnten in der Synovialflissigkeit oder -membran bakterielle Bestandteile aus Yersinia
enterocolitica, Salmonella und Shigella oder aber auch intakte Bakterien wie Chlamydia
trachomatis nachgewiesen werden (57-60). In HLA-B27-transgenen Mausen konnten 12
Peptide, abgeleitet aus Proteinen von Chlamydia trachomatis, als immunogen identifiziert
werden (61, 62).

Daher stellte sich die Frage, ob diese Peptide auch immunogen fir periphere und/oder
synoviale CD8" T-Zellen von Patienten mit Chlamydien-induzierter ReA sind. Da 20 — 40 %
der HLA-B27" Patienten mit ReA in das Vollbild einer AS tibergehen konnen (52), wurde die

Suche nach Chlamydien-Antigenen hier fortgesetzt.

1.3.3 Ankylosierende Spondylitis (AS)

Die AS, im deutschen Sprachraum auch als Morbus Bechterew bezeichnet, ist die haufigste
Form der SpA und zeichnet sich durch entziindliche Verdnderungen aus, die vor allem das
Achsenskelett betreffen. In friihen Krankheitsphasen sind hauptséchlich die Kreuz-
Dambein-Gelenke (Sakroiliakalgelenke) betroffen, wobei Sehnenansatze und Gelenke
entzindlich verandert sind. Erosive Veranderungen in den Sakroiliakalgelenken werden
madglicherweise durch Faserknorpel ersetzt (63) und verkndchern sukzessive, wodurch das
Gelenk versteift. In der Wirbelsdule kommt es bei einem Teil der Patienten durch diesen
Prozess zur Bildung von Knochenspangen, den Syndesmophyten, die benachbarte Wirbel
Uberbricken. Dies fuhrt im Endstadium der Erkrankung zur vollstandigen, haufig
bambusartigen Versteifung der Wirbelsdule und der damit einhergehenden,

charakteristischen gebeugten Kérperhaltung der Patienten.

Periphere Gelenke kénnen ebenfalls in das Krankheitsgeschehen involviert sein (25 - 35 %
der Patienten), wobei haufig eine Arthritis in den HuUft-, Knie- und Sprunggelenken auftritt
und/oder eine Entziindung der Sehnenansatze (Enthesitis). Zu den Begleiterscheinungen
zahlen weiterhin Entziindungen der mittleren Augenhaut (Uveitis, 20 — 40 % der Patienten)
und im Spatstadium kdnnen auch innere Organe wie Lunge, Herz, Niere und Nervensystem
betroffen sein. Die Krankheit beginnt meist zwischen dem 15. und 30. Lebensjahr. Sie
verlauft individuell unterschiedlich und in Schiben. Bei Frauen verlauft die AS haufig milder,
eine Versteifung der Wirbelsaule tritt hier seltener auf. Manner sind im Verhdltnis 2:1
haufiger betroffen als Frauen (64). 85— 95 % aller AS-Patienten sind HLA-B27" (65-67).

Durch die Mannigfaltigkeit ihrer Auspréagungen, Verlaufe und Manifestationsorgane ist die
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Diagnose einer AS oft schwer zu stellen. An AS sind etwa 0,1 - 0,9 % der allgemeinen

Bevolkerung erkrankt (49).

14 Das HLA-B27-Molekl
1.4.1 Assoziation von HLA-B27 mit SpA

Das HLA-I-Molekil HLA-B27 wurde bei ca. 90 % der AS-Patienten nachgewiesen. Die
Aufgabe von HLA-B27, wie aller anderen HLA-Molekile besteht darin, HLA-I-restringierte
Antigene gegeniber CD8" T-Zellen zu prasentieren (56, 68). Das konnte auf eine
besondere Rolle von CD8" T-Zellen bei der Pathogenese der SpA hindeuten. Obwohl die
hohe Assoziation mit HLA-B27 seit Uber 25 Jahren bekannt ist, ist die genaue Rolle dieses

Molekiils in der Pathophysiologie der SpA bisher unklar (69, 70).

Die Krankheitshaufigkeit von AS spiegelt sich in der Verteilung von HLA-B27 wider.
Epidemiologische Studien zeigen, dass Populationen mit einer htéheren Frequenz von
HLA-B27 auch eine hohere Pravalenz fur AS und andere SpA haben (71). In Deutschland
sind 9 % aller Menschen positiv fur HLA-B27, in Berlin 9,3 %, wahrend die Pravalenz fur AS
0,86 % betragt (49). Die Haufigkeit von HLA-B27 steigt auf bis zu 25 — 50 %, je weiter man
sich dem Nordpol nahert, ebenso die Pravalenz der AS auf bis zu 2,5 % (72). HLA-B27
findet man nicht in genetisch isolierten Bevolkerungsgruppen von Ureinwohnern in

Siudamerika, in Australien sowie in Afrika (73). Das Auftreten einer AS ist dort relativ selten.

Bis heute wurden 38 verschiedene allele Subtypen der HLA-B27-Molekiils (B*2701-B*2738)
identifiziert (74), die sich in einzelnen Aminosaureaustauschen des Peptid-bindenden
Bereiches voneinander unterscheiden. Die Frequenz der Subtypen ist weltweit sehr
variabel. 90 % aller HLA-B27" Europé&er tragen den Subtyp B*2705, der wie auch B*2702
und B*2704 eindeutig mit der SpA assoziiert ist (75, 76). Andere Subtypen wie B*2706 in
Siudost-Asien und B*2709 auf Sardinien stehen nicht mit AS in Verbindung (77). Die Grinde
fur die unterschiedliche Krankheitsassoziation sind nicht bekannt. Der Subtyp B*2705
unterscheidet sich beispielsweise von B*2709 nur durch Austausch vom Asparaginsaurerest
zum Histidinrest an Position 116 in der F-Tasche und beeinflusst die Peptidspezifitat und T-
Zellerkennung (78). Insgesamt ist das Risiko, eine AS zu entwickeln, bei HLA-B27*
Individuen um das 10-fache erhdht, im Vergleich zu Individuen mit einem anderen HLA-B-

Komplex.
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1.4.2 Bedeutung von HLA-B27 flir die Entstehung von ReA und AS

Die Assoziation von AS und ReA mit HLA-B27 ist eine der starksten zwischen der
Expression eines MHC-Genes und einer Erkrankung (65). Diese starke Assoziation hat zu
der Annahme gefiihrt, dass das Molekul selbst bei der Pathogenese dieser Erkrankungen
eine Rolle spielt. Dies wiirde bedeuten, dass spezifische CD8" T-Zellen durch bakterielle
und/oder korpereigene Peptide, die von HLA-B27-Molekilen prasentiert werden, aktiviert

werden und damit an systemischen und lokalen Immunreaktionen beteiligt sind.

Die Basis dieser Assoziation bleibt bislang ungeklart. Vier verschiedene Hypothesen haben
sich im Verlauf der letzten Jahre herausgebildet, um die mdgliche pathogenetische Rolle
des HLA-B27-Molekiils zu beschreiben.

(A): Arthritogene Peptide (56, 79). Bei diesem Modell stehen die Peptide im Vordergrund.
Antigene Peptide werden selektiv von HLA-B27 prasentiert, aufgrund der sehr spezifischen
Peptid-Bindungseigenschaften der verschiedenen HLA-B27-Subtypen. Diese Peptide
aktivieren im Kontext mit HLA-B27 naive CD8" T-Zellen. Durch molekulares Mimikry kommt
es nach Auslosung der Immunantwort durch ein bakterielles oder virales Antigen zur
Kreuzreaktion mit einem strukturell &hnlichen ,Selbst-Antigen* (80, 81). ,Arthritogene
Peptide“ konnten beispielsweise exogene Antigene sein, die aufgrund ihrer potentiellen
Kreuzaktivitat z. B. mit gelenkspezifischen Knorpelantigenen Gedachtnis-T-Zellen

stimulieren, die in einem entziindlichen Millieu zur lokalen Immunantwort fihren.

(B):  Misfolding (82-84). HLA-B27-Molekile werden haufig fehlgefaltet und
Proteinaggregate von schweren Ketten entstehen durch die Ausbildung von Disulfidbriicken
zwischen den sehr reaktionsfreudigen Sulfydylgruppen. Als Folge kommt es zu einer
Akkumulation im endoplasmatischen Retikulum und Auslosung einer Stressreaktion der
betroffenen Zellen (,endoplasmatic reticulum overload”). Die fehlgefalteten HLA-B27-
Molekile kénnen keine Peptide binden und folglich auch keine Antigene prasentieren.
Stattdessen werden intrazellulare Signalwege beeinflusst und proinflammatorische Zytokine

ausgeschuttet.

(C): Oberflachen-Homodimere  (85-87). Bei der Fehlfaltung der schweren Ketten von
HLA-B27 im endoplasmatischen Retikulum kénnen Homodimere aus zwei schweren Ketten
von HLA-B27 gebildet werden, die Uber eine Disulfidbriicke verbunden sind. Sie sind nicht
mit .M und einem Peptid assoziiert. HLA-B27-Homodimere werden auf der Zelloberflache
exprimiert. Bindungspartner der HLA-B27 Homodimere auf der Oberflache sind die so
genannten paired Immunglobulin-like-Rezeptors aus der Immunglobulin-Superfamilie. Solch
eine Interaktion wirde eine Antigen-unabhangige Immunantwort induzieren (88). Eine

andere Mdglichkeit ware, dass die HLA-B27-Homodimere falschlicherweise von CD4"
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T-Zellen erkannt werden, da ihre Konformation der von MHC-II-Molekiilen vergleichbar ist
(89).

(D): Ausfallung von M (90). Diese Hypothese geht davon aus, dass HLA-B27
Heterodimere auf der Zelloberflache aufgespalten werden und freigesetztes (,M in der
Synovialmembran den Anstol3 zum inflammatorischen Prozess der AS geben kann. Die AS-
assoziierten HLA-B27-Subtypen haben eine grof3ere (3,M-Dissoziationsrate als die nicht-AS-
assoziierten wie B*2706 oder B*2709.

Keine der oben beschriebenen Theorien ist allein zur Erklarung der Assoziation zwischen
HLA-B27 und AS bzw. ReA ausreichend und erklart nicht alle Krankheitserscheinungen,
und auch nicht, dass nicht alle HLA-B27" Individuen eine Erkrankung entwickeln. Andere
pradisponierende Faktoren muissen eine Rolle spielen, deren Einfluss bei der
Krankheitsentstehung von AS im Vergleich zu HLA-B27 jedoch weniger bedeutend ist.
Mehrere Arbeiten deuten darauf hin, dass eine Assoziation vom Interleukin (IL)-1 Gen und
AS besteht (91, 92). Zwei Genvarianten wurden mit dem Krankheitsbild in Verbindung
gebracht. (93, 94). IL-1 ist auf dem Chromosom 2 lokalisiert und z&ahlt zu den
proinflammatorischen Zytokinen. IL-1 hat die Fahigkeit, an Chondrozyten zu binden und
bewirkt in den Chondrozyten die Freisetzung knorpelzerstérender Enzyme, die zum Abbau

von Knorpelsubstanz und letztendlich zur Zerstdérung der Gelenke fuhren.

Viel diskutiert wird im Moment ein weiteres Nicht-HLA Gen, das die Expression des IL-23-
Rezeptor auf T17-Zellen kodiert (95). Ty17-Zellen sind eine Untergruppe der CD4" T-Zellen
(96). Die Expression des IL-23-Rezeptors ist ein bedeutender Schritt in der Differenzierung
der Tyl7-Zellen, der Antigen-unabhangigen Proliferation von Ty17-Gedéachtniszellen und
der Induktion proinflammatorischer Zytokine (97). Der IL-23-Rezeptor wird mit
verschiedenen Autoimmunkrankheiten und der AS (95) in Verbindung gebracht. Ty17-Zellen
produzieren das proinflammatorische Zytokin IL-17. Die IL-17-Expression ist mit einigen
entziindlichen Erkrankungen, wie rheumatoider Arthritis (98), assoziiert (97). Die
kontinuierliche IL-17 Expression in Kniegelenken von Mausen verursacht eine starke
Einwanderung entzundlicher Zellinfiltrate und eine massive Schadigung des Gelenkknorpels
(99). Dieser Mechanismus steht mit einer MHC-vermittelten Antigenprésentation nicht im

Zusammenhang.

1.4.3 HLA-B27 und immundominante Antigene in der Pa  thogenese von ReA und AS

Potentiell arthritogene Peptide, entweder von Bakterien und/oder gelenkspezifischen

autologen Antigenen, kénnen HLA-B27-restringierte CD8" T-Zellen aktivieren, was im
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Rahmen einer Gelenkentziindung zur Zerstérung der Knorpelstrukturen im Gelenk beitragen
koénnte (100).

Wie bereits erwéhnt, sind bakterielle Erreger wie Chlamydia trachomatis, Yersinia
enterocolitica, Salmonella typhimurium und andere Ausloser der ReA. Diese Bakterien sind
entweder obligat (Chlamydia) oder fakultativ intrazellular (Yersinia, Salmonella). Gemeinsam
ist diesen bakteriellen Erregern, dass sie durch Endozytose in die Wirtszellen aufgenommen
werden und dort in Vakuolen leben. Antigene daraus sollen normalerweise Uber den HLA-II
prasentiert werden. Chlamydia trachomatis stellt aufgrund seiner physiologischen
Besonderheiten einen Grenzfall dar. Es existiert in zwei Organisationsformen: den
extrazellularen Elementarkérperchen und den Retikularkdrperchen, in denen sich die
Bakterien intrazellular vermehren, womit sie einer Prasentation Uner HLA-I-Molekile

zuganglich werden.

Es gibt Hinweise darauf, dass bakterielle Infektionen oder zumindest der Kontakt des
Immunsystems mit bakteriellen Bestandteilen auch bei der AS eine Rolle spielen kénnen.
Dafur spricht, dass 20— 40 % der Patienten mit ReA im chronischen Verlauf eine AS
entwickeln (52). Ein weiterer Anhaltspunkt dafiir konnte sein, dass in L&ndern mit
schlechten Hygienestandards bei gehauft auftretenden bakteriellen Infektionen die SpA
deutlich schwerer verlauft (101) und zum Beispiel in Mexiko (102) und China (103) deutlich

friher und starker auftritt als zum Beispiel in Mitteleuropa.

Aufgrund dieser Zusammenhange stellte sich die Frage, ob Peptide, abgeleitet aus
Proteinen beispielsweise von Chlamydia trachomatis (61, 62), eine HLA-B27-restringierte
CD8" T-Zell-Antwort bei Patienten mit ReA und AS induzieren.

Ein charakteristisches Merkmal der AS ist die Entzindung der Gelenke, haufig im Bereich
des Sehnen-Knochen-Ansatzes und anderer Knorpelstrukturen (104). Das Proteoglycan
Aggrecan ist ein wichtiger Bestandteil dieser Region. Verschiedene Autoren stellen die
Theorie auf, dass Proteine aus dem Aggrecan-Proteinriickgrat primares Ziel einer
Immunantwort in SpA sein kénnten (100, 104-106). Eine T-Zellantwort gegen Aggrecan
konnte bei verschiedenen rheumatischen Erkrankungen, unter anderem AS, rheumatoide
Arthritis und Psoriasis Arthritis, gezeigt werden (107, 108). Bislang gab es jedoch weder
Daten aus Mausmodellen, noch aus Untersuchungen mit Patientenmaterial die Antwort
darauf geben, welche Rolle HLA-B27-restringierte CD8" T-Zellen als Antwort auf Aggrecan

als Autoantigen spielen kénnen.

Ebenso sind Kollagene wichtige Bestandteile des Knorpels. In einer friiheren Studie konnte
bei einem Patienten mit ReA eine HLA-B27-restringierte CD8" T-Zellantwort gegen Peptide

aus dem Kollagen Typ Il nachgewiesen werden (109). Daher wurden im weiteren Verlauf
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dieser Arbeit neben dem Aggrecan auch weitere Knorpelbestandteile (siehe auch Tab. 2) in
Hinsicht auf ihre HLA-B27-Bindungskapazitaten und Fahigkeit zur Stimulation von CD8"

T-Zellen untersucht.

15 Anatomie des primaren Entziindungsortes bei AS
1.5.1 Die Knorpel-Knochen-Grenze

Magnetresonanztomographische und immunhistologische Untersuchungen geben zu der
Vermutung Anlass, dass der primare Entziindungsort bei der AS an der Knorpel-Knochen-
Grenze liegt, genauer im Bereich von hyalinem Gelenkknorpel und den Enthesien, der
Verbindungsstelle zwischen Sehnen/Bandern und dem Knochen (100, 104, 106).
Histopathologische Untersuchungen von Enthesien zeigen infiltierende CD4" und CD8*

T-Zellen sowie Makrophagen im subchondralen Knochenmark (110, 111).

Trotz einiger Einzelfallberichte gibt es bislang keine systematischen Untersuchungen zur
Histopathologie des Oberschenkelkopfes bei AS-Coxitis, obwohl etwa 5 % der AS-Patienten
eine schwere Coxitis erleiden, die nicht selten schon im jungen Alter zu einer

Huftgelenksersatzoperation fuhrt.

Bei der Gelenkentziindung kommt es unter anderem zur Zerstérung verschiedener
Knorpelstrukturen (100). Hier freigesetzte extrazellulare Matrixbestandteile kénnten bei der
AS als Antigene aus dem Knorpel das primare Ziel einer Immunantwort sein (100, 112).
Daher soll an dieser Stelle der Aufbau der verschiedenen Knorpelstrukturen, des

Gelenkknorpels und des Faserknorpels, naher erlautert werden (Abb. 4).

Gelenkkapsel

Hyaliner

Knorpel sekundare

Synovits

Synovial-
membran

.
Knochen- und
Knorpelerosion

Entziindung der
Enthesien

Zytokine

Abb. 4: Schematische Darstellung eines Mechanismus der Knorpelzerstérung in SpA.
Die Entzindung der Enthesien am Ubergang zwischen Knorpel und Knochen ist der
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priméare Entzundungsort bei AS. Im Verlauf der Erkrankung wird Knorpel- und
Knochengewebe zerstort. Durch die Ausschittung proinflammatorischer Zytokine kommt
es sekundar zu einer Entziindung der Synovialmembran (Synovitis). Modifiziert nach (104).

Der Knorpel ist ein festes druckelastisches Stitzgewebe, das frei von Blut- und
Lymphgefal3en ist. Er besteht aus den Knorpelzellen, den Chondrozyten, die in der
Knorpelmatrix, die von ihnen selbst synthetisiert wird, eingebettet sind. Der Knorpel ist ein
relativ zellarmes Gewebe. Die Anzahl, Lage und Dichte der Chondrozyten ist fir jede

Knorpelart spezifisch.

Im Bereich der Epiphysen der langen Knochen und kurzen Knochen der Hande und Fif3e
findet man Enthesien aus Faserknorpel vor (105). Ein besonderes Merkmal des
Faserknorpels ist die Zugfestigkeit und deshalb findet sich dieser Knorpeltyp vor allem an
den Ansatzen von Sehnen und Bandern. Das dichte faserige Gewebe der Sehnen geht in
Faserknorpel Uber. Dieser ist durch die Tidemark vom verkalkten Faserknorpel getrennt,
dem der subchondrale Knochen folgt. Der Faserknorpel zeichnet sich durch dichte
unregelmaRige Kollagenfaserblindel aus, zwischen denen die einzelnen Chondrozyten in

langs verlaufenden Reihen liegen (Abb. 5).

Enthesie =
i ==
; Gelenk- E
|&# knorpel

Ml

Faserknompel-Enthesie Gelenkknorpel

- _ = ;
- Tangentialzone

009 j __
& @ Q Ubergangszone
® 0

Faserknorpel (FH)

Radiarzone

Tidermark (Thi)
o/l Mineralisierungszone

Tidemark (Th)
= | Werknocherter Faserknarpel (vFIK)

| Knochenendplatte (K) U Knochensndplatte (K]

Abb. 5: Struktur einer Faserknorpel-Enthesie und Au fbau des hyalinen
Gelenkknorpels. Dargestellt sind die Zonen der Faserknorpel-Enthesie am Ansatz der
Supraspinatus-Sehne am Oberarmknochen in HE-Farbung (Originalvergrof3rerung x8,
nach 113). Links: der Faserknorpel (FK) besteht aus parallelen Reihen von
Kollagenfaserbindeln und wird vom verknocherten Faserknorpel (vFK) durch die Tidemark
(TM) getrennt. Diese ist mit der TM im Gelenkknorpel vergleichbar. Auf die Zone des vFK
folgt die Knochenendplatte (K). Rechts: Schematischer Aufbau der Zonen des hyalinen
Gelenkknorpels. In der Tangentialzone sind die Chondrozyten spindelférmig und parallel

14



Einleitung

zur Oberflaiche ausgerichtet. In der Ubergangszone nehmen die Chondrozyten eine
kugelige Form an und ordnen sich in der Radidrzone untereinander in Séulen an. Die
Tidemark (TM) trennt nicht-kalzifizierten Knorpel vom verkalkten Knorpel. Der verkalkte
Knorpel der Mineralisierungszone ist fest mit dem subchondralen Knochenmark (K)
verzahnt.

Die Knochenendflachen der beweglichen Gelenke selbst sind mit einer Schicht hyalinen
Knorpels Uberzogen, der durch seinen komplexen Aufbau einen praktisch reibungsfreien
Ablauf von Bewegungen ermdoglicht. Die Struktur, die Anordnung und die mechanische
Beschaffenheit des hyalinen Knorpels &ndern sich in Abhéangigkeit von der
Gelenkflachenentfernung. In verschiedenen Zonen des hyalinen Knorpels sind
Chondrozyten unterschiedlicher GroRe, Form und metabolischer Aktivitat vorzufinden, die

alle die zur Herstellung von extrazellularer Matrix notwendigen Organellen besitzen (114).

1.5.2 Extrazellulare Knorpelmatrix

Die funktionellen Eigenschaften des Knorpels werden durch die extrazellulare Matrix
vermittelt. Die extrazellulare Matrix besteht als Hauptkomponente aus Wasser und einem
Netzwerk von strukturellen Makromolekilen, die dem Gewebe seine Form und

Eigenschaften verleihen (Abb. 6).

Link Protein

Decorin

Kollagen Typ IX
M@ W
Mﬁbmmodulin

COoMP

Kollagen Typ Il

Abb. 6: Komponenten der extrazellularen Knorpelmatr IX (Abbildung modifiziert nach
115). Die Kollagene Typ II-Fibrillen werden von den Chondrozyten in den extrazellularen
Raum sezerniert und bilden ein dreidimensionales Netzwerk. Die Aggrecanmolekule sind
Uber ihr N-terminales Ende an Hyaluronséaure gebunden. Diese Bindung wird Uber ein Link-
Protein stabilisiert. AulRerdem kann Aggrecan im Bereich der Chondroitinsulfate mit
Kollagen Typ IlI-Fibrillen Wechselwirkungen eingehen. Als Folge entstehen grol3e

15



Einleitung

Aggregate mit supramolekularen Strukturen, welche der extrazellularen Matrix ihre
funktionstragenden Eigenschaften verleihen. COMP (Cartilage oligomeric matrix protein).

Die Zusammensetzung der extrazellularen Matrix bestimmt seine funktionellen
Eigenschaften. In der Tabelle 2 sind einige wichtige Proteine der extrazellularen Matrix des

Faserknorpels und hyalinen Knorpels dargestellt.

Tab. 2: Ubersicht einiger wichtiger Proteine der ex  trazellularen Knorpelmatrix

Stoffklasse Untergruppe Vertreter (Beispiele)

Kollagene Fibrillar Kollagen Typ I, 11, 11l, V und XI
Fibrillen-assoziiert Kollagen Typ IX
perlschnurartig Kollagen Typ VI

Proteoglycane aggregierend Aggrecan, Versican

Leucin-reiche Repeats  Biglycan, Asporin, Fibromodulin

andere Proteine Cartilage oligomeric matrix protein (COMP),
Cartilage matrix protein (CMP), Fibronectin,
Link-Protein, Anchorin

Kollagene bilden das strukturelle Netzwerk, das dem Knorpel seine Form und
biomechanische Beschaffenheit verleiht (116). Das feine Netzwerk von Kollagenfasern ist
verantwortlich  fir die Aufnahme von Scherkraften und vermittelt so die

Verbiegungsbelastbarkeit des Knorpels.

Die Kollagene (60 % des Knorpeltrockengewichtes) werden abh&ngig von ihren strukturellen
Eigenschaften und der supramolekularen Organisation in verschiedene Typen eingeteilt.
Der hyaline Gelenkknorpel enthalt zahlreiche unterschiedliche Kollagentypen wie Il, VI, IX, X
und Xl. Kollagen Typ Il ist mit einem Anteil von 90 - 95 % Hauptkomponente der Kollagen-
Fibrillen und interagiert mit dem Integrin-Rezeptor der Chondrozyten und dem Anchorin-
Protein (117). Im Faserknorpel ist im Gegensatz zum Gelenkknorpel vorrangig Kollagen

Typ | zu finden.

Die Proteoglycane (25-35 % des Knorpeltrockengewichtes) flllen fast den kompletten
interfibrillaren Raum aus. Sie vermitteln durch ihre auRergewdhnliche Wasserbindung die
Elastizitat und Tragkraft des Knorpels (118). Zur Gruppe der Proteoglycane zahlt Aggrecan
als haufigster Vertreter, sowie Decorin, Biglycan, Asporin, Fibromodulin, Lumican und

Versican. Aggrecan-Monomere bestehen aus einem Kernprotein mit den drei globularen
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Doméanen G1, G2 und G3 (Abb.7). Die G1-Domane ist uber das Link protein an
Hyaluronsaure gebunden. Darauf folgt eine Keratansulfat-reiche Domane mit einer
Bindungsaffinitdt zu Kollagen. Weiterhin sind an das Kernprotein oft Uber hundert
Chondroitinsulfatketten gebunden, die im Knorpelgewebe zum Widerstand gegen
Kompressionen beitragen. Die G3-Doméane beeinflusst die Freisetzung der Aggrecan-
Monomere. Aggrecan-Monomere spielen eine wichtige Rolle bei der Vermittlung von

Chondrozyten-Matrix-Interaktionen durch ihre Fahigkeit, an Hyaluronséure zu binden.

&3
Proteinriickgrat =

Aggrecan- Chondroitinsulfat

Monomer
Glveasaminoghicans

= } Keratansulfat

Gz‘:—. =
G1
[ ™ x ]

Hyaluronsiure Link Protein

Abb. 7: Struktur eines Aggecan-Monomers.  Aggrecan besteht aus einem Kernprotein, an
das Glycosaminoglycane mit unterschiedlicher Zusammensetzung gebunden sind. Der
Anteil von Chondroitinsulfat und Keratansulfat variiert in Abh&ngigkeit von der Lokalisation
des Knorpels.

Nicht-kollagene Proteine und Glykoproteine stellen ca. 15-20% des Knorpel-
Trockengewichts dar. Sie binden wie die Proteoglycane das interstitielle Wasser und helfen
auBerdem das makromolekulare Netzwerk zu organisieren, zu stabilisieren und die
Chondrozyten anzubinden (114). Am besten untersucht ist das Link-Protein, das die
Aggregate der Proteoglycane stabilisiert und deren GréfRe und Struktur beeinflusst.
Anchorin ist ein Kollagen-bindendes Oberflaichenprotein, das die Anbindung der
Chondrozyten an die Kollagenfibrillen der Matrix unterstitzt. Funktionelle Studien zeigten,
dass COMP an die Kollagene Typ Il und Typ IX bindet. Bei Knorpelzerstérung, wahrend
eines Gelenktraumas oder Osteoarthritis, degradiert das COMP, seine Fragmente werden in
die Synovialfliissigkeit abgegeben und gelten als Marker fur diese Krankheiten (119, 120).
Die genaue Funktion von COMP in der extrazellularen Matrix bleibt noch offen (121). Die
Funktion anderer Matrixproteine wie Fibronectin und CMP, die als mitwirkende Faktoren bei
Zell-Matrix-Interaktionen oder bei pathologischen Prozessen diskutiert werden, muss noch

weiter untersucht werden.
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1.5.3 Chondrozyten

Sowohl im hyalinen Gelenkknorpel als auch im Faserknorpel gibt es nur einen einzigen
Zelltyp, die hochdifferenzierten Chondrozyten. Je nach Lokalisation betragt das Zellvolumen
lediglich 1 - 3 % des Knorpelgesamtvolumens. Trotz des geringen Volumenanteils sind die
Chondrozyten entscheidend fur die Erhaltung und Funktion der extrazellularen Matrix. Sie
sind sowohl fur die Synthese als auch fiur den Abbau der Kollagene und Proteoglykane
zustandig. Ausgereifte hyaline Gelenk-Knorpelzellen sind durch ihre runde bis ovale Form
und Produktion von Kollagen Typll sowie von grolien Proteoglykan-Aggregaten
charakterisiert. Im Faserknorpel haben die Chondrozyten eine spindelférmige Form und
liegen in langsverlaufenden Reihen zwischen den Kollagenfaserbindeln. Da die
Chondrozyten eingebettet in der extrazellularen Matrix, ohne interzellulare Kontakte und
abgetrennt von der Blutzufuhr sind, ist der Stoffwechsel von chemischen Substanzen wie
z. B. Wachstumsfaktoren oder Interleukinen, die durch die extrazellulare Matrix diffundieren,

und von aulReren mechanischen Faktoren abhangig.

Chondrozyten sezernieren knorpelspezifische Molekile, wie Kollagen Typ Il, Typ IX und
Typ XI (122) und aggregierende Proteoglycane wie Aggrecan (123). Problematisch bei der
Knorpelzellkultur ist, dass die Chondrozyten aus hyalinem Knorpel in der Monolayerkultur
ihren spezifischen Phéanotyp verlieren und dedifferenzieren (124, 125). Bei der
Dedifferenzierung nehmen die sonst runden Chondrozyten eine fibroblastenahnliche Form
an (Abb. 8) und synthetisieren die Kollagene Typ |, Typ lll und Typ V und das Proteoglycan
Versican (126). Um die phénotypische Stabilitdt der Chondrozyten zu erhalten, werden die
Zellen in einer dreidimensionalen Matrix kultiviert (127, 128). Das Alginat, ein aus
Braunalgen isoliertes Polysaccharid, eignet sich sehr gut fir die Kultivierung von
Chondrozyten (129).

T
Abb. 8: Knorpelzellen vom hyalinen Gelenkknorpel eines Femu rkopfes in der
Zellkultur. Durchlichtmikroskopische Aufnahmen von A: kultivierten Chondrozyten in der

Passage 0 (keine Dedifferenzierung) und B: dedifferenzierten Chondrozyten der Passage 4
einer Monolayer-Kultur. Originalvergroferung x200.
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1.6 Fragestellung

Das an der Prasentation spezifischer antigener Peptide beteiligte Molekil HLA-B27 ist mit

der Pathogenese von SpA stark assoziiert. Bakterielle Antigene, die in einem molekularen

Mimikry korpereigenen Antigenen stark &hneln, und/oder gelenkspezifische autologe

Antigene sind potentielle Quellen arthritogener Peptide, die durch HLA-B27 présentiert

werden und schlieRlich zur Induktion Antigen-spezifischer CD8" T-Zellen fuihren konnen.

Diese CD8" T-Zellen konnten durch direkte zytotoxische Wirkung zur Destruktion von

Knorpelstrukturen im Gelenk und damit zu den arthritischen Reaktionen beitragen. In diesen

Prozessen kénnten Chondrozyten als nicht-professionelle APC beteiligt sein.

Daraus ergaben sich folgende Fragen:

1.

Wie ist unter besonderer Bericksichtigung von Entzindungszellen die zellulare
Zusammensetzung am Ubergang zwischen Knorpel und Knochen, dem primaren Ort der
Entzindung bei AS?

. Induzieren Peptide, abgeleitet aus Proteinen von Chlamydia trachomatis, eine HLA-B27-

restringierte CD8" T-Zellantwort in Patienten mit SpA?

. Welche Knorpelantigene kdnnen Autoimmunprozesse bei AS-Patienten fordern?

. Stimulieren Chondrozyten im Sinne nicht-professioneller APC in einem Modell mit

HLA-B27-restringierter Prasentation eines immundominanten Peptids spezifische
zytotoxische CD8" T-Zellen?
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfon-  Carl Roth, Karlsruhe, DE
saure

2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure Sigma, Deisenhofen, DE
2-Mercaptoethanol Sigma, Deisenhofen, DE
2-Methylbutan 2 Isopentan Merck, Darmstadt, DE
4’,6-Diamidino-2-phenylindol Roche, Mannheim, DE
Aceton Dako, Hamburg, DE
Acrylamid, 30 %/ N,N"-Methylenbis(acrylamid), BioRad, Munchen, DE
2,6 % (Acrylamid/bis-Ldsung)

Adenosintriphosphat (ATP) Merck, Darmstadt, DE
Albumin-Standard; 2 mg/ml Pierce, Bonn, DE
Alginat Sigma, Deisenhofen, DE
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma, Deisenhofen, DE
Amphotericin B; 250 pg/ml, steril Biochrom, Berlin, DE
Ampicillin Sigma, Deisenhofen, DE
Annexin V, AlexaFluor1488 Konjugat Molecular Probes, Karlsruhe, DE
APAAP Detection System Dako, Hamburg, DE
Ascorbinsaure Sigma, Deisenhofen, DE
Beriglobin Centeon, Wien, AT
Bicine Sigma, Deisenhofen, DE
Bio-Rad Protein Assay dye reagent concentrate Bio-Rad, Miinchen, DE
Biotin Sigma, Deisenhofen, DE
Brefeldin A Sigma, Deisenhofen, DE
CacCl, Merck, Darmstadt, DE
CFDA Invitrogen, Karlsruhe, DE
Coomassie-Brilliant Blue R-250 (Coomassie) Merck, Darmstadt, DE
Cyclosporin A Sigma, Deisenhofen, DE
4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) Roche, Mannheim, DE
D-Glukose Merck, Darmstadt, DE
Dimethylsulfoxid (DMSO) Serva, Heidelberg, DE
DL-Dithiothreitol (DTT) Merck, Darmstadt, DE
DNase | Invitrogen, Karlsruhe, DE
Einbettungsmedium: Tissue-Tek® Cryomold™ Sakura Finetek, Zoeterwoude, NL

Intermediate, Tissue-Tek® Cryomold™ Standard,
Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound

ELF®97 Substrat Molecular Probes, Karlsruhe, DE
Enthelan Merck, Darmstadt, DE
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Ethanol; absolut
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Eosin

FACS™Permeabilizing solution; 10x
Fast Red Substrat Chromogen-System
Ficoll-L6sung; Hypaque-Ficoll™; p = 1,078 g/ml
Fluoromount G

Formaldehyd (Phosphat-gepuffert)
Formaldehyd; 35 %

Fotales Kalberserum (FCS)

Gelatine

Glutathion, oxidiert bzw. reduziert
Glycerol

Glycin

Grundmedium: Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM)

Grundmedium: Ham’s F-12
Grundmedium: RPMI 1640
Guanidin-HCI

Hamalaun

Hanks’ balanced salt solution (HBSS)
Hanks’ salt solution

Harnstoff

HCI

Humanserum

Imidazol

lonomycin

Isolations-Kit fir humane CD4" T-Zellen durch
Magnet-aktivierte Zellsortierung (MACS)

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)

Kit zum Nachweis der sauren Phosphatase
(TRAP)

Kollagenase 1V

L-Arginin

L-Glutamin; 200 mM, steril

Lipopolysaccharid (LPS)

Lysogeny broth nach Lennox (LB-Medium)
Lysozym

Magermilchpulver; Glicksklee

Methanol

MgCl,

Minimal essential medium (MEM)-Aminosauren
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Merck, Darmstadt, DE

Sigma, Deisenhofen, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

BD Pharmingen, Heidelberg, DE
Dako, Hamburg, DE

GE Healthcare, Minchen, DE
Southern Biotech, Birmingham, US
Carl Roth, Karlsruhe, DE

J.T. Baker, Deventer, NL

PAA Laboratories, Pasching, AT
Sigma, Deisenhofen, DE

Sigma, Deisenhofen, DE

Merck, Darmstadt, DE

Sigma, Deisenhofen, DE
Invitrogen, Karlsruhe, DE

Biochrom, Berlin, DE
Invitrogen, Karlsruhe, DE
Sigma, Deisenhofen, DE
Merck, Darmstadt, DE
Invitrogen, Karlsruhe, DE
Biochrom, Berlin, DE
Invitrogen, Karlsruhe, DE
Merck, Darmstadt, DE
PAA Laboratories GmbH
Sigma, Deisenhofen, DE

Sigma, Deisenhofen, DE
Miltenyi Biotech,

Bergisch-Gladbach, DE
AppliChem, Gatersleben, DE
Sigma, Deisenhofen, DE

Sigma, Deisenhofen, DE
Sigma, Deisenhofen, DE
Biochrom, Berlin, DE
Sigma, Deisenhofen, DE
Sigma, Deisenhofen, DE
Neolab, heidelberg, DE
Nestlé, Vevey, CH
Merck, Darmstadt, DE
Sigma, Deisenhofen, DE
Biochrom, Berlin, DE
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Mitomycin C aus Streptomyces caespitosus

Molekulargewichtsstandard fiir SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

N,N,N",N"-Tetrametylethylendiamin (TEMED)
Na,HPO,, Dihydrat

NacCl

NaH,PO,, Monohydrat
Natriumazid

NaOH

Natriumacetat
Natriumdodecylsulfat (SDS); 10 %
Natriumpyruvat; 100 mM, steril
Normalserum: Esel

Normalserum: Kaninchen

0O-[4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)-phenyl]-deca-
oxyethylen (Triton®X-100)

Paraformaldehyd (PFA)

Penicillin, 10° U/ml/Streptomycin, 10 mg/ml; steril
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phorbolmyristatacetat (PMA)
Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (PBS)
Poly-L-Lysine
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween 20)
Popidiumjodid (PI)

Proteaseinhibitor-Cocktail

Pronase

Rinderserumalbumin (BSA)

Staphylococcus Enterotoxin B (SEB)
Streptavidin/Biotin blocking kit
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris), Base
Tris-HCI

Trockeneis

Trypanblauldsung, 0,05 %; steril
Trypsin/EDTA-L6sung; 0,05 %/0,02 %, steril
Zellkulturuberstand B95/8
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Sigma, Deisenhofen, DE
BioRad, Miinchen, DE

BioRad, Munchen, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Sigma, Deisenhofen, DE
Fluka, Buchs, CH
Biochrom, Berlin, DE
Chemicon, Temecula, US
Sigma, Deisenhofen, DE
Sigma, Deisenhofen, DE

Merck, Darmstadt, DE

Biochrom, Berlin, DE

Roche, Mannheim, DE

Sigma, Deisenhofen, DE
Biochrom, Berlin, DE

Biochrom, Berlin, DE

Sigma, Deisenhofen, DE

ICN Biochemicals

Roche, Mannheim, DE

Roche, Mannheim, DE

Biomol, Hamburg, DE

Sigma, Deisenhofen, DE

Vector Laboratories, Burlingame, US
Sigma, Deisenhofen, DE

Sigma, Deisenhofen, DE

Messer Griesheim, Sulzbach, DE
Biochrom, Berlin, DE

Biochrom, Berlin, DE

eigene Herstellung
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2.1.2 Materialien und Geréte

Analysenwaage; Typ 2662
Autoklav; Varioklav 500E

Begasungsbrutschrank; B-5060 EK
Begrenzungsstift; Dako pen

Chromatographieanlage fur High pressure-liquid
chromatography (HPLC); Akta basic mit Unicorn
Software, Version 4

Chromatographiesaulen:
Superose 12 10/300GL
Mono-S®-FPLC™ HR5/5

Cytospin-Zentrifuge; Cytospin 3
Deckglaser
Dialyseschlauch, Ausschlussgrof3e 3,5 kDa

Digitalkamera Nikon Coolpix5400
Durchflusszytometer; FACS Calibur mit
CellQuest® Pro Software

Durchlichtmikroskop

Einmalkivetten

Fluoreszenzmikroskop BX60
Flussigstickstoff-Gefrierbehélter; BSR-390
Glasplattchen; 00 12 mm

Hamocytometer; Zéhlkammer nach Neubauer
Heparinrghrchen fur die Blutabnahme
Horizontal-Schuttler; GFL 3015

Kammer fur vertikale PAGE; Mini-Protean Il mit
GelgieRReinrichtung

Kammern fir die horizontale Agarose-
Gelelektrophorese

Klebeband, durchsichtig

Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop
LSM 510 META

Kryomikrotom

Kuhlschrank und Tiefkthler -20 C; Kihl-
Gefrierschrank-Kombination KGE 3414

Kuhlzentrifuge/grofl3; RC-5B mit Rotor GSA
Kuhlzentrifuge/klein; 5402 mit Rotor F-45-18-11
Kuhlzentrifuge/mittel; GPKR mit Rotor GH-3.7
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Sartorius, Gottingen, DE

H+P Labortechnik, Oberschleissheim,
DE

Heraeus, Hanau, DE
Dako, Hamburg, DE
Amersham Biosciences, Freiburg, DE

Amersham Biosciences, Miinchen, DE

GE Healthcare, Freiburg, DE
Thermo Shandon, Frankfurt/M., DE
Menzel-Glaser, Braunschweig, DE

Spectrum Laboratories, Rancho
Dominguez, CA

Nikon, Dusseldorf, DE
Becton Dickinson, Heidelberg, DE

Olympus, Hamburg, DE

Brand, Wertheim, DE

Olympus, Hamburg, DE
Consarctic, Schollkrippen, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Brand, Wertheim, DE

BD Biosciences, Heidelberg, DE

Gesellschaft fur Labortechnik,
Burgwedel, DE

BioRad, Miinchen, DE
BioRad, Miinchen, DE

Clear tape Klebesysteme,
Frankfurt/M., DE

Carl Zeiss Microlmaging, Gottingen,
DE

Microm Laborgerate, Walldorf, DE
Bosch, Stuttgart, DE

Du Pont Instruments, Boston, US
Eppendorf, Hamburg, DE
Beckman Instruments, Krefeld, DE
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Magnetrthrer; Ikamag RH

Mikrowelle; 750 W

MiniMACS™ Separator

Oberschalenwaage

Objekttrager: Standard

Objekttrager: Super Frost®Plus

Parafilm

Pericyclische Pumpe; Roth Cyclo |
Petrischalen

Phasenkontrast-Mikroskop, Wilovert AFL invers
pH-Meter mit Einstab-MeRelektrode
Photometer, Ultrospec

Saule fir MACS: MS Columns MACS®
Schuttelinkubator; Certomat S mit Certomat H
Sicherheitswerkbank; Klasse Il

Sieb, Edelstahl

Spektrophotometer; DU®62

Stahlmesser fur Kryomikrotom; Typ d, 16 cm
TALON™Metal Affinity Resin

Tiefkihler -80 C; Forma 900 ULT Plus
Tischzentrifuge 5415C mit Rotor F-45-18-11
Trockenschrank; EED

Ultrafiltrationseinheit: Tangentialflow-
Rezirkulationsmodul Vivaflow 50,
Ausschlussgrofe: 30 kDa

Ultrafiltrationseinheit: Zentrifugalkonzentrator
Vivaspin 6, AusschlussgrofRe: 10 kDa

Ultraschallgerat mit Sonde; Vibra cell

Vortex; Reax 1DR
Wasserbad; Typ 1002

Zellkulturplatten: 6-well, 24-well, 96-well
(Rund- bzw. Flachboden)

24

Ika Labortechnik, Staufen, DE
Philips Electronics, Amsterdam, NL
Miltenyi, Bergisch Gladbach, DE
Ohaus, Pine Brook, US

R. Langenbrinck, Emmendingen, DE
Menzel-Glaser, Braunschweig, DE
American National Can, Chicago, US
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2.1.3 Antikorper

Primare Antikérper gegen humane Antigene

Antigen Klon Herkunft, Markierung Verdinnung
Subtyp
CD3 polyklonal* Kaninchen, IgG ohne 1:25
UCHT1? Maus, 1gG Cy5 1:400
F7.2.38' Maus, IgG1, k  ohne 1:100
CD8 C8/144B* Maus, IgG1, k  ohne 1:100
SK1° Maus, IgG1, k  PerCP 1:10
CD20 L26* Maus, IgG2a, k ohne 1:200
CD28 CD28.2° Maus, IgG1, k  ohne 1 ug/ml
CD34 QBend10* Maus, IgG1 ohne 1:100
CD56 123 C3° Maus, 1gG1 ohne 1:5 (IF), 1:50 (H)
CD61 Y2/51* Maus, IgG1, Kk  ohne 1:50
CD68 KP1* Maus, IgG1, k  ohne 1:100
Mac3° Maus ohne 1:20
PG-M1* Maus, IgG3, k  ohne 1:50
CD69 L78° Maus, IgG1, k PE 1:10
CD80 polyklonal’ Ziege, IgG ohne 1:5
CD86 BU63® Maus, 1gG1 PE 1:100
Granzym B GB11® Maus, IgG1, k  FITC 1:25
HLA-B27 HLA-ABC-m3° Maus, IgG2a FITC 1:25
ME-1" Maus ohne 1:25
HC 10" Maus ohne 1:50
EP-4%° Maus, IgM ohne 1:50
IFNy B27° Maus, IgG1 Allophycocyanin 1:300
Kollagen lI polyklonal® Kaninchen, IgG ohne 1:25
S-100 polyklonal* Kaninchen ohne 1:1.000 (IF),
1:500 (H)
RANK polyklonal’ Ziege, lgG ohne 1:75
RANKL polyklonal’ Ziege, IgG ohne 1:50
Perforin 5G9® Maus, 1gG2b ohne 1:10
OPG polyklonal’ Ziege, IgG ohne 1:7,5
Isotypkontrolle ~ X40° Maus, 1gG1 FITC
MRC OX-34*  Maus, IgG2a  FITC 1:25
27-35° Maus, IgG2b  FITC
133316’ Maus, 1gG3 ohne
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Primare Antikérper gegen murine Antigene

Antigen Klon Herkunft, Subtyp Markierung Verdiinnung
B220 RA3.6B2° FITC 1:300
CD3 145-2C11°  Hamster, IgG1,A  PerCP 1:50
CD4 GK1.5 Biotin 1:400
CcD8 53-6.7° Ratte, IgG2a, K ohne 1:250
KT15* Ratte, 1lgG2a FITC 1:2-1:5
53-6.7° Ratte, 1gG2a, K Allophycocyanin 1:100

CD28 37.51° Hamster, IgG2, A ohne 1 pg/ml
CD69 H1.2F3° Hamster, IgG1, A  FITC 1:100
IFNy XMG1.2° Ratte, 1IgG1 PE 1:100
Antikérper gegen andere Antigene
Antigen Klon Herkunft, Subtyp Markierung Verdiinnung
Allophycocyanin polyklonal®  Kaninchen ohne 1:500
PE monoklonal”” Maus IgG1 MicroBeads 20 pl/10’ Zellen
PE polyklonal™®  Ziege ohne 1:500
Sekundare Antikérper und Streptavidin
Antigen Herkunft, Subtyp Markierung Verdinnung
murines IgG(H+L) Esel, IgG gesamt’?>  AlexaFluor(1488 1:200

Esel, IgG, F(ab)2'®  Allophycocyanin 1:200

Esel, IgG, F(ab)2®  Cy3 1:200
lgG(H+L) des Kaninchens  Esel, IgG gesamt*®  AlexaFluor[1488 1:200

Esel, IgG gesamt™  Alexa-647 1: 200

Esel, IgG gesamt™  Cy3 1:200
lgG (H+L) der Ratte Esel, IgG gesamt™®  Cy2 1:200
lgG(H+L) der Ziege Esel, IgG ges™ AlexaFluor[1488 1:200

Esel, IgG gesamt™®  Cy3 1: 200

Esel, IgG, F(ab)2®  PE 1:200
Biotin Streptavidin®? PE

Streptavidin®® Cy3

Streptavidin'2 AlexaFluor[1488

Streptavidin'? AlexaFluor[1555

Streptavidin®® Allophycocyanin
Abklrzungen: RANK, Receptor-Activator of Nuclear Factor kappa B; RANKL, Receptor-

Activator of Nuclear Factor kappa B Ligand; OPG, Osteoprotegerin; lg, Immunglobulin;
FITC, Fluoresceinisothiocyanat; PE, Phycoerythrin; Cy2, Carbocyanin; Cy3,
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Indocarbocyanin; Cy5, Indodicarbocyanin; PerCP, Peridininchlorophyll-Proteinkomplex; IF,
Immunfluoreszenz; H, Immunhistochemie; Hersteller: ‘Dako, Hamburg, DE; ?Deutsches
Rheumaforschungszentrum, Berlin, DE; *BD Biosciences, Heidelberg, DE; “lmmunotech,
Marseille, FR; *Monosan, Uden, NL: ®Institut f(r Pathologie, Charité - Universitatsmedizin,
Berlin, DE; 'R&D Systems, Minneapolis, US; °2Caltag, Burlingame, US; °Acris,
Hiddenhausen, DE; °AbD Serotec, Diisseldorf, DE; !'Biomeda, Burlingame, US;
“Molecular Probes, Karlsruhe, DE; **Dianova, Hamburg, DE; **Mobitec; Géttingen, DE;
*yon Paul Bowness; **Abcam, Cambridge, US; *'Miltenyi, Bergisch Gladbach, DE

Fur die Blockierung unspezifischer Antikdrperbindungen wurde ein monoklonaler Antikdrper
spezifisch fir Maus-Fcy-Rezeptor, Klon 2.4G2/75%, mit einer Endkonzentration von 50 pg/ml

eingesetzt.

2.1.4 Rekombinante humane Zytokine

Zytokin Stammldsung Gebrauchs- Hersteller
konzentration
GM-CSF 1 pg/mi 50 ng/ml PeproTech, Hamburg, DE
IFNy 10 pg/ml 0,5- 100 ng/ml  PeproTech, Hamburg, DE
IFNa,2a 10 pg/ml 0,5-100 ng/ml  Strathmann, Hamburg, DE
IL-2 1000 U/ml 20 U/ml Roche, Minchen, DE; Boehringer
Mannheim, Mannheim, DE
IL-4 25.000 U/mi 10.000 U/ml Roche, Minchen, DE
IL-6 10 pg/ml 1-100 ng/ml PeproTech, Hamburg, DE
TNFa 10 pg/ml 10 - 50 ng/ml PeproTech, Hamburg, DE

TNF, Tumornekrosefaktor

Alle zZytokine wurden als hochgereinigte, in Escherichia coli (E. coli) produzierte Proteine

verwendet.

2.1.5 HLA-B27-bindende Peptide

Herkunft Name Sequenz & Bindungs-
Referenz score
Chlamydia #Chl8 NRFSVAYML 26
(62) #Chl68 NRAKQVIKL 26
#ChI80 IRMFKILPL 26
#Chl131 KRLAETLAL 26
#Chl133 IRSSVQNKL 27
#Chl138 ARKLLLDNL 26
#Chl144 MRDHTITLL 25
#Chl145 DRLALLANL 27
#Chl146 YRLLLTRVL 25
#Chl194 EREQTLNQL 25
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Herkunft Name Sequenz & Bindungs-
Referenz score
#Chl195 NRELIQQEL 25
#Chl196 ERFLAQEQL 27
Humanes Aggrecan #A47 * 31
(130) #AS57 * 25
#A59 * 24
#AB7 SRHHAFCFR 20
Nukleédres Antigen 3C des Epstein- EBNAss.266 RRIYDLIEL 28
Barr-Virus (EBV) (EBNA)
(131)

“Sequenzangaben im Einbuchstaben-Code nach [IUPAC-IUB-Vereinbarungen (1969) (132),
*Sequenz nicht spezifiziert, persdnliche Mitteilung Wolfgang Kuon

Alle Peptide wurden vom Naturwissenschaftlichen und Medizinischen Institut an der
Universitat Tabingen (Reutlingen, DE) synthetisiert und in DMSO geldst. Diese
Stammlésungen wurden in Serum freiem RPMI 1640 mit 2 mM L-Glutamin, 10° U/ml
Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin zu Peptidkonzentrationen von 10 pg/ml weiter

verdinnt und bei -20C aufbewahrt.

2.1.6 Patientenmaterial

Einverstandniserklarung der Patienten und Genehmigung der Studien durch

Ethikkommission der Charité, Campus Benjamin Franklin.

Ziel Patient
Untersuchungsmaterial Nr. HLA-B27 Alter  Geschlecht Diagnose
Test Chlamydia-Antigene 1 + 47 m ReA
Mononukleédre Zellen aus 2 + 50 w ReA
peripherem Blut und/oder 3 + o5 W ReA
Synovialflissigkeit
(Versuch 3.2) 4 * 39 m ReA

5 + 23 m ReA

ReA

6 29 m (Monarthritis)

7 21 m ReA (UOA)

8 + 33 m ReA (UOA)

9 - 51 m ReA (UOA)

10 - 23 w ReA

11 + 47 m AS

12 + 24 w AS

13 + 20 m AS

14 - 51 w RA

15 - 62 w RA

16 - 67 w RA
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LZJIr?tIersuchungsmateriaI Eﬁt'ent HLA-B27 Alter  Geschlecht Diagnose
Kontrollen 17 + 28 w gesund
Mononukleéare Zellen aus 18 + 35 m gesund
B P 18+ 3w
(Versuch 3.2) 20 + 51 m gesund
Test Knorpelantigene 21 + 53 m AS
Mononukleéare Zellen aus 22 n.d. 47 m AS
s 2+ m s
(Versuch 3.3) 24 + 35 m AS

25 + 32 m AS

26 + 24 w AS

27 + 45 m ReA

28 n.d. 37 w AS

29 n.d. 26 m AS

30 + 32 m AS

31 + 36 w AS

32 - 71 m AS

33 + 50 m AS

34 + 36 m AS

35 + 29 m AS

36 + 26 m AS

37 + 29 m AS

38 + 65 m AS

39 + 21 m UOA

40 + 26 m AS

41 n.d. 41 w AS

42 + 37 m AS

43 + 44 m AS

44 + 44 m AS

45 + 60 w AS

46 + 54 w AS

47 + 71 m AS

48 + 51 w AS

49 + 23 m AS

50 + 46 w AS

51 + 24 m AS

52 + 41 w AS

53 + 35 m AS

54 + 39 m AS

55 + 25 m AS

56 + 43 m AS
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LZJIr?tIersuchungsmateriaI Eﬁt'ent HLA-B27 Alter  Geschlecht Diagnose
57 n.d. 17 m ReA
58 + 27 m AS
59 + 20 m AS
60 + 45 m UOA
61 + 22 w USpA
62 - 19 m AS
Immunhistopathologie 63 n.d. 57 m AS
Huftkopfe 64 + 73 m AS
(Versuch 3.1) 65 n.d. nd.  nd. AS
66 + 73 m AS
67 + 73 m AS
68 n.d. 51 m AS
69 + 32 m AS
70 + 39 m AS
71 + 38 m AS
72 + 56 w AS
73 n.d. 70 m SpA
74 n.d. 50 m AS
75 n.d. 63 w AS
76 n.d. 64 m AS
77 n.d. 32 m AS
78 n.d. 62 m AS

n.d. — nicht bestimmt; w — weiblich; m — mannlich; undifferenzierte Oligoarthritis (UOA);
undifferenzierte SpA (uSpA); rheumatoide Arthritis (RA)

2.1.7 Mause

Die Mause wurden in den Forschungseinrichtungen fur Experimentelle Medizin der Charité -
Universitatsmedizin Berlin am Campus Benjamin Franklin unter spezifischen Pathogen-
freien Bedingungen unter Verantwortung von Wolfgang Kuon geziichtet und gehalten. Die
Untersuchungen wurden mit 6 - 12 Wochen alten weiblichen BALB/c Wildtyp-Mausen bzw.
B27hB.m-transgenen (B27-transgen) Mausen auf einem BALB/c-Hintergund (133, 134) dort
durchgefuhrt (Tierschutzantrag Nummer: Reg 0209/03).

Die Tiere wurden von Wolfgang Kuon immunisiert (Abb. 9) und fir die anschlieRenden

Experimente freundlicherweise zur Verfligung gestellt.
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100 pg Peptid

in CEA Jeweils 100 g Peptid in IFA
N SR SN S
l ! ' T T ]
Woche 0 2 4 6 8 9

Analyse der Milzzellen

Abb. 9: Schema der Immunisierung von Mausen mit HLA-B27-spe  zifischen Peptiden.
Freunds komplettes Adjuvans (CFA), Freunds inkomplettes Adjuvans (IFA).

Nach einer ersten Injektion des entsprechenden Peptids wurden die Mause vier weitere
Male im Abstand von jeweils zwei Wochen behandelt. Eine Woche nach der letzten Injektion
wurde die Milz der Tiere steril entnommen, ein Teil der Milz durch ein Sieb suspendiert und
die Milzzellen in Kultur genommen. Der andere Teil der Milz wurde fir

immunhistochemische Untersuchungen an Gefrierschnitten in Tissue-TecO tiefgefroren.

2.1.8 Vektoren fir die Expression von Komponenten f  Or die Hertsellung von
HLA-B27-Tetrameren in E. coli

Vektor Protein Referenz
pPET22b-w Biotinligase (BirA) mit aminoterninalem Tag von  Heiner Appel
sechs Histidinresten fur die Kai Wucherpfennig

affinitatschromatographische
Reinigung aus Bakterienlysaten

pLM1-HLA-B27 HLA-B27, schwe- mit carboxyterminaler (135)
re Kette Erkennungssequenz fur BirA
pLM1-HLA-B27mut HLA-B27, schwe- mit carboxyterminaler (136)

re Kette, mutiert Erkennungssequenz fur BirA
und Aminosaureaustausch
Cys67 -> Ser67

pHN1-3,m humanes 32M Heiner Appel
Kai Wucherpfennig

Die Proteine wurden nach Transformation mit dem entsprechenden Vektor durch E. coli
BL21 (DE3) pLysS (E. coli BL21) - Genotyp: F ompT gal dcm lon hsdSg(rs” mg) A(DE3)
pLysS(cm®) - produziert. Transformierte Bakterien wurden bis zur Verwendung als

Glycerolkonserve bei -20C aufbewahrt. Die Selektio n erfolgte tiber die Ampicillinresistenz,
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die durch die 0. g. Vektoren vermittelt wird. Alle Arbeiten erfolgten nach Sicherheitsstufe 1
Gentechnikgesetz und wurden in der gentechnischen Anlage (Nr. 527/97) der Charité -

Campus Benjamin Franklin durchgeftihrt.

2.2 Zellbiologische Methoden
2.2.1 Medien und Lésungen fur die Zellkultur

Das FCS wurde bei 37C aufgetaut und durch Hitzebeh andlung fur 30 min bei 56T wurde

das Komplement inaktiviert. Aliquots a 5 ml wurden bei -20C aufbewahrt.

Wenn nicht anders vermerkt, wurden alle Zentrifugationsschritte jeweils 10 min bei 350 g
und 4 durchgefiihrt.

PBS; pH 7,4 137 mM NacCl
2,7 mM KCI
10 mM Na,HPO,
1,8 mM KH2PO4

Einfriermedium 80 % FCS
20 % DMSO
Auftaumedium Grundmedium: RPMI 1640
20 % FCS
AB-Medium Grundmedium: RPMI 1640

10 % AB-Serum

2 mM L-Glutamin

10° U/ml Penicillin,

100 pg/ml Streptomycin

B-Zellmedium Grundmedium: RPMI 1640
10 % FCS
2 mM L-Glutamin
1 mM Na-Pyruvat

Mauszellmedium Grundmedium: RPMI 1640
10 % FCS
2 mM L-Glutamin
10° U/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin

Chondrozytenmedium Grundmedien: DMEM und Ham’s F-12 im Verhéltnis 1 : 2
25 pg/ml Ascorbinsaure
2,5 ug/ml Amphotericin B
1 % MEM-Aminosauren
2 mM L-Glutamin
10° U/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin
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2.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zellen kénnen in der Gasphase uber flissigem Stickstoff lange Zeit aufbewahrt werden.
Glycerol oder DMSO als Schutzmittel, das die Kristallisationsgeschwindigkeit verandert,
verhindert die Kristallbildung inner- und aul3erhalb der Zellen und die Dehydratation des
Zytoplasmas. DMSO st ein reduzierendes Agens (137) und damit ein wirksames Zellgift.
Wahrend beim Einfrieren von Zellen diese schrittweise dem nachsten Kéaltegrad zugefihrt

wurden, sollte der umgekehrte Prozess des Auftauens maoglichst rasch ablaufen.

Zellen aus der Kultur oder frisch isolierte Zellen wurden abzentrifugiert (10 min, 350 g, 4C)
und der Uberstand dekantiert. Die sedimentierten Zellen wurden mit einer Dichte von
1-5x 10° ¢/ml in dem entsprechenden Kulturmedium aufgenommen und auf Eis gestellt.
Die Zellsupension wurde mit dem gleichen Volumen eisgekihlten Einfriermediums
gemischt. Aliquots wurden umgehend in Kryoréhrchen pipettiert und diese fraktioniert
eingefroren: Uber Nacht bis mehrere Tage bei -70C und danach bis zur Verwendung in
flussigem Stickstoff bei -196<C.

Zum Auftauen wurden die Kryoréhrchen im Wasserbad bei 37C angetaut, die
Zellsuspension mit der Pipette herausgenommen und anschlieRend in 10 ml auf 37C
vortemperiertem Auftaumedium resuspendiert. Nach Zentrifugation der Zellen wurde das
Pellet in dem entsprechenden Kulturmedium aufgenommen und die Zellen unter den fir sie

geeigneten Bedingungen weiter kultiviert.

2.2.3  Zellzahlbestimmung

Die Zellen wurden durch Zentrifugation pelletiert. Das Pellet wurde in 5 ml frischem Medium
gut resuspendiert und 20 yl Zellsuspension mit 80 pl Trypanblaulésung versetzt. Dieses
Gemisch wurde in eine Neubauer-Zahlkammer gebracht und am Lichtmikroskop die Zellen
gezahlt. Daraus wurde die Zelldichte der Suspension unter Bericksichtigung des

Verdunnungsfaktors und des Volumens ermittelt.

2.2.4 Isolierung humaner mononukledrer Zellen aus p  eripherem Blut und

Synovialflussigkeit

Bei der Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll sedimentieren die Zelltypen des peripheren
Blutes oder der Synovialflissigkeit entsprechend ihrer Dichte. Granulozyten und durch das
Ficoll aggregierte Erythrozyten sammeln sich am Boden des Zentrifugenréhrchens.

Monozyten und Thrombozyten liegen in der oberen Phase. Mononukledre Zellen des
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peripheren Blutes (PBMNC) oder der Synovialflissigkeit (SFMNC) einschlief3lich der T- und

B-Zellen finden sich in der Interphase zwischen Plasma und Ficollschicht (138, 139).

In einem Zentrifugenréhrchen wurde heparinisiertes Vollblut mit dem gleichen Volumen PBS
gemischt. In einem anderen Zentrifugenrdhrchen wurden 20 ml Ficoll-Losung vorgelegt,
20 ml des verdiinnten Vollblutes oder der Synovialflissigkeit mit einer Stabpipette vorsichtig
dariiber geschichtet und das Rohrchen zentrifugiert (20 min, 800g ohne Bremse,
Raumtemperatur). Die Interphase wurde mit einer Stabpipette abgenommen, mit PBS auf
50 ml aufgeflllt und zentrifugiert (10 min, 350 g, +4<C). Dieser Waschvorgang wurde
zweimal wiederholt. Diese Zellen wurden entweder in flissigem Stickstoff aufbewahrt oder

direkt in Kultur genommen.

2.2.5 Murine Antigen-spezifische T-Zelllinien

Immunisierten Mausen wurde die Milz entnommen. Ein Drittel des Organs wurde fir
histologische Farbungen eingebettet und der restliche Teil wurde durch ein Sieb
homogenisiert und zweimal mit jeweils 20ml PBS gewaschen. Aus dieser
Milzzellsuspension wurden jeweils 1 x 10 Zellen mit 7 ml Mauszellmedium und 10 ug/ml
des entsprechenden Peptides in kleinen Kulturflaschen inkubiert. Nach sechs Tagen wurden
die Zellen gesammelt, die vitalen Zellen durch Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation

angereichert und direkt in den Experimenten verwendet.

Fur den Test der Antigenspezifitat der T-Zelllinien mittels Nachweis intrazellularer Zytokine
(Abschnitt 2.4.3) wurden autologe murine Milzzellen als APC mit Carboxyfluoresceindiacetat
(CFDA) markiert. Daftir wurden die Zellen in PBS gewaschen und mit 1 ml PBS und 2 pl
CFDA/1 x 10" Zellen im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 4 min wurde der
Markierungsschritt mit Mausmedium gestoppt. Die Zellen wurden zweimal in PBS
gewaschen. Fir den Nachweis intrazellularer Zytokine wurden Zellen den Antigen-

spezifischen T-Zelllinie mit CFDA-markierten Milzzellen im Verhdltnis 1:5 gemischt.

2.2.6 Humane lymphoblastoide (B-)Zelllinien

Durch Infektion mit dem EBV werden primére humane B-Zellen immortalisiert. Dazu werden
PBMC mit einem Zellkulturiberstand der Zelllinie B95/8, die EBV-Partikel produziert,
inkubiert, und in Gegenwart von Cyclosporin A, das zur Unterdriickung der Proliferation von

T-Zellen fuhrt, zu lymphoblastoiden Zelllinien (B-Zelllinie) transformiert (140).

Jeweils 2 x 10° PBMNC wurden mit 1 ml B-Zellmedium in eine 24-well- Platte gegeben. In

jedes Well wurde 1 ml Kulturtberstand der Zellline B95/8 pipettiert, die Kulturen zun&chst
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2 h bei 37<C inkubiert und danach Cyclosporin A zu einer Endkonzentration von 600 ng/ml
dazu gegeben. Einmal wochentlich wurde jeweils die Halfte des Kulturmediums
abgenommen und durch frisches B-Zellmedium mit 1,2 pg/ml Cyclosporin A ersetzt. Nach
vier Wochen wurde erstmalig durchflusszytometrisch der Anteil CD19" B-Zellen bestimmt,
der zu diesem Zeitpunkt typischerweise bei ~99 % lag. Sukzessive wurden diese
B-Zelllinien kryokonserviert und als autologe APC zur Herstellung Antigen-spezifischer

T-Zelllinien verwendet.

2.2.7 Humane dendritische Zellen

Im Gegensatz zu T-Zellen, die in der in vitro-Kultur mit serumhaltigen Medien ausschlie3lich
in Suspension vorliegen, heften sich Monozyten aufgrund der Expression ihrer zahlreichen
Adhasionsmolekile, wie z. B. Integrine, Cell Adhesion Molecules, Fibronectin und Selektine,
unter diesen Bedingungen an Zellkulturoberflachen an (141, 142). Eine Differenzierung
monozytarer Zellen aus den PBMNC in dendritische Zellen kann in der Kultur durch die

Zytokine TNFa, IL-4 und GM-CSF in verschiedenen Kombinationen erreicht werden (143).

Jeweils 2 x 10° PBMNC/ml wurden in einer 24-well-Platte fiir 90 min bei 37<C in AB-Medium
inkubiert. Nicht-adharente Zellen wurden durch vorsichtiges zweimaliges Spulen mit 1 ml
PBS entfernt. Die adhérenten monozytaren Zellen wurden mit 1 ml AB-Medium, das
1.000 U IL-4 und 50 ng GM-CSF enthielt, Uberschichtet. Nach 6 Tagen wurde TNFa zu
einer Endkonzentration von 50 ng/ml dazugegeben und die Zellen weitere 3 -4 Tage
inkubiert. Die reifen dendritischen Zellen wurden fir die Austestung der Bedingungen fir die

Antigen-spezifische Kostimulation von CD8" T-Zellen verwendet.

2.2.8 Humane Antigen-spezifische T-Zelllinien

Der Anteil CD8" T-Zellen in der PBMNC-Fraktion liegt typischerweise bei 30 % (144, 145).
In Abhangigkeit von der immunologischen Vorgeschichte, der Immunogenitat des Peptids,
des individuellen HLA-Musters und anderer Faktoren kénnen CD8" T-Zellen, die spezifisch
fur ein bestimmtes antigenes Peptid sind, mit Frequenzen ab 10® und in Einzelféllen bis zu
5 % vorkommen (146, 147). Um diese Zellen experimentell fur in vitro-Versuche verfugbar
zu machen, koénnen diese Zellen in Gegenwart professioneller APC und des

entsprechenden Peptids durch Kulturverfahren angereichert werden.

Von HLA-B27*-Spendern wurden jeweils 1 x 10° PBMNC in 1 ml AB-Medium in 24-well-
Platten pipettiert. Die entsprechenden HLA-B27-restringierten Peptide wurden in

Konzentrationen von 10 pg/ml zugegeben. Nach 14 Tagen wurden erneut 10 pg/ml des
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entsprechenden Peptides und 2 x 10° Mitomycin C-inaktivierte autologe PBMNC oder
B-Zelllinien in jede Kultur gegeben. Von Beginn an erhielten die Kulturen alle zwei Tage
rekombinantes humanes IL-2 mit einer Endkonzentration von 20 U/ml. Insgesamt wurden
die T-Zelllinien bis zu vier Wochen inkubiert. Sie wurden direkt als Effektoren eingesetzt
oder kryopréaserviert. Der Anteil Antigen-spezifischer T-Zellen wurde durchflusszytometrisch
nach Farbung mit dem entsprechenden Tetramer und einem CD8-spezifischen Antikdrper
bestimmt. Fir den Test der Antigenspezifitat der T-Zelllinien mittels Nachweis intrazellularer
Zytokine wurden autologe PBMNC oder B-Zellen als APC mit CFDA markiert, wie in
Abschnitt 2.2.5 beschrieben.

2.2.9 Alginatkultur humaner artikularer Chondrozyte n

Um den charakteristischen Phanotyp von Chondrozyten, der durch die Expression von
Kollagen Typ Il definiert ist, zu erhalten, benétigen Chondrozyten auch invitro die
Mdglichkeit eines Wachstums in drei Dimensionen (129, 148). Eine Alginatmatrix mit einer
grobporigen, netzartigen molekularen Struktur und einer inerten, grof3en inneren
Innenoberflache gewahrleistet ein solches dreidimensionales Kultursystem (149). Wéhrend
ihres Wachstums wandern Chondrozyten kontinuierlich aus Alginatkiigelchen aus und

bilden Monolayer von Zellen, die dem Phanotyp primarer Chondrozyten entsprechen (150).

Fir die Herstellung von Chondrozytenkulturen wurden etwa 15 mm?® groRRe Stiicke von der
Knorpeloberflache entnommener Femurképfe gewonnen. Diese wurden einmal in 12 ml
Ham'’s F-12 gespilt bevor sie in 20 ml Hams F12-Medium mit 10 mg/ml Pronase 2 h bei
37T inkubiert wurden. Nach Zugabe von Kollagenase IV zu einer Endkonzentration von
5 mg/ml wurden die Gewebestlicke weitere zwei bis vier Stunden bei 37T inkubiert. Die so
vorbehandelten Zellverbdnde wurden in Chondrozytenmedium aufgenommen, mehrmals
auf und ab pipettiert und anschlieRend durch ein Sieb passiert. Die Zellsupensionen wurden
bei 400g fir 5min zentrifugiert und jeweils 3x10° Zellen/ml in Chondrozytenmedium

resuspendiert.

Fur die dreidimensionale Kutivierung in Alginatkiigelchen wurde das Zellpellet in 2 % Alginat
resuspendiert und luftblasenfrei in eine 100 mM CaCl,-Lésung getropft. Innerhalb von
10 min polymerisierte das Alginat durch die Anwesenheit der Ca?*-lonen. Die CaCl,-Lésung
wurde entfernt und die Alginatkigelchen wurden dreimal in 150 mM NaCl-Lésung und
zweimal in Chondrozytenmedium gespullt und anschliel3end in eine Petrischale mit 20 ml

Chondrozytenmedium Uberfuhrt. Das Medium wurde alle 3 Tage gewechselt.
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Abb. 10: Alginatkultur.  Frisch isolierte Chondrocyten (2 x 10°) wurden in Alginatkiigelchen

eingeschlossen und 14 Tage in Chondrozytenmedium inkubiert. (A) Makroskopische
Aufnahme eines Alginatkiigelchens. (B) Grenzfachen zweier Alginatkiigelchen mit
eingebetteten Chondrozyten. Auflichtmikroskopie, Originalvergré3erung x200.

Nach 1-2 Wochen beginnen die Zellen kontinuierlich aus den Alginatkligelchen
auszuwandern (150) und adhéarieren am Boden des Kulturgefdl3es. Nach Erreichen einer
Konfluenz von 70-90 % wurden die Zellen duch 0,05 % Trypsin/1,0 % EDTA abgeldst und in
entsprechende Kulturgefal3e tberfihrt.

Im Laufe der Kultur wurde die Dichte des Zellrasens taglich unter dem Lichtmikroskop
kontrolliert, alle 2-3 Tage das Kulturmedium komplett entfernt und durch frisches Medium
mit allen Zuséatzen ausgetauscht. In allen Experimenten wurden Chondrozyten aus der

zweiten Passage nach dem Auswandern aus der Alginatmatrix verwendet.

2.2.10 Monolayerkultur humaner artikularer Chondroz ~ yten

Trypsin ist eine Serinprotease, die gezielt hinter den Aminosaureresten Lysin und Arginin
spaltet und so Proteine in definierte Abschnitte zerlegt. Durch diese Spezifitat ist sie zur
schonenden Aufldsung von Zell/Zell- und Zell/Matrix-Kontakten in der Zellkultur geeignet
(151).

Nach Ausbildung konfluenter Zellrasen in den Zellkulturflaschen wurde das Medium
abgesaugt, der adharenten Zellen zweimal mit je 10 ml Hanks” salt solution gespilt und mit
3 ml Trypsin/EDTA-LA6sung 3 - 5 min bei 37T inkubie rt. Der Abldseprozess der Zellen vom
Boden der Kulturflasche wurde lichtmikroskopisch kontrolliert. Nach Zugabe von 10 ml
Chondrozytenmedium wurde die Zellsuspension bei 400 g fir 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert und das Pellet in frischem Chondrozytenmedium
aufgenommen. Die Zellen wurden gezahlt und in der gewiinschten Zelldichte in sterile
Zellkulturgefalien ausgebracht.
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2.2.11 Induktion der Expression von HLA-B27 in huma  nen artikularen Chondrozyten

HLA-II Antigene kdnnen durch Inkubation der Chondrozyten mit rekombinanten humanen
IFNy induziert werden (152-154). Andere proinflammatorische Zytokine wie TNFa oder IL-6
haben ebenfalls eine Wirkung auf die Expression dieser Oberflachenmolekiile. Fir IFNa ist
bekannt, dass es bei verschiedenen Zelltypen die HLA-I Antigene hochregulieren kann
(155-158).

Jeweils 5 x 10* Chondrozyten wurden in 24-well-Platten mit jeweils einem Glasplattchen und
1 ml Chondrozytenmedium fir 24 h inkubiert. Danach wurden den Kulturen die folgenden
Zytokine mit den folgenden Endkonzentrationen zugesetzt: 500 pg/mi-100 ng/ml IFNy;
10 - 50 ng/ml TNFa; 0,5 - 100 ng/ml IFNa oder 1 - 100 ng/ml IL-6.

Nach jeweils 48 h Inkubation wurden die Zellen auf den Glasplattchen mit PBS gespilt und
15 min mit 4 % PFA fixiert. Die Expression von HLA-B27 wurde nach Farbung mit den
entsprechenden spezifischen Antikérpern bestimmt. Als Kriterium flr die optimale
Aktivierung der Chondrozyten wurden die HLA-B27" Zellen im Fluoreszenzmikroskop
gezahlt. Damit wurde eine optimale Aktivierung durch Zugabe von 0,5 ng/ml IFNy fir 48 h

etabliert.

2.2.12 Gemischte Chondrozyten/T-Zellkulturen (MCTC)

Zur Untersuchung des CD8" T-Zell-stimulatorischen Potentials von Chondrozyten wurden

aktivierte Chondrozyten gemeinsam mit Antigen-spezifischen CD8" T-Zellen kultiviert.

Aktivierte Chondrozyten wurden mit 10 pg/ml Peptiden EBNAzsg2es bzw. #Chl138 als
Negativkontrolle in 24-well-Platten 16 h bei 37C inkubiert. Freies Peptid wurde durch
dreimaliges Spulen mit jeweils 1 ml Chondrozytenmedium ausgewaschen. Fur die
gemischten Chondrozyten/T-Zellkulturen (MCTC) wurden die so vorbehandelten
Chondrozyten-Monolayer mit 3 x 10° CD8" T-Zellen inkubiert. Um Zell/Zell-Kontakte
zwischen CD8" T-Zellen und Chondrozyten zu erleichtern, wurde ein hohes
T-Zell/Chondrozyten-Verhaltnis von 6 :1 eingesetzt, das Kulturvolumen mit 500 pl klein
gehalten und die T-Zellen vor Beginn der Koinkubation mit 100 g fir 2 min auf die
Chondrozyten-Monolayer zentrifugiert. Nach 2 h wurden 10 pl Brefeldin A zugegeben und
nach weiteren 4 h Ko-Inkubation wurden die Antigen-spezifischen Interaktionen

durchflusszytometrisch Uber die Produktion von IFNy durch EBNA;sg 266-Spezifische CD8

T-Zellen ermittelt.

Zudem wurden zytologische Untersuchungen der Zell/Zell-Kontakte in den MCTC mittels

konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM) durchgefuhrt. Dieses Vorgehen wurde
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aquivalent zum oben beschriebenen Ansatz durchgefihrt, nur mit dem Unterschied, dass
die Chondrozyten in den 24-well-Platten direkt auf den Glasplattchen wuchsen. Nach 6 h
Koinkubation von T-Zellen und Chondrozyten wurde das Medium vorsichtig zur Halfte
abgenommen. Die Zellen wurden mit 4 % PFA 15 min fixiert, mit TBS gespilt und bis zur

immunhistochemischen Farbung in TBS bei 4C aufbewa hrt.

Fur die Austestung der gemischten DC/T-Zell-Kulturen wurden DC in 24-well-Platten mit
bzw. ohne Glasplattchen herangeziichtet (1 x 10° pro Well) und iber Nacht bei 37°C mit
10 pg/ml EBNAgss.266 inkubiert. Die Kulturplatte wurde fir 5 min bei 350 g zentrifugiert und
Uberschissiges Peptid mit PBS gewaschen und einem weiteren Zentrifugationsschritt
abgespllt. Pro Ansatz wurden 5 x 10° EBNA,ss.066-spezifische CD8" T-Zellen hinzugefugt.
Die Zellen wurden bei 37T ko-kultiviert. Nach 2 h wurden 10 pl Brefeldin A zugegeben und
nach weiteren 4 h Ko-Inkubation wurde die Produktion von IFNy durchflusszytometrisch
bestimmt bzw. wurden die Glasplattchen mit der DC/T-Zell-Kultur fur 15 min in 4 % PFA

fixiert und anschlieRend immunhistochemisch untersucht.

2.3 Herstellung von HLA-B27-Tetrameren
2.3.1 Bakterienkultur

Die Produktion rekombinanter Genprodukte, wie die der Ketten von HLA-Komplexen, kann
in E. coli Uber das lac-System reguliert werden. In mit einem entsprechenden Vektor
transformierten Bakterien wird die Expression in der mittleren exponentiellen
Wachstumsphase durch die Zugabe des Substratanalogons IPTG induziert (159).

Selektionsmedium 20 mg/ml LB-Medium
100 pg/ml Ampicillin

IPTG-L6sung 100 mM IPTG
Lysepuffer 50 mM Tris-HCI
25 % Sucrose
1 mM EDTA
0,1 % Natriumazid pH 8,0

10 mM DTT (frisch hinzugeben)

Aus einer Glycerolkonserve des mit dem entsprechenden Expressionsvektor transformierten
E. coli BL21 wurde mit einer Impfose ca. 10 pl Bakteriensuspension in 50 ml Selektions-
medium angeimpft und diese Kultur tUber Nacht bei 220 rom und 37T auf einem
Rundschttler inkubiert. Aus dieser Vorkultur wurden 10 ml in eine 400 ml Hauptkultur mit

frischem Selektionsmedium Ubertragen. Diese Kultur wurde bei 200 rpm und 37
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geschuttelt und das Wachstum halbsttindlich tGiber die optische Dichte bei einer Wellenlange
von 600 nm und einem Messweg von 1 cm (ODgy) spektrophotometrisch bestimmt. Bei
einer ODggp von 1,0 wurde IPTG zu einer Endkonzentration von 1 mM zur Kultur gegeben.
Nach weiteren 4 h Inkubation wurden die Bakterien bei 14.000 g fur 30 min zentrifugiert.
Das Pellet wurde in 1 - 2 ml Lysepuffer resuspendiert und bei -80C eingefroren. Der Erfolg

der Induktion wurde durch SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen bestatigt.

2.3.2 Praparation von Inclusion bodies

Die Expressionsvektoren fir die schwere Kette von HLA-B27 und fir das 3;M gestatten eine
hohe Expression des Fremdgens durch E. coli BL21. Die Bakterien bilden Inclusion bodies,
in denen die Proteine in denaturierter Form vorliegen. Durch Praparation der Partikel liegt
die Reinheit des gewiinschten Proteins nach einem Schritt typischerweise bei Gber 95 %.
Die Proteine missen anschlieRend mit Hilfe chaotroper Salze effizient riickgefaltet werden
(135).

Lysozymldsung 1 mg/ml Lysozym
MgCl,-Loésung 5 mM MgCl,
DNase I-L6sung 30 pg/ml DNase |
DTT-LOsung 10 mM DTT
Waschpuffer 50 mM Tris-HCI
100 mM NacCl
1 mM EDTA

0,1 % Natriumazid, pH 8,0
10 mM DTT (frisch hinzugeben)

Triton-Waschpuffer Waschpuffer
0,5 % Triton X-100

Harnstofflosung 25 mM 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure
8 M Harnstoff
10 mM EDTA

100 pM DTT (frisch hinzugeben)

Das Bakterienpellet wurde aufgetaut und in ein 100 ml-Becherglas tberfuhrt. Unter Rihren
wurden zu 60 ml Lysat tropfenweise folgende Losungen hinzugegeben: 1,2 ml
Lysozymldsung, 300 pl MgCl,-Lésung, 1,0 ml DNase I-Losung, 600 pl Triton X-100 und
60 ul DTT-Losung. Nach 15-mindtigem Ruhren wurden jeweils 15 ml Lysat in ein
50 ml-Réhrchen Uberfihrt und zweimal 1 min beschallt (40 —50 % Leistung). Das Lysat
wurde 12 min bei 15.000 g und 4% zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das

Pellet wurde in 1-2ml Triton-Waschpuffer resuspendiert und auf 15 ml mit Triton-
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Waschpuffer aufgefillt. Ultraschall und Waschschritt wurden dreimal wiederholt. Der 5.
Beschallungs- und Waschschritt erfolgte in Waschpuffer. Das Pellet wurde mit
Harnstofflosung zu einem Endvolumen von 20 ml aufgefillt und Gber Nacht bei 4C gel6st.
Die resultierende LOsung wurde 30 min bei 350009 und 4T zentrifugiert und die

Konzentration der gelésten Proteine photometrisch bestimmit.

2.3.3 Praparation zytoplasmatischer Proteine

Die Biotin-Ligase BirA wurde durch Uberexpression in E. coli (Vektor: pET22b, w/6(His)tag,

modifiziert mit der BirA-Erkennungssequenz) selbst hergestellt.

Lysis-Puffer 30 mM Tris-HCI

150 mM NacCl

1 mM PMSF, pH 8,0
Elutions-Puffer 30 mM Tris-HCI

150 mM NacCl

100 mM Imidazol, pH 8,0
Puffer A 20 mM Tris-HCI, pH 8,0

1 pg/ml Natriumazid
Puffer B 20 mM Tris-HCI, pH 8,0

1 mM NacCl

1 pg/ml Natriumazid

Das Bakterienpellet wurde bei 37C aufgetaut und in 50 ml Lysis-Puffer resuspendiert. Das
Lysat wurde 10-mal 30 s beschallt (30 % Leistung) und anschlie3end 10 min bei 14.000 g
und 4 zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf eine TALON™ Metal Affinity S4ule geladen,
bei der das Histidin-Tag der Biotinligase an die Saule bindet. Das nicht-absorbierte Material
wurde mit 50 ml Lysis-Puffer gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Elution der Biotinligase

BirA mittels 50 ml Elutions-Puffer. Das eluierte Material wurde in 12 Fraktionen aufgefangen.

Durch photometrische Messung der Absorption bei 280 nm wurden die Fraktionen
ausgewahlt, in denen sich die grof3te Proteinmenge befand, und einer Dialyse gegen Aqua
dest. unterzogen. Das eluierte Material wurde in einen 10 cm langen Dialyseschlauch
gefullt. Dieser Dialyseschlauch wurde in ein GefaR mit Wasser gegeben und auf dem

Schiittler bei 4 inkubiert. Alle 2 h wurde das Was ser ausgetauscht.

Um die Biotinligase von verunreinigten Proteinen zu befreien, wurde im Anschluss an die

Dialyse eine lonenaustauschchromatographie mit einer Mono-S® Saule durchgefihrt:
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Schritt Zeit bei 1 ml/min (min) Anteil Puffer B (%)
Laden der Probe: 0-10 0
Elutionsgradient: 10-30 1-50
30-31 50 - 100
31-31 100 -0
Séaule waschen: 32-40 0

Die eluierten Peaks wurden durch SDS-Page analysiert und die Proteinkonzentration
photometrisch bestimmt. Die biochemische Aktivitat des Enzyms wurde an einem
aufgefalteten HLA-B27/Peptid-Komplex getestet.

2.3.4 Auffaltung und Biotinylierung von HLA-B27/Pep  tid-Tetrameren

Ein HLA-I/Peptid-Komplex besteht aus drei unterschiedlichen Komponenten: einer
variablen, die Spezifitait bestimmenden schweren Kette, dem [(,M als konstantem
Bestandteil und einem ebenfalls variablen entsprechenden Peptid. Fir die Generierung von
HLA-B27/Peptid-Tetrameren konnen diese drei Komponenten unabhdngig voneinander
rekombinant oder synthetisch hergestellt werden, bevor sie wahrend eines
Renaturierungsschrittes gemeinsam die gewtnschte Konformation eines HLA-I/Peptid-
Monomeres herstellen. Dieser Vorgang wird Auffaltung genannt. Mit Hilfe der Biotinligase
BirA wird an jedes Monomer gezielt ein Biotinmolekll geknipft Gber das die HLA-1/Peptid-

Monomere mit fluoreszenzmarkierten Strepavidin multimerisiert werden (135).

Tetramerkomplex

Abb. 11:. Schematischer Aufbau eines HLA-I/Peptid-T  etramer-Komplexes. Ein
HLA-I/Peptid-Tetramer-Komplex besteht aus einer schweren Kette (heavy chain, B27-hc),
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einer leichten Kette (3,M) und dem Peptid von Interesse. Einzelne HLA-I/Peptid-Monomere
werden nur schwach von den spezifischen TCR gebunden und dissoziieren schnell von der
Oberflache. Durch Multimerisierung kann diese Bindung stabilisiert werden. Die
Tetramerisierung erfolgt durch ein Fluoreszenz-markiertes Streptavidin (SA-PE), an das
jeweils vier Biotin-Molekile binden.

HLA-B27-L6sung: 210 mg/ml HLA-B27 in Harnstofflésung
B.M-Losung: 210 mg/ml 3,M in Harnstofflosung
Peptidlésungen: jeweils 10 mg/ml der Peptide #Chl8, #Chl68, #ChIC80, #Chl131,

#Chl133, #Chl138, #Chl144, #Chl145, #Chl146, #Chl194,
#ChI195, #Chl196, #A47, #A57, #A59, #A67, EBNAs5.266

Auffaltungspuffer: 100 mM Tris-HCI, pH 8,3

400 mM L-Arginin

2 mM EDTA

20 %Glycerol
Injektionspuffer: 3 M Guanidin-HCI, pH 4,2

10 mM Natriumacetat

10 mM EDTA
Bicinpuffer 50 mM Bicin, pH 8,3
MgCl,-Loésung 1 M MgCl,
Biotinldsung: 40 mM Biotin in 20 mM Tris, pH 10,0
BirA-LOsung: 0,5 mg/ml rekombinante Bir A
ATP-LOsung: 0,2 M ATP in 20 mM Tris, pH 7,0

Puffer fur Gelfiltration: PBS

In ein autoklaviertes 500 ml Becherglas wurden 100 ml Auffaltungspuffer mit Rihrmagnet
gegeben und folgende eingewogene Substanzen darin gelost: 200 uyM PMSF; 5 mM

reduziertes Glutathion; 0,5 mM oxidiertes Glutathion und 3 mg Peptid.

Die B,M-Losung wurde mit Injektionspuffer soweit verdinnt, dass 2,4 mg (3,M in 500 pl
vorlagen. Aus der HLA-B27-Lésung wurden insgesamt 9,3 mg Protein mit dem
Injektionspuffer gemischt, so dass insgesamt ein Volumen von 1,5 ml erreicht wurde. Die
verdinnte B2M-L6sung wurde mit einer Injektionsnadel (27G) direkt in den geriihrten Puffer
gegeben und unmittelbar darauf 500 pl der verdinnten HLA-B27-Losung auf die gleiche
Weise appliziert. Dieses Gemisch wurde tber Nacht bei 4C kontinuierlich gerthrt. Am
Folgetag wurde die Injektion von jeweils 500 pl verdiinnter HLA-B27-Ldsung zweimal im

Abstand von 6 h wiederholt und dabei das Gemisch weiter bei 4C geriihrt.

Das Volumen der Auffaltungsansatze wurde mit dem Tangentialflow-Rezirkulationsmodul

reduziert. Dabei wurde der Puffer gleichzeitig gegen den Bicinpuffer fir die
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Biotinylierungsreaktion ausgetauscht. In das verbliebende Volumen von 6 ml wurden aus
Stammldsungen folgende Reagenzien zu den entsprechenden Endkonzentrationen
hinzugefugt: 8,4 mM MgCl,; 700 uM Biotin; 2,5 ug/ml Bir A;, 8 mM ATP und 0,8 %
Proteaseinhibitor-Cocktail. Dieser Biotinylierungsansatz wurde (ber Nacht bei
Raumtemperatur unter Schitteln inkubiert und anschlieRend durch Ultrafiltration mit dem
Zentrifugalkonzentrator bei 2.000 g auf 1 ml konzentriert. Dieses Konzentrat wurde in einem
Chromatographiesystem mit 1 ml/min des Puffers fir die Gelfiltration auf eine Superose 12-
Saule geladen und eluiert. Aus dem Elutionsprofil wurden Proteinkonzentrationen in den
Peaks zwischen 12 und 16 ml bestimmt. Die Tetramerisierung der so hergestellten
biotinylierten HLA-B27/Peptid-Komplexe erfolgte durch die schrittweise Zugabe von PE-
markiertem Streptavidin in einem Verhaltnis von 1,5: 1. Der Erfolg der Multimerisierung
wurde im SDS-PAGE Uberpruft.

Die Darstellung der Auffaltungsprofile und prozentuale Bestimmung der Anteile aufgefalteter
HLA-B27/Peptid-Monomere bezogen auf alle Proteinaggregat erfolgte mit der UNICORNC -
Software (GE Healthcare, Minchen, DE).

2.3.5 Bestimmung der Proteinkonzentration

Nach der Bindung an ein Protein verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes
Coomassie Brilliant Blue R-250 von einer Wellenlange von 465 nm auf 595 nm. Der bei
595 nm gemessene Extinktionskoeffizient (ODsgs) ist abhangig von der Proteinkonzentration
einer Losung. Eine unbekannte Proteinkonzentration wird im Vergleich zu einer
Eichgeraden mit Proteinen einheitlicher Grol3e, wie z. B. Albumin, im gleichen Lésungsmittel

wie die zu messende Probe bestimmt (160, 161).
Reaktionslésung: Bio-Rad Protein Assay dye reagent concentrate

Standardldsungen: 0, 10, 20, 40, 60, 80, 100 pg/ml Albumin im Losungsmittel der
Probe unbekannter Konzentration

Duplikate von 780 ul PBS mit 0,1 % Natriumazid und 20 ul jeder Standard- bzw.
Probenverdiinnung wurden in Einmalkivetten vorgelegt. Fur den Nullwert wurden 20 pl
proteinfreies Losungsmittel verwendet. Jeder Ansatz wurde durch Pipettieren mit 200 pl
Reaktionsldsung gemischt und mindestens 5 min, jedoch hdchstens eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Die ODsgs wurde gegen den Nullwert gemessen und die
Mittelwerte der Standardkonzentrationen graphisch korreliert. Die Bestimmtheit der so
erhaltenen Geraden lag im Bereich zwischen ODsgs 0,1-1,0 bei R2=0,95. Die
unbekannten  Konzentrationen der Proben wurden aus Gleichung dieser

Regressionsgeraden ermittelt.
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2.3.6  Darstellung von Proteinen in der SDS-PAGE

Die SDS-PAGE trennt Proteine unter denaturierenden Bedingungen entsprechend ihrem
Molekulargewicht. Dazu wurde ein weitporiges Sammelgel (pH 6,8) Uber ein engmaschiges

Trenngel (pH 8,8) gegossen (162).

SDS-Ldsung: 10 % SDS
APS-LOsung: 5% APS
Trenngel, 12,5 % 4,2 ml Acrylamid/bis-Lésung

2ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
100 pl SDS-L6sung

3,6 ml A. dest.

100 pl APS-Lésung

10 pl TEMED

Sammelgel, 3 %: 333 ul Acrylamid/bis-Lésung
625 pl 500 mM Tris-HCI, pH 6,8
25 pl SDS-Losung
1,32 ml A. dest.
25 pl APS-Losung
2,5 ul TEMED

5x Laufpuffer: 15 g Tris, Base
72 g Glycin
5 ml SDS-L6sung
ad 1 | mit A. dest.
mit HCI auf pH 8,3

4x Ladepuffer: 1,6 ml SDS-L6sung
1 ml 500 mM Tris-HCI, pH 6,8
800 ul Glycerol
400 pl 1 % Bromphenolblau
4.2 ml A. dest.

Waschlésung 15 % Methanol
5 % Essigsaure

Farbeldsung 0,1 % Coomassie in Waschlésung

Die BioRad-Kammern wurden zusammengebaut und mit dem Trenngel gefillt. Fur die
Polymerisationsdauer (30 min, RT) wurde die Matrix mit Aqua dest. Uberschichtet. Vor dem
Einfullen des Sammelgels, wurde das Aqua dest. moglichst vollstdndig entfernt. Der Kamm
fur die Auftragetaschen wurde eingeschoben und nach 30 min das fertige Gel in die
Elektrophoresekammer eingehangt. Die Proben wurden mit 4 x Ladepuffer gemischt und
10 pl in jede Auftragetasche pipettiert. In jedem Gel wurde ein gefarbter Protein-Standard

(5 ul) mit aufgetragen. Die Proteine wurden bei einer Spannung von 100 V aufgetrennt.
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Der Farbstoff Coomassie-Brilliant Blue R-250 lagert sich an die basischen Seitenketten der
Aminoséaurereste und farbt damit Proteine an. Unspezifisch in die Gelmatrix eingelagerter

Farbstoff wurde in mehreren Schritten ausgewaschen (160).

Das SDS-Gel wurde nach der Auftrennung der Proteine in 50 ml Farbeldsung tberfuhrt und
darin unter Schutteln Gber Nacht inkubiert. Die Farbelésung wurde abgegossen, das Gel
drei- bis viermal mit 10 ml Waschl6sung fiur je 15 - 20 min gespilt. Die Dokumentation der

SDS-Gele erfolgte mittels Digitalkamera.

2.4 Durchflusszytometrie

2.4.1 Standardlésungen und Puffer

FACS-Puffer 5 mg/ml BSA

0,01 % NaN; in PBS
Fixierungspuffer 2 % Formaldehyd in PBS
EDTA-LOsung 500 mM EDTA; pH 8,0

Permeabilisierungslosung  FACS™ Permeabilization Solution

Annexin V-Bindungspuffer 10 mM HEPES, pH 7,4
140 mM NacCl
2,5 mM CacCl,

2.4.2 Nachweis von Antigen-spezifischen CD8 * T-Zellen

Die Durchflusszytometrie erfasst phanotypische und funktionelle Eigenschaften von
Zellen, indem sie in einem Flissigkeitsstrom hydrodynamisch fokussiert nacheinander
an einem Laserstrahl vorbeigefiihrt werden. Durch Einzelzellen gestreutes Licht korreliert
mit der Zellgrol3e und reflektiertes mit der Granularitat und der Membranfaltung der Zelle.
Mit Hilfe Fluoreszenz-markierter Antikbrper werden Zelltyp-spezifische Strukturen
dargestellt. Die Anzahl Antikorper-tragender Zellen und die Intensitdt der Fluoreszenz
geben Auskunft Uber die Verbreitung und Expressionshthe eines Antigens. (163).
Fluoreszenzmarkierte HLA I/Peptid-Tetramere binden an spezifische TCR auf
CD8" T-Zellen, die das entsprechende Peptid z.B. aus Chlamydia trachomatis oder
humanem Aggrecan EBNA,sg 266 IM Kontext des HLA-Molekils erkennen. In Kombination
mit Antikdrpern fir Markermolekile von T-Zellsubpopulationen kénnen Antigen-

spezifische T-Zellen durchflusszytometrisch beschrieben werden (135).

PBMNC oder Zellen einer Antigen-spezifischen T-Zell-Linie wurden in PBS gewaschen

und jeweils 5 x 10° Zellen mit 10 ug/ml der entsprechenden HLA-B27/Peptid-Tetramere
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in einem Volumen von 50 gl bei Raumtemperatur 20 min im Dunkeln inkubiert. Die
Zellen wurden in FACS-Puffer gewaschen und anschlieRend 10 min im Dunkeln mit

50 ul der folgenden Antikérperkombinationen gefarbt:

Antigen Maus-spezifisch Mensch-spezifisch

Klon Markierung Klon Markierung
CD8 53-6.7 Allophycocyanin SK1 PerCP
CD3 145-2C11 PerCP UCHT1 Cy5

Nach dem Waschen in FACS-Puffer wurde das Zellpellet mit 1yl Annexin V-
AlexaFluor(1488 in 50 yl Annexin V-Bindungspuffer aufgenommen, 15 min im Dunkeln
inkubiert und mit 200 pl Annexin V-Bindungspuffer aufgeflillt. Die durchflusszytometrische
Analyse erfolgte im direkten Anschluss an die Farbung. In der Regel wurden aus jeder
Probe 2x10° Zellen durchflusszytometrisch  erfasst. Zur  Auswertung der
durchflusszytometrischen Daten mit der Software CellQuest™ wurde die
Lymphozytenpopulation zunachst tber die Grél3e und Granularitat der Einzelzellen definiert,
bevor mit Fluoreszenz-markierten Antikdrpern definierte Parameter einbezogen und

kombiniert wurden.

2.4.3 Nachweis intrazellularer Zytokine

T-Zellen kénnen Uber die Induktion der IFNy-Produktion nach unspezifischer Stimulation
oder nach Stimulation mit einem entsprechenden Antigen analysiert werden (164, 165).
Brefeldin A inhibiert den Vesikel-Transport vom endoplasmatischen Retikulum zum
Golgi-Apparat und so akkumulieren induzierte Proteine in der Zelle (166). Zur
Darstellung intrazellularer Proteine mit Hilfe von Antikérpern missen die Membranen
permeabilisiert werden ohne, dass die Integritéat der Einzelzelle verloren geht. Das kann

durch das Detergenz Saponin erreicht werden (167).

Vollblut (200 ul), 1 x 10° isolierte PBMNC bzw. SFMNC, 1 x 10° murine Milzzellen oder
2 x 10° Zellen der Antigen-spezifischen T-Zelllinie mit 1 x 10° CFDA-markierten autologen
APC wurden in 1 ml AB-Medium mit 10 pg/ml der entsprechenden HLA-B27-restringierten
Peptide und 1 pg/ml anti-CD28 bei 37<C inkubiert. Als Positivkontr ollen dienten Anséatze mit
5 ug/ml SEB bzw. mit 50 ng/ml PMA in Kombination mit 1 pg/ml lonomycin. Nach 2 h wurde
zu den Proben 10 ug/ml Brefeldin A gegeben und die Inkubation fur weitere 4 h fortgesetzt.

Alle Ansatze erhielten 2mM EDTA, wurden gut gemischt und far 15 min bei
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Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen in 1 ml Fixierungspuffer
fur 10 min bei Raumtemperatur fixiert. Nach einem Waschschritt mit FACS-Puffer erfolgte
die Inkubation mit Permeabilisierungslosung fir 10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln
und die Zellen wurden mit 50 pl folgenden Antikérperkombinationen 30 min ebenfalls im

Dunkeln inkubiert:

Antigen Maus-spezifisch Mensch-spezifisch

Klon Markierung Klon Markierung
CD8 53-6.7 Allophycocyanin SK1 PerCP
CD69 H1.2F3 FITC L78 PE
IFNy XMG1.2 PE B27 Allophycocyanin
CD3 145-2C11 PerCP UCHT1 Cy5

Nach dem Waschen in FACS-Puffer wurde das Zellpellet mit 500 pl FACS-Puffer und

durch FACS wie oben beschreiben analysiert.

2.5 Magnetische Zellisolierung (MACS)

Bei der magnetischen Zellsortierung werden die Zielzellen durch Konjugate aus
monoklonalen Antikdrpern und kleinen superparamagnetischen Partikeln (Microbeads)
markiert (168) und uber eine spezielle Trennsaule, die sich in einem starken Magnetfeld
befindet, gegeben. Die unmarkierten Zellen passieren die Saule ungehindert, wahrend die

markierten Ziel-Zellen erst auRerhalb des Magnetfeldes ausgespuilt werden (169).

MACS-Puffer: PBS, pH 7,2

0,5 % BSA

2 mM EDTA
5 x 10° Zellen wurden, wie unter Punkt 2.4.2 beschrieben, mit 10 pg/ml des entsprechenden
Tetramers fur 20 min bei Dunkelheit inkubiert, mit MACS-Puffer bei 300g 10 min
gewaschen und in 80 ul MACS-Puffer resuspendiert. Dazu wurden 20 pl Anti-PE-
MicroBeads gegeben, gut gemischt und 15 min im Kihlschrank inkubiert. Die Zellen wurden
mit MACS-Puffer bei 300 g 10 min gewaschen und das Pellet in 500 Il MACS-Puffer

resuspendiert.

Die Saule wurde in den Magneten eingesetzt und mit 500 ul MACS-Puffer aquilibriert.
Anschlieend wurde die Zellsuspension auf die Saule gegeben. Die unmarkierten Zellen

wurden dreimal mit MACS-Puffer weggewaschen und als Negativiraktion gesammelt.
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Die Saule wurde vom Magneten entfernt und in der Saule zuriickgehaltene Zellen wurden
mit 1 ml MACS-Puffer eluiert. Um eine gréRere Reinheit zu erzielen, wurde der Schritt der
magnetischen Zell-Separation wiederholt. Der Erfolg der MACS-Isolierung wurde in der
Durchflusszytometrie Uberprift. Die Methode kam bei der Anreicherung von #A67-Peptid-

spezifischen CD8+ T-Zellen zum Einsatz.

2.6 Immunbhistologische Methoden

2.6.1 Standardlésungen und -puffer

PFA-Stammldsung 241,66 ml A. dest. (60C)
20 g PFA
40 ul 1 M NaOH
Phosphatpuffer 23 gNa,HPO,

5,244 g NaH,PO,
auf 1 I mit A. dest., pH 7,4

2% PFA-L6sung 25 ml PFA-Stammldsung
75 ml Phosphatpuffer

10 x TBS 132,2 g Tris-HCI
19,4 g Tris, Base
90 g NaCl
855 mlA. dest.

2.6.2 Zytozentrifugation von Zellen

Zellen lassen sich durch Zentrifugation auf Objekttrager bringen und sind anschliel3end

unmittelbar (immun)histologischen Techniken zugénglich.

Die Zellen wurden in PBS gewaschen und anschlielend auf eine Konzentration von
0,5-1 x 10° Zellen in 50 pl PBS mit 4% BSA eingestellt. Das Filterpapier wurde mit 50 pl
PBS/4%BSA angefeuchtet und 3 min bei 80 g zentrifugiert. Anschlie3end wurden 50 pl der
Zellsuspension aufgetragen und 3 min bei 80 g zentrifugiert. Die Objekttrager wurden
luftgetrocknet und die Zellen 10 min in Aceton fixiert. Fur nachfolgende Untersuchungen
konnten sie entweder sofort verwendet oder in Alufolie eingewickelt eingefroren werden
(-80°C).

2.6.3 Herstellung von Gewebeschnitten aus dem Milzg  ewebe der Maus

Das Milzgewebe immunisierter Mause wurde in Tissue-Tek® eingebettet und in fliissigem

Stickstoff tiefgefroren. 5-7 pm dicke Schnitte wurden bei einer Temperatur von -14<C
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angefertigt und auf beschichtete Objekttrager (Super Frost®Plus) uberfilhrt. Die Schnitte

wurden 5 min getrocknet und sofort fir die in situ Tetramerfarbung verwendet.

2.6.4 Praparation und immunhistochemische Farbungv  on entkalktem Knochen

Ein Teil der Huftkopfe wurde in 4 % Phosphat-gepuffertem Formaldehyd fixiert und mit
100 mM EDTA pH 7,4 fir 4 - 14 Tage bei 40T entkalkt. Das Gewebe wurde in Paraffin
eingeblockt. Es wurden 4 -6 um dicke Schnitte angefertigt und Uber Nacht bei 37C

getrocknet.

Vor der Farbung wurden die Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und

Antigene mittels Warmebehandlung wieder freigelegt.

Antigen Behandlung
CD3 (F7.2.38) 5 min, 121, 1 atm Uberdruck
CD8 (C8/144B), CD56 (123C3) 2 min, 121, 1 atm Ube rdruck
CD34 (QBend10), CD68 (PG-M1), S100 10 min, 70C

Der sekundare Alkalische Phosphatase—anti—Alkalische Phosphatase Komplex wurde mit

Fast Red visualisiert. Die Schnitte wurden im Lichtmikroskop analysiert.

2.6.5 Hamatoxylin-Eosin-Farbungen (HE-Farbungen)

Entparaffinierte Knochenschnitte wurden 5 min mit Hamalaun inkubiert und anschlie3end in
Leitungswasser gespult. Hamalaun farbt alle basophilen Strukturen blau, insbesondere
Zellkerne. Die anschlieBende Farbung mit Eosin fur 4 min fdhrte zur Markierung der
Zytoplasmaproteine. Die Schnitte wurden anschlieend in Aqua dest. gespult. Durch weitere
Spulschritte Uber Alkohollésungen in aufsteigender Konzentration wurden die Schnitte

entwassert. Das Eindecken erfolgte mit Enthelan.

2.6.6 Praparation von schockgefrorenem unentkalktem Knochen

Das Knochenmaterial wurde direkt nach der Entnahme in 5 mm dicke Scheiben zersagt. Ein
Teil der Hiuftkdpfe wurde in Isopentan unter flissigem Stickstoff tiefgefroren und bei -80C
gelagert. Zum Schneiden wurde das gefrorene Knochengewebe in 8 %iger Gelatine

eingebettet und wieder langsam in flissigem Stickstoff eingefroren (Abb. 12 A).
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Cryoschnitte wurden im Mikrotom bei -23C und mit S tahl-D-Messern unter einem Winkel
von 14° angefertigt. Das Knochengewebe wurde mit Tissue-Tek® auf den Objekttisch
aufgefroren und an der Oberflache wurde ein Tesafilmstreifen befestigt. Bei langsamer
Geschwindigkeit wurde ein 7um-dicker Schnitt angefertigt, der sich danach auf dem
Tesafilm befand. Der Tesafilm wurde mit klebender Seite nach oben auf einem Objekttrager
befestigt (Abb. 12 B). Die Schnitte wurden tber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet und

am folgenden Tag fixiert und gefarbt.

A Einbettung

pentan

Iy Py
Knochen Gelatine
B  Gefrierschnitte
kKnochenin
Gelantine Microtom
\ Gewsbeschnitt mit Tpm
!
o
o
G —%
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Klebeband Klebeband [ Objekitrager |

Abb. 12: Praparation von schockgefrorenem unentkalk tem Knochenmaterial

2.6.7 Immunfluoreszenz

Das Uber Nacht getrocknete unentkalkte Knochengewebe wurde mit einem Fettstift
umkreist, um mit moglichst geringen Mengen Antikérpern bei der Farbung auszukommen.
Die Schnitte wurden 2 min in 2 % PFA-L6sung fixiert und anschlieBend in TBS rehydriert.
Unspezifische Antikérperbindungen wurden mit 5 % Esel-Serum fir 20 min blockiert. For
intrazellulare Farbungen wurde diesem Blockierungsschritt noch 0,1 % Triton-X100
zugefugt. Die Schnitte wurden 1 h bei Raumtemperatur mit den priméaren Antikérpern
inkubiert. Nach drei-maligem Waschen fir 5 min in TBS folgte eine 45-minitige Inkubation

mit den jeweiligen sekundaren Antikdrpern. Die Schnitte wurden in TBS gewaschen, 3 min
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mit DAPI (1 :3000) versetzt und in TBS gespult. Der Tesafilm wurde auf einem neuen
Objekttrager transferiert und die Schnitte mit Fluoromount G eingedeckt. Die Fluoreszenzen
wurden mittels Fluoreszenzmikroskop und der Soft Imaging Software oder mittels LSM und

der AIM 3.2 Software analysiert.

2.6.8 Farbung der tartratresistenten sauren Phospha  tase (TRAP)

Die Bildung einer TRAP ist ein typisches Merkmal von Osteoklasten. Der Nachweis der
TRAP hat sich deshalb als Standardverfahren zur Detektion dieses Zelltyps durchgesetzt
(170, 171). Zur Kombination des TRAP-Nachweises mit anderen Markern wird in der
Immunfluoreszenz ELF®97 verwendet, ein Substrat, das durch die TRAP in ein stark gelb-
grun fluoreszierendes Reaktionsprodukt umgewandelt wird (172).

Fixierlésung 25 ml Citrat-Ldsung

65 ml Aceton
8 ml 37 % Formaldehyd

TRAP-Farbelésung 45 ml ionisiertes Wasser, auf 37C vorgewarmt
0,5 ml Fast Garnet GBC-L6sung
0,5 ml Natriumnitrit-L6sung
0,5 ml Naphthol AS-BI Phosphat-Ldsung
2,0 ml Azatatlésung
1,0 ml Tartratlésung

ELF®97-Farbeldsung 10 pl ELF®97 Substrat

44 nl Azetatldsung

11 pl Natriumnitrit-Lésung

22 ul Tartratldsung

913 ul entionisiertes Wasser
Fur die Immunhistochemie wurden die Objekttrager mit den Gefrierschnitten der Knochen
30 s in Fixierlésung fixiert und in Leitungswasser gespult. Die Objekttrager wurden in
Klvetten mit der TRAP-Farbeldosung bei 37T ins Wasserbad gestellt, nach 1h in

entionisiertem Wasser gespult und die Zellkerne mit Hamalaun gegengefarbt.

Fur die Fluoreszenzdoppelmarkierung wurden die Knochen-Gefrierschnitte 30 s in eiskaltem
Aceton fixiert und in TBS gespllt. Die Gewebeschnitte wurden 15 min bei 37C mit 100 pl
der ELF®97-Farbelésung inkubiert, mit TBS gespult, und anschlieend wurden wie unter

2.6.7 beschrieben, die Fluoreszenzfarbungen durchgefihrt.
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2.7 Statistische Auswertung

Bei mehr als einem Messwert in einer Gruppe wurde der Mittelwert berechnet und die

Standardabweichung (SD) nach folgender Formel ermittelt:

1 n

n—1i3

(X; — X)2

L =

(s: Standardabweichung, n: Anzahl der Messwerte einer Gruppe, Xi: Messwert X: Mittelwert)

Der statistische Vergleich mehrerer Versuchsgruppen erfolgte mit dem Programm
SigmaStat 3.0 Software (Systat Software, Erkrath, Deutschland). Wenn nichts anders
erwahnt ist, wurden die p-Werte durch einen nicht-parametrischen Test nach Mann-Whitney

ermittelt. P-Werte > 0,05 wurden als nicht-signifikant (n.s.) gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Histopathologie des Knorpel/Knochen-Ubergangs i n Femurkdpfen aus
AS-Patienten mit Bezug auf CD8 * T-Zellen

3.1.1 Histomorphologie

Bei AS-Patienten mit einer fortgeschrittenen Huftarthritis wurden die Huftgelenke durch
Endoprothesen ersetzt. Insgesamt standen 16 operativ entfernte Huftgelenke fir
histologische Untersuchungen zur Verfligung. Zunachst wurde der Grad der Veranderung
des Knorpels auf der Gelenkoberflache bewertet. Die Abb. 13 und 14 zeigen exemplarisch

die Makro- und Histopathologie der Femurkdpfe.

Abb. 13: Histologie des Gelenkknorpels eines Femurk  opfes von einem AS-Patienten.
(A) Der explantierte Femurkopf eines AS-Patienten wurde in Scheiben (2 mm Dicke)
geschnitten und makroskopisch dokumentiert. Bereiche mit Knorpelresten (schwarze
Pfeile) und Areale mit volliger Knorpelzerstérung (rote Pfeile) auf der Gelenkoberflache
sind angezeigt. (B, C) Paraffinschnitte (4 um) von Arealen mit Resten von Knorpel auf der
Gelenkoberflache wurden mit anti-S100 gefarbt. OriginalvergroRerung: x200. (D, E)
Bereiche mit kompletter Knorpelzerstorung wurden mit HE gefarbt. OriginalvergréRerung:
x100. Alle Schnitte aus B - E wurden mittels Durchlichtmikroskopie untersucht. Abgebildete
Bereiche stehen exemplarisch fur Proben aus 16 untersuchten Femurkdpfen.
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Knorpelrest

Abb. 14: Histologische Besonderheiten im Knochengew ebe des Femurkopfes eines
AS-Patienten. (A) Ein Femurkopf wurde wie fir Abb. 13A beschrieben makroskopisch
beurteilt. Bereiche mit Knorpelresten (schwarze Pfeile) und Areale mit vdlliger
Knorpelzerstorung (rote Pfeile) auf der Gelenkoberflache sind angezeigt. (B, D und E)
Dunne Schnitte (4 um) von entkalktem und Formalin-fixierten Hiftknochen wurden mit HE
gefarbt. (C) Paraffinschnitte von Arealen mit Resten von Knorpel auf der Gelenkoberflache
wurden mit anti-S100 gefarbt. Bereiche mit (B, C) und ohne Knorpel auf der Oberflache (D,
E) wurden in der Durchlichtmikroskopie histologisch beurteilt. Originalvergréf3erung: x50
(B, D, E) bzw. x100 (C). Abgebildete Bereiche sind exemplarisch fir Proben aus 16
untersuchten Femurkdpfen. Die Pfeile markieren lymphozytare Aggregate.

Die makroskopischen Aufnahmen der Huftgelenke von AS-Patienten (Abb. 13 A und 14 A)
zeigen ein typisches Bild von Bereichen mit Knorpelresten und Arealen mit volliger
Knorpelzerstérung auf der Gelenkoberflache. Untersuchte man die Gelenkknorpel
immunhistologisch durch Farbung fur S100 als Marker fur Chondrozyten, so zeigten sich im
Bereich mit breiter Knorpelzone auf der Gelenkoberflache zahlreiche homogen gefarbte
Knorpelzellen (Abb. 13 C), wahrend die Knorpelzellen im Bereich mit schmalem
Knorpelsaum heterogen verteilt sind und diese Zellen teilweise atroph erschienen
(Abb. 13 B). Dagegen zeigte das Gewebe mit volliger Knorpeldestruktion in der HE-Farbung
haufig eine chondroide Metaplasie des Bindegewebes vom Knochenmark ausgehend als
Reaktion auf die andauernden Druckbelastungen (Abb. 13 D). Die Abb. 13 E stellt einen

Bereich mit chondroider Metaplasie dar.

In den subchondralen Bereichen des Knochenmarkes, wurden in Bereichen mit Knorpel auf
der Oberflache in allen Huiftgelenken subchondrale lymphozytdre Infiltrate,
Knochenmarksédeme und eine Ausdinnung der subchondralen Knochenendplatte
gefunden. Regelmalig wurden lymphozytare Aggregate im zellreichen subchondralen
Knochenmark beobachtet (Abb. 14 B). In anderen Bereichen mit Knorpel waren
mononukleare Zellen zu finden, die vom subchondralen Knochenmark aus den Knorpel
infiltrierten (Abb. 14 C).
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In der Histologie der Hiiftgelenke in Bereichen ohne Knorpel war das Bild anders. Vdllige
Knorpelzerstérung filhrte zur sogenannten Knorpelglatze mit teilweiser Freilegung des
subchondralen Knochens (Abb. 14 D). Interessanterweise war in diesen Bereichen die
Dichte mononukleéarer Zellinfiltrate im subchondralen Knochenmark deutlich geringer bzw.
waren keine Ansammlungen lyphozytérer Aggregate zu finden (Abb. 14 E). Man sah in

diesem Bereich eine dicke Knochenendplatte.

Mit nachfolgenden Zelltyp-spezifischen immunhistologischen Farbungen wurde die in-situ-
Verteilung verschiedener Zell(sub)populationen aus den Bereichen der Femurkopfe mit

Knorpel mit denen aus Bereichen ohne aufliegenden Knorpel verglichen.

3.1.2 Subchondrale T-Zell-Infiltrate

In den vorangegangenen Schnitten wurde das Knochenmaterial vor den Farbungen
schrittweise mit Formalin fixiert, durch Behandlung mit EDTA entmineralisiert, in Paraffin
eingebettet und schliellich die Antigene durch Hitzebehandlung demaskiert. Durch die frihe
Fixierung nach der Probennahme werden einerseits zellulare Strukturen sehr gut erhalten,
andererseits sind viele Antikorper weniger sensitiv fir Markermolekile in formalinfixiertem

Gewebe, im Vergleich zu Gefrierschnitten (173, 174).

Eine im Rahmen der vorliegenden Arbeit etablierte Methode zur Praparation von
Knochenmaterial machte schockgefrorenes, unentkalktes Knochengewebe fir die
Immunhistologie zuganglich. Diese Prozedur war nicht nur schonend fur das Gewebe,
sondern ermdglichte immunhistochemische Mehrfachfarbungen und Mehrfachanalysen

in situ durch die Immunfluoreszenz.

Zunachst wurde die Zusammensetzung der Infiltrate mononkleadrer Zellen hinsichtlich der
T-Zellen untersucht. Dabei wurden vorrangig potentiell zytotoxische CD8* T-Zellen
betrachtet, die Uber spezifische Peptide im Kontext von HLA-I-Molekulen induziert und/oder
aktiviert werden koénnen und damit vermutlich urséchlich an der Entstehung und
Aufrechterhaltung lokaler Entziindungen bei der AS beteiligt sind (Abb. 15).
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Abb. 15: Identifizierung subchondraler CD8 * T-Zell-Infiltrate im Huftgelenk bei
AS-Patienten. (A) Dinne Schnitte (4 um) von entkalkten und Formalin-fixierten
Hiftknochen wurden mit HE gefarbt. Eine Ubersicht eines Oberflaichenbereiches mit
Knorpel ist exemplarisch gezeigt. Konsekutive Schnitte wurden immunhistochemisch mit
anti-CD3 (B) und anti-CD8 (C) gefarbt. Gefrierschnitte (7 um) aus vergleichbaren
Bereichen mit Knorpel auf der Oberflache wurden mit Doppelfarbungen in der
Immunfluoreszenz mit anti-CD3 (D, rot), anti-CD8 (E, griin) gefarbt und CD3'/CD8"
T-Zellen in der Ubereinanderlagerung der beiden Fluoreszenzen dargestellt (F, gelb) . Die
Analyse erfolgte in der Durchlicht- und in der Fluoreszenzmikroskopie. Alle abgebildeten
Bereiche sind exemplarisch fir Proben aus 14 von 16 untersuchten Femurkopfen.
OriginalvergroRerungen: x50 (A) bzw. x200 (B - F).

Mononukleére Infiltrate (Abb. 15 A) wurden immunhistochemisch T-Zell-Follikel identifiziert
(Abb. 15 B). Der Anteil von CD8" T-Zellen in den beurteilten follikularen Strukturen betrug
bis zu 47 % (Abb. 15 C). Die Verteilung subchondraler Aggregate, die hier in Formalin-
fixiertem Gewebe gefunden wurde, wurde auch durch Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen
von Gefriermaterial bestétigt (Abb. 15 D - E). Diese Doppelfarbungen gestatteten die

gleichzeitige Beurteilung beider Oberflachenmarker auf einer Zelle.

Die T-Zellen in subchondralen Aggregaten aus Femurkdpfen von Patienten mit AS wurden
aus der immunhistochemischen Farbung quantifiziert. Dabei wurden Bereiche mit und ohne
Knorpel verglichen (Abb. 16).
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Abb. 16: Quantitativer Vergleich der zellularen Zus  ammensetzung subchondraler
T-Zell-Aggregate in Abhéngigkeit von der Knorpeldic ke. Wie fur Abb.15B,C
beschrieben, wurden Schnitte von Formalin-fixiertem Knochengewebe von Femurkdpfen
bei Patienten mit AS immunhistochemisch mit anti-CD3 (rot) bzw. anti-CD8 (griin) gefarbt.
Fur jeden Patienten wurden die CD3" bzw. CD8" T-Zellen jeweils aus einem HPF aus
Bereichen mit und ohne Knorpel auf der Oberflache gezahlt. Mittelwerte + SD aus Proben
von mindestens 7 und maximal 14 AS-Patienten.

Der quantitative Vergleich subchondraler T-Zell-Aggregate zeigte im Bereich mit Knorpel auf
der Gelenkoberflache 24,43 + 11,04 CD3" T-Zellen pro HPF. Im Vergleich dazu war die
Anzahl der CD3" T-Zellen in Bereichen mit volliger Knorpelzerstérung signifikant um etwa
den Faktor 3 reduziert (p <0,001). Im subchondralen Knochenmark waren etwa die Halte
aller CD3" T-Zellen auch CD8", was flr eine lokale Anreicherung potentiell zytotoxischer
T-Zellen sprach. Wie fir die T-Zellen insgesamt, war auch die Anzahl der CD8" T-Zellen in
Bereichen mit Knorpel auf der Oberflache wesentlich grof3er (11,33 + 3,58 pro HPF) und bei
fehlendem Knorpel auf der Oberflache in vergleichbarem MalRe wie Gesamt-

T-Zellpopulation signifikant verringert (p < 0,001).

Sollen zirkulierende T-Zellen in Gewebe einwandern, sind BlutgefaRe eine wichtige
Voraussetzung. Der Gelenkknorpel wird unter physiologischen Bedingungen nicht durch
BlutgefaRe versorgt. In den betroffenen Knorpel/Knochen-Ubergdngen bei Patienten mit AS
wurden aber neugebildete Blutgefalie gefunden. Diese im Zwischenraum vom Knochen und
Knorpel, sowie im subchondralen Knochenmark befindlichen GefalRe wurden mit anti-CD34

Antikdrper als Endothelzellmarker in den extrahierten Femurkdpfen untersucht (Abb. 17).
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Abb. 17: Insitu -Darstellung von BlutgefaRen im Knochenmark in Bere ichen mit
Knorpel auf der Oberflache von Femurkdpfen bei AS-P  atienten . (A) DiUnne Schnitte
(4 um) von entkalkten und Formalin-fixierten Hiftknochen wurden immunhistochemisch mit
anti-CD34 gefarbt. Gefrierschnitte (7 um) aus vergleichbaren Regionen wurden in der
Immunfluoreszenz mit anti-CD34 (griin) gefarbt und die Zellkerne durch DAPI (blau)
dargestellt. Doppelfarbung im subchondralen (B) bzw. im tiefergelegenen Knochenmark
(C). Die Analyse erfolgte in der Durchlicht- und in der Fluoreszenzmikroskopie. Alle
abgebildeten Bereiche sind exemplarisch fur Proben aus 14 von 16 untersuchten
Femurkopfen. OriginalvergrofR3erungen: x200.

In Bereichen des Femurkopfes, in denen sich noch Knorpel auf der Oberflache befanden,
wurden BlutgefdRe beobachtet, die in den Knorpel invadieren und ihren Ursprung im
subchondralen Knochenmark hatten. Der Grad der GefalRneubildung wurde aus der
Immunfluoreszenz-mikroskopischen Darstellung an Hand der CD34" Zellen quantifiziert
(Abb. 18).
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subchondrale Gefalle Gefalle im Knochenmark

Abb. 18: Quantitativer Vergleich CD34 * GefaRe in Bereichen mit und ohne Knorpel auf
der Oberflache von Femurkdpfen bei Patienten mit AS . Wie fur Abb. 17 A beschrieben,
wurden Schnitte von Formalin-fixiertem Knochengewebe immunhistochemisch mit
anti-CD34 gefarbt. Fur jeden Patienten wurden die den GefaRen zugeordneten CD34"
Zellen jeweils aus einem HPF aus Bereichen mit und ohne Knorpel auf der Oberflache
gezahlt. Dabei wurde zwischen subchondralen GefafRen und GefaRen aus dem tieferen
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Knochenmark unterschieden. Mittelwerte + SD aus Proben von mindestens 7 und maximal
14 AS-Patienten.

Die Anzahl subchondraler Blutgefaf3e war in Bereichen mit Knorpel auf der Oberflache
leicht, aber nicht signifikant im Vergleich zu den Regionen mit volliger Knorpelzerstérung
erhoht. Im Knochenmark war die Anzahl der Gefal3e unabhangig von der Anwesenheit von
Knorpelgewebe. Interessanterweise war in Bereichen mit Knorpel auf der Gelenkoberflache
die Anzahl subchondraler GefaRe im Vergleich zum darunter liegenden Knochenmark,
signifikant erhéht (p > 0,001). Ob die starke Vaskularisierung unter diesen Bedingungen
unmittelbar die Einwanderung von T-Zellen in den Knorpel begunstigt, wurde im Folgenden
analysiert (Abb. 19).

———Gefaik

A T Cofa

100 gam

Abb. 19: Perivaskulares T-Zellinfiltrat im subchond ralen Knochenmark des
Femurkopfes von AS-Patienten. Wie fur Abb. 15 B, C beschrieben wurden Schnitte von
Formalin-fixiertem Knochengewebe von Femurkopfen bei Patienten mit AS
immunhistochemisch mit anti-CD3 (A; rot) bzw. anti-CD8 (B; gruin) gefarbt. CD3*/CD8"
T-Zellen sind in der Ubereinanderlagerung der beiden Fluoreszenzen dargestellt (C; gelb).
In allen Darstellungen sind die Zellkerne DAPI gegengefarbt (blau). Exemplarische
Darstellung aus dem Femurkopf eines AS-Patienten. OriginalvergréRerung: x200.

Diese deutliche perivaskulare Anordnung infiltrierender CD8" T-Zellen gab einen Hinweis
darauf, dass die Einwanderung von T-Zellen im Zusammenhang mit der Vaskularisierung

der entsprechenden Knorpelbereiche stehen kénnte.

3.1.3 Verteilung und Funktionalitéat von Osteoklaste  n und Osteoblasten

Der Knochenmetabolismus wird mafRgeblich durch die am Knochenabbau beteiligten
mehrkernigen Riesenzellen, die Osteoklasten, und die fur den Knochenaufbau
verantwortlichen Osteoblasten bestimmt. Zentrale Molekile im Zusammenspiel dieser
Zellen sind RANKL, RANK und OPG. Die Interaktion von RANKL mit RANK induziert die
Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten, was den Knochenabbau fordert. OPG
blockiert die stimulierenden Effekte auf die Osteoklastenentwicklung und beglnstigt somit
den Knochenaufbau. Das RANK/RANKL/OPG-System ist ein biochemischer Regelkreislauf,

der ein gesundes Gleichgewicht zwischen Knochenab- und -aufbau bewirkt.
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Ob der Anteil und der Aktivierungsstatus von Osteoklasten mit dem Vorhandensein von
Knorpelgewebe auf den Femurkopfen korreliert, wurde durch (immun)histologische
Farbungen fur CD68, TRAP, RANK und CD61 untersucht (Abb. 20-22).

Oistenklast

S0-pm

Abb. 20: Vergleich histologischer Methoden fir die spezifische Darstellung von
Osteoklasten im  subchondralen Knochenmark vom Femur kopf eines
AS-Patienten. Schnitte  von  Formalin-fixiertem  Knochengewebe  wurden

immunhistochemisch mit anti-CD68 (A) und konsekutive Gefrierschnitte histochemisch
fur TRAP (B), mit fluoreszenzmarkiertem anti-CD61 (C; grtn) oder mit TRAP-ELF 97
gefarbt (D; grun). Fur die Fluoreszenzmikroskopie wurden die Zellkerne mit DAPI
dargestellt (C, D; blau). Die Analyse erfolgte in der Durchlicht- und in der
Fluoreszenzmikroskopie. Alle abgebildeten Bereiche sind exemplarisch flr Proben aus
13 von 16 untersuchten Femurkopfen. Originalvergrof3erungen: x400.
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Abb. 21: Quantitativer Vergleich von CD68 * Osteoklasten in Bereichen mit und

ohne Knorpel auf der Oberflache von Femurkdpfen bei Patienten mit AS. Wie fir
Abb. 20 A beschrieben, wurden Schnitte von Formalin-fixiertem Knochengewebe
immunhistochemisch mit anti-CD68 gefarbt. Fir jeden Patienten wurden die CD68"
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Osteoklasten jeweils aus einem HPF aus Bereichen mit und ohne Knorpel auf der
Oberflache gezahlt. Mittelwerte + SD aus Proben von 7 und 13 AS-Patienten. p-Werte
mittels T-Test ermittelt.
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Abb. 22: Aktivierung von Osteoklasten im subchondra len Knochenmark im
Femurkopf von AS-Patienten. (A, B) Gefrierschnitte wurden mit
fluoreszenzmarkiertem anti-CD61 (grin) und anti-RANK (rot) gefarbt und die Zellkerne
mit DAPI dargestellt (blau). Die Analyse erfolgte in der Fluoreszenzmikroskopie (A) und
mittels LSM (B). (C) Fir jeden Patienten wurden RANK® CD61" Osteoklasten jeweils
aus einem HPF aus Bereichen mit und ohne Knorpel auf der Oberflache gezéhlt.
Mittelwerte + SD aus Proben von 5 und 9 AS-Patienten.

In der immunhistochemischen Farbung mit anti-CD68 wurden am Knochensaum
vermehrt vielkernige Zellen gefunden (Abb. 20 A) und ihre Identitat als Osteoklasten
dadurch bestétigt, dass sie gleichzeitig TRAP® (Abb. 20 B, D) und CD61" (Abb. 20 C)
waren. Mehrkernige CD68" Zellen mit der Morphologie von Osteoklasten wurden
signifikant haufiger in Bereichen mit (7,46 + 3,31) als ohne Knorpel auf der Oberflache
(4,57 + 1,62) gesehen (Abb. 21). Bei AS-Patienten war der Anteil von aktivierten RANK"
Osteoklasten in Abwesenheit von Knorpel geringfiigig héher als in Bereichen mit noch

aufliegendem Knorpel, was auf eine Veranderung im Knochenumbau hinwies (Abb. 22).

Nach den Beobachtungen fir die Osteoklasten war es daher interessant, ob auch die
funktionell gegenlaufigen Osteoblasten im Hiftgelenk von AS-Patienten von der
Anwesenheit von Knorpelgewebe auf dem Femurkopf beeinflusst waren. Als
histologische Marker dienten hier CD56, RANKL und OPG (Abb. 23-26).
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Abb. 23: Von Osteoblasten umsdumte Knochentrabekel im subchondralen
Knochenmark im Femurkopf eines AS-Patienten. Kochengewebe aus Bereichen
ohne Knorpel aus dem Femurkopf von AS-Patienten wurde mit anti-CD56 fir
Osteoblasten gefarbt. (A) Aus Formalin-fixiertem Gewebe wurden die Zellen
immunhistochemisch dargestellt. (B) Konsekutive Gefrierschnitte wurden mit
fluoreszenzmarkiertem anti-CD56 (griin) und DAPI (blau) gefarbt. Die Analyse erfolgte
in der Durchlicht- und in der Fluoreszenzmikroskopie. Alle abgebildeten Bereiche sind
exemplarisch  fir Proben aus 8 von 16 untersuchten Femurkopfen.
OriginalvergrofRerungen: x100.
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Abb. 24: Quantitativer Vergleich von Osteoblasten u  ms&umten Knochentrabekeln
in Bereichen mit und ohne Knorpel auf der Oberflach e von Femurkopfen bei
Patienten mit AS. Wie fur Abb. 23 A beschrieben, wurden Schnitte von Formalin-
fixiertem Knochengewebe immunhistochemisch mit anti-CD56 gefarbt. Fir jeden
Patienten wurden jeweils aus einem HPF aus Bereichen mit und ohne Knorpel auf der
Oberflache bestimmt, wieviel Prozent der Knochentrabekel mit CD56" Osteoblasten
umsaumt waren. Mittelwerte + SD aus Proben von 4 und 8 AS-Patienten.
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Abb. 25: Expression von RANKL durch Osteoblasten im subchondralen
Knochenmark im Femurkopf von AS-Patienten. (A) Gefrierschnitte wurden mit

fluoreszenzmarkiertem anti-CD56 (grin) und anti-RANKL (rot) gefarbt. Die
Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau) und die Schnitte wurden in der
Fluoreszenzmikroskopie beurteilt. Originalvergrof3erung: x400 (B) Fir jeden Patienten
wurde bestimmt, wieviel Prozent der Knochentrabekel mit CD56" RANKL* Osteoblasten
umsaumt waren, jeweils aus Bereichen mit und ohne Knorpel auf der Oberflache.
Mittelwerte + SD aus Proben von 4 und 8 AS-Patienten. p-Werte mittels T-Test
ermittelt.
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Abb. 26: Expression von OPG durch Osteoblasten im s  ubchondralen
Knochenmark im Femurkopf von AS-Patienten. (A) Gefrierschnitte wurden mit
fluoreszenzmarkiertem anti-CD56 (griin) und anti-OPG (rot) gefarbt. Die Gegenfarbung
der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau) und die Schnitte wurden in der
Fluoreszenzmikroskopie beurteilt. Originalvergrof3erung: x400. (B) Fir jeden Patienten
wurde bestimmt, wieviel Prozent der Knochentrabekel mit CD56" OPG* Osteoblasten
umsédumt waren, jeweils aus Bereichen mit und ohne Knorpel auf der Oberflache.
Mittelwerte £ SD aus Proben von 9 und 10 AS-Patienten. p-Werte mittels T-Test
ermittelt.

Im subchondralen Knochenmark in Bereichen ohne Knorpel auf der Gelenkoberflache
wurde ein dichter Saum von Osteoblasten entlang der Knochentrabekel gefunden
(Abb. 23). In Bereichen ohne Knorpel auf der Oberflache war der Anteil von
Knochensaumen, die mit Osteoblasten bedeckt waren, signifikant erhéht im Vergleich zu
solchen Gelenkbereichen, in denen noch Knorpelgewebe nachgewiesen wurde
(p=0,018; Abb. 24).
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Wie bei den Osteoklasten fir den Rezeptor RANK war der Ligand RANKL in den
Bereichen ohne Knorpel signifikant erhoht (p = 0,038; Abb. 25). Beides waren deutliche
Anzeichen dafir, dass Reparaturmechanismen fir das Knochengewebe im Gang waren,
wenn sich kein Knorpel mehr auf der Oberflache befand. War der Knorpel noch intakt,
waren diese Prozesse offenbar noch nicht zwingend. Bei der Farbung der Osteoblasten
mit OPG wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen Bereichen mit und ohne
Knorpel auf der Gelenkoberflache gefunden (p > 0,05; Abb. 26).

Knochen

Knaochen Knochen

Abb. 27: Kontakte von T-Zellen mit Osteoklasten im Femurkopf von AS-Patienten
stellen. Konsekutive Gefrierschnitte aus Femurkopfen wurden mit
fluoreszenzmarkiertem (A) anti-CD3 (rot) und anti-CD61 (gruin), (B, C) anti-RANKL (rot)
und anti-CD61 (griin) sowie (D, E) anti-RANK (rot) und anti-CD56 (grin) gefarbt. In
allen Schnitten wurden die Zellkerne mit DAPI (blau) gegengefarbt und die Zellen in der
Fluoreszenzmikroskopie beurteilt. (A) Rote Pfeile weisen auf T-Zellen in Nachbarschaft
zu Osteoklasten. (B, D) WeilRe Pfeile weisen auf Osteoklasten. (C, E) Rote Pfeile
weisen auf RANKL-positive Zellen. Alle abgebildeten Bereiche sind exemplarisch far
Proben aus 8 von 16 untersuchten Femurképfen. OriginalvergrofRerung: 400x.

Es wurde angenommen, dass T-Zellen RANKL exprimieren und das Immunsystem damit
direkt in den Knochenstoffwechsel eingreifen kann. In den histologischen
Untersuchungen konnten Kontakte zwischen T-Zellen und Osteoklasten direkt dargestellt

werden (Abb. 27 A). Es wurden RANKL" Zellen gezeigt, die in unmittelbarer Nahe zu den
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Osteoklasten liegen (Abb. 27 C, E). Doppelfarbungen mit RANKL und CD3 (T-Zellen),
CD8 (T-Zellen), CD20 (B-Zellen), CD34 (Endothelzellen der GefalRe), CD68 (Klon MAC3,
Osteoklasten, Makrophagen) oder CD68 (Klon KP1, Makrophagen, Osteoklasten,
Granulozyten) stellten keine doppelpositiven Zellen dar (Daten nicht gezeigt), so dass

der Ursprung dieser RANKL" Zellen unklar bleibt.

Die hier hergestellten immunhistochemischen Untersuchungen haben =zu der
Schlussfolgerung gefiihrt, dass es einen unmittelbaren Zusammenhang zwischen dem
Vorhandensein von Knorpel und dem Nachweis einer akuten Entziindungspathologie
gibt (175). So resultierte die Frage, welche Eigenschaften der Chondrozyten, die den der
Gelenkoberflache aufliegenden Knorpel ausmachen, kénnten den Knorpelabbau bei AS

vermitteln?

3.1.4 HLA-B27 im Knorpelgewebe von AS-Patienten

Die Histopathologie von Huftgelenken aus AS-Patienten legte nahe, dass an der
Aufrechterhaltung einer lokalen Entziindung verschiedene Faktoren aus dem Knorpel
beteiligt waren. Chondrozyten kénnten eine wichtige Rolle in der Interaktion mit T-Zellen
spielen. Im Zusammenhang mit zytotoxischen CD8" T-Zellen bei AS war insbesondere
die Expression des HLA-I-Molekiils HLA-B27 durch Chondrozyten in den
Gelenkentziindungen interessant. Dazu wurden immunhistochemische Untersuchungen
an Femurkopfen von 6 AS-Patienten durchgefihrt und es wurden verschiedene
Antikorper fur HLA-B27 in der Immunhistologie getestet, die unterschiedliche Epitope
dieses HLA-I-Molekils erkennen (Abb. 28 - 29).
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Abb. 28: Immunhistologischer Nachweis der Expressio n von HLA-B27 durch
Chondrozyten in Femurkopfen von AS-Patienten. Gefrierschnitte von unentkalktem
Knorpel/Knochengewebe von Oberschenkelkdpfen wurden mit anti-CD3 (rot) und
anti-CD8 (griin) fur T-Zellen (A) und mit anti-HLA-B27, Klon HLA-ABC-m? (B; rot) bzw.
mit Klon ME-1 (D; gruin) fur Chondrozyten gefarbt. (C, E) Farbungen auf konsekutiven
Schnitten mit IgG2a-Isotypkontrollen. Die Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI
(blau) und die Schnitte wurden in der Fluoreszenzmikroskopie beurteilt. Alle
abgebildeten Bereiche sind exemplarisch flr Proben aus 6 untersuchten Femurkdpfen.

OriginalvergroRerung: x400.
D

Abb. 29: Verteilung von HLA-B27 * Chondrozyten in Femurkdpfen von
AS-Patienten. Chondrozyten auf Gefrierschnitten von unentkalktem
Knorpel/Knochengewebe von Oberschenkelkdpfen wurden mit anti-HLA-B27,

Knaorpeloberflache

Knorpel

200 pm
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Klon ME-1 (grun) gefarbt. Die Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). (A)
Ubersichtsaufnahme des hyalinen Gelenkknorpels mit Chondrozyten.
OriginalvergroBerung: x100. (B) Normale Chondrozyten in der extrazellularen
Knorpelmatrix. (C, D) Nur dicht beeinanderliegende Chondrozyten exprimieren
HLA-B27. OriginalvergréRerung:  x1000. Die  Schnitte  wurden in  der
Fluoreszenzmikroskopie beurteilt. Alle abgebildeten Bereiche sind exemplarisch fir
Proben aus 6 untersuchten Femurkopfen.

Die Antikorper der Klone HC-10 und EP-4 farbten Strukturen und Zellen, die eindeutig
nicht mit der Expression von HLA-B27 korrelierten (Daten nicht gezeigt). Sie wurden
wegen dieser starken unspezifischen Bindungen nicht weiter verwendet. Im Gegensatz
dazu zeigten die Antikorper der Klone HLA-ABC-m® (rot, Abb. 28 B) und ME-1 (grin,
Abb. 28 D) eine spezifische Farbung. Ihre in situ-Farbeeigenschaften waren vergleichbar

und die Ansatze mit den entsprechenden Isotypkontrollen waren negativ (Abb. 28 C, E).

Interessanterweise exprimierten nur die Chondrozyten HLA-B27, die sich in
unmittelbarer Nahe infiltrierender T-Zellen und insbesondere von CD3*/CD8" T-Zellen
befanden. Darliber hinaus waren in den Regionen mit HLA-B27" Chondrozyten die
Zellen dicht gepackt und homogen verteilt (Abb. 29) - eine Morphologie, die an das
Clustering von Chondrozyten, d.h. die lokale Proliferation von Chondrozyten als

Regenerationsversuch bei einem Knorpelschaden, erinnerte.

Fasst man die Ergebnisse zusammen, so waren in Huftgelenken von AS-Patienten CD8"
T-Zellen mit HLA-B27" Chondrozyten in situ assoziiert und T-Zellinfiltrationen an die
Anwesenheit von Knorpel auf der Gelenkoberflache gebunden. Dieser
histomorphologische Befund, warf die Frage auf, ob Chondrozyten im Sinne nicht-
professioneller APC durch Antigen-Prasentation direkt die lokale Entziindung
beeinflussen? In den weiteren Experimenten wurde daher besonders untersucht, wie
maogliche Antigene aussehen konnten. Dazu wurde das stimulatorische Potential von
HLA-B27-restringierten Fremd- und Selbstantigenen untersucht. Dartiber hinaus sollte
analysiert werden, ob HLA-B27" Chondrozyten in der Tat potentiell Antigen-spezifische

zytotoxische CD8" T-Zellen aktivieren.
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3.1.5 Induzieren Peptide aus Proteinen von  Chlamydia trachomatis bei Patienten
mit SpA HLA-B27-restringierte CD8 * T-Zellantworten?

3.1.6 Etablierung von HLA-B27-Tetrameren mit immund  ominantem Peptid aus dem

Epstein-Barr-Virus

Fur die Etablierung der HLA-B27/Peptid-Tetramer-Technologie wurde zuné&chst ein
immundominantes virales Peptid fur die Auffaltung der in Einschlusskorpern vorliegenden
schweren Kette von HLA-B27 und B,M benutzt. Es wurden daher HLA-B27-Tetramere mit
einem Peptid aus einem Nukleoproteinantigen des EBV, EBNAysg 266, hergestellt. Dieses
Peptid besitzt ein typisches, immundominantes HLA-B27 Bindungsmotiv (131). Diese
Arbeiten wurden mit einer Variante der schweren Kette von HLA-B27 durchgefiihrt, bei der
an Position 67 der Cysteinrest (Cys67) gegen einen Serinrest (Ser67) ausgetauscht war
(136, 176).

Die HLA-B27/EBNAss 26s-MoOnomere wurden mittels Gelfiltration gereinigt. Durch die
Hinzugabe von Streptavidin entstanden HLA-B27/EBNA,ss66-Tetramere, die in der
SDS-PAGE biochemisch charakterisiert wurden (Abb. 30).

Chromatogramm SDS-PAGE
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Abb. 30: Auffaltung von HLA-B27/EBNA ,s526s-KOmplexen. Protein der schweren Kette

von HLA-B27 (Ser67), .M und das Peptid EBNA.ss266 Wurden unter renaturierenden
Bedingungen schrittweise gemischt, anschlie3end biotinyliert und die konzentrierte Losung
durch Gelfiltration fraktioniert. Im Chromatogramm ist der eluierte Peak, der die
HLA-B27/Peptid-Komplexe enthielt, markiert (schwarzer Pfeil). Die SDS-PAGE (Spalte
rechts) unter nicht-reduzierenden Bedingungen nach Farbung mit Coomassie zeigt
gereinigte HLA-B27/Peptid-Monomere ohne (schwarzer Pfeil) und mit Tetramerisierung
durch Streptavidin-PE (weil3er Pfeil). Beispiel aus insgesamt finf unabhéngigen
Préaparationen fur das HLA-B27/EBNAsg 266- T€tramer.

Um optimale Bedingungen fir den Auffaltungsprozess von ldslichen HLA-B27/Peptid-
Monomeren zu etablieren, wurde das EBV-Peptid EBNAgg,s mit dem relativen
Bindungsscore von 29 (SYFPEITHI) experimentell weiter verwendet. Aus der Gelfiltration
eluierte das Maximum des gefalteten HLA-B27/EBNA;sg 266-MoOnomers bei 13,63 ml. Der

Anteil korrekt gefalteter HLA-B27/Peptid-Monomere am Gesamtproteingehalt lag bei einer
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typischen Préaparation bei 60 - 86 %. Links davon liegende Peaks (7 - 13 ml) markierten
Proteinaggregate und rechts (16 ml) nicht in die Faltung einbezogenes Ausgangsmaterial
und Biotin. Durch schrittweise Zugabe von Strepavidin, wurde das 35 kDa
HLA-B27/EBNA,ss.266-Monomer fast vollstandig tetramerisiert und erschien tiberwiegend bei
einem M, ~200 kDa.

Die Eignung dieser HLA-B27/Peptid-Komplexe zum Nachweis Antigen-spezifischer
CD8" T-Zellen wurde in durchflusszytometrischen Analysen mit PBMNC von Blutspendern

mit vorausgegangener EBV-Infektion dokumentiert (Abb. 31).
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Abb. 31: Durchflusszytometrischer Nachweis spezifis cher CD8" T-Zellen mit dem
HLA-B27/EBNA ,5506c-Tetramer. A:  Jeweils 5x 10° PBMNC, unmittelbar nach der
Praparation oder nach 14 Tagen Kultur in Gegenwart von 10 pug/ml EBNAsg 266 Wurden mit
dem HLA-B27/EBNA.sg.066- Tetramer-Komplex inkubiert. Als unspezifische Kontrolle diente
das HLA-B27/#Chl138-Tetramer (vgl. Abb. 32). Alle Ansatze wurden anschlieend mit
anti-CD3, anti-CD8 und Annexin V gefarbt. Die Zahlen stehen fur die Anteile Annexin V',
CD3", EBNA.sg2ss CD8" T-Zellen. Reprasentative Darstellung fiir 6 unabhangige
Experimente. (B) Jeweils 5 x 10° PBMNC aus (A) wurden in vitro 6 h mit 1 pg/ml anti-CD28
oder jeweils 10 pg/ml SEB, #Chl138 oder EBNA.ss2gs kultiviert. Die Aktivierung der
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CD8'T-Zellen wurde als Anteil CD69'/IFNy" CD8" T-Zell-Population dargestellt.
Reprasentative Darstellung fiir 10 unabhéngige Experimente.

In PBMNC von HLA-B27°-Spendern konnten auch nach Inkubation mit 10 pg/ml EBNA2sg.266-
Peptid Uber 14 Tage keine CD8" T-Zellen nachgewiesen werden, die sich durch das
HLA-B27/EBNA.sg 266-Tetramer darstellen lieBen oder nach Kurzzeit-Restimulation mit dem
Peptid IFNy exprimierten (Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu war in den PBMNC von
HLA-B27"-Spendern in der durchflusszytometrischen Analyse eine Population EBNAsg.o66-
spezifischer CD8" T-Zellen von 0,25 + 0,07 % darstellbar. Durch Kultivierung der Zellen in
Anwesenheit des Peptides EBNA.sg266 konnte nach 14 Tagen die Frequenz Antigen-
spezifischer CD8" T-Zellen, die durch das Tetramer nachweisbar waren, auf bis zu
66,46 £ 10,96 % erhoht werden (Abb. 31 A). Diese Ergebnisse korrelierten mit denen der
intrazellularen IFNy-Farbung als Zeichen fir Antigen-spezifische CD8" T-Zellen. Mit
56,6 £ 5,25 % vs. 9,75 + 3,08 % % war in dieser Darstellung die spezifische Stimulation mit
dem EBNA.ss.066 €ffizienter als eine unspezifische Aktivierung vergleichbarer Populationen
mit SEB (Abb. 31 B). Diese Ergebnisse lieRen sich in 10 unabhangigen Experimenten

bestatigen.

Insgesamt konnte hier gezeigt werden, dass bei einem hohen Score fur die Bindung des
Peptides in die Bindungstasche des HLA-B27-Komplexes die Effizienz der Rickfaltung des
HLA-B27/Peptid-Monomeres gut war. Mit den so gewonnenen HLA-B27/Peptid-Komplexen
und PE-markiertem Streptavidin wurden HLA-B27/Peptid-Tetramere hergestellt. Diese
waren in der Lage, die Antigen-spezifischen CD8" T-Zellen aus gemischten T-Zell-
Populationen in der Durchflusszytometrie reproduzierbar darzustellen. Damit waren die
Bedingungen fur die Tetramerherstellung im Rahmen der vorliegenden Arbeit etabliert und
konnten auf  andere Komplexe Ubertragen  werden. Zunachst  wurden
HLA-B27/Chlamydia-Peptid-Tetramere generiert. Fir diese HLA-B27/Peptid-Komplexe
wurde die Variante der schweren Kette von HLA-B27 mit einem Serinrest in Position 67

genutzt.

3.1.7 HLA-B27-Tetramere mit aus Chlamydia trachomatis -Proteinen abgeleiteten

Peptiden

Chlamydia trachomatis ist in Deutschland am haufigsten mit dem Krankheitsbild der ReA
assoziiert. Auf der Basis bereits identifizierter immundominanter Peptide aus Chlamydia
trachomatis (62) wurden neun verschiedene HLA-B27/Chlamydia-Peptid-Tetramere

synthetisiert. Die Effizienzen der Auffaltung von HLA-B27/Chlamydia-Peptid-Monomeren
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und der Tetramerisierung wurden zundchst mit Bezug auf die Bindungsaffinitat der
ausgewabhlten Einzelpeptide zu HLA-B27 untersucht (Abb. 32, Tab. 3).
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Abb. 32: Herstellung von HLA-B27/Peptid-Monomeren m it aus Chlamydia
trachomatis -Proteinen abgeleiteten Peptiden. Protein der schweren Kette von
HLA-B27 (Ser67), B.M und die entsprechenden aus Chlamydia trachomatis-Proteinen
abgeleiteten Einzelpeptide wurden unter renaturierenden Bedingungen schrittweise
gemischt. Die Komplexe wurden biotinyliert, die konzentrierte Proteinlésung durch
Gelfiltration fraktioniert. In den Chromatogrammen ist der eluierte Peak, der die
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HLA-B27/Peptid-Monomere enthielt, markiert (schwarzer Pfeil). Links von diesem
monomeren HLA-B27/Peptid-Komplex liegende Peaks markieren unspezifische
Proteinaggregate und rechts nicht in die Faltung einbezogenes Ausgangsmaterial und
Biotin. Die SDS-PAGE (Spalte rechts) unter nicht-reduzierenden Bedingungen nach
Farbung mit Coomassie zeigt gereinigte HLA-B27/Peptid-Monomere ohne (schwarzer
Pfeil) und mit Tetramerisierung mit Streptavidin-PE (weilRer Pfeil). Beispiele aus 1-3
unabhangigen Préparationen fur das entsprechende HLA-B27/Chlamydia-Peptid-Tetramer.

Tab. 3: Korrelation der Bindungsscores der Chlamydia trachomatis -Peptide zu
HLA-B27 und Effizienz der Auffaltung der HLA-B27/Pe  ptid-Komplexe. Wie fir Abb. 32.
beschrieben, wurden verschiedene HLA-B27/Chlamydia-Peptid-Tetramere hergestellt. Der
Bindungsscore nach SYFPEITHI, die Lage des Peaks mit dem HLA-B27/Peptid-Monomer
aus der Gelfiltration und der Proteinanteil dieses Peaks im Vergleich zum
Gesamtproteingehalt der Proteinlésung nach der Auffaltung wurden ermittelt. Die Daten
stehen fur 1-3 unabhangige Praparationen  fir  das entsprechende
HLA-B27/Chlamydia-Peptid-Monomer.

Bindungsscore Peptid Aufgefaltetes HLA-B27/Peptid-Monomer
nach SYFPEITHI
Lage des Peak Anteil bezogen auf alle
(ml) Proteinaggregate (%)
25 #Chl144 13,59 22,2-40,4
#Chl146 13,74 34,9
#Chl194 13,79 5,0
#Chl195 13,81 29,5
26 #Chl8 13,54 88,0
#Chl68 13,59 49,4
#ChlI80 13,86 88,1
#Chl131 13,54 80,9
#Chl138 13,62 63,4 - 84,0
27 #Chl133 13,69 19,8 -43,3
#Chl145 13,63 97,7
#Chl196 13,76 23,6

Bei der Herstellung von HLA-B27/Peptid-Tetramer-Komplexen mit bakteriellen Peptiden von
Chlamydia trachomatis verursachte die Auffaltung im Vergleich zu dem viralen Peptid
EBNA.ss 066 €ine starkere unspezifische Proteinaggregation und verringerte damit den Ertrag
I6slicher Molekule. Im Wesentlichen korrelierte der Bindungsscore nach SYFPEITHI im

Bereich zwischen 25 und 27 auch mit der Effizienz der Auffaltung. Bei dem niedrigsten
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einbezogenen Score von 25 waren nur 5-40% der Proteine in die
HLA-B27/Chlamydia-Peptid-Monomere eingegangen. Bei den beiden anderen Score-
Bereichen von 26 und 27 war die Auffaltung mit 50 - 88 % bzw. 20 - 98 % deutlich effizienter
aber insgesamt war auch die Streuung bei den Einzelpeptiden gréRer. Das Peptid #Chl194
zeigte wahrend der Auffaltung der HLA-B27-Monomere eine so ausgepragte Aggregation,

dass dieses nicht als Tetramer in FACS-Analysen verwendet werden konnte.

Mit insgesamt 12 verschiedenen Peptiden aus Chlamydia trachomatis wurden
HLA-B27/Chlamydia-Peptid-Tetramere hergestellt, von denen 9 in weiteren durchfluss-

zytometrischen Analysen eingesetzt wurden.

3.1.8 Frequenz Chlamydia -spezifischer CD8 * T-Zellen in Synovialfliissigkeit und
peripherem Blut von Patienten mit  Chlamydia -getriggerter ReA und AS

Mit den oben beschriebenen HLA-B27/Chlamydia-Peptid-Tetrameren wurden CD8" T-Zellen
hinsichtlich ihrer Antigenspezifitat untersucht. Die HLA-B27-Tetramere mit den Peptiden
#Chl144 und #Chl146 wurden von der durchflusszytometrischen Analyse ebenfalls
ausgeschlossen, da es bei diesen Tetrameren zu zahlreichen unspezifischen Farbungen
kam, was durch Kontrollen mit Zellen aus HLA-B27-Patienten deutlich wurde (Daten nicht
gezeigt). Fir das HLA-B27-Tetramer mit dem Peptid #Chl138 wurden keine spezifischen
CD8" T-Zellen gefunden.

Mit den verbliebenen funf unterschiedlichen HLA-B27/Chlamydia-Peptid-Tetrameren wurden
PBMNC aus Patienten mit Chlamydia-getriggerter SpA auf das Vorhandensein Antigen-
spezifischer CD8" T-Zellen untersucht und dabei gleichzeitig die Bindungseigenschaften der
Tetramere bewertet (Tab. 4, Abb. 32).
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Tab. 4: Farbung von CD8 * T-Zellen mit HLA-B27/ Chlamydia -Peptid-Tetrameren.
Jeweils 5 x 10° SFMNC oder PBMNC wurden unmittelbar nach der Praparation mit den
entsprechenden HLA-B27/Chlamydia-Peptid-Tetrameren inkubiert und anschlieend mit
anti-CD3, anti-CD8 und Annexin V gefarbt. War der durchflusszytometrisch bestimmte
Anteil Annexin V', CD3*, CD8" T-Zellen, die ein HLA-B27/Chlamydia-Peptid-Tetramer
gebunden hatten 20,05 %, wurden die Ansatze als positiv (+) bewertet. Waren die Anteile
<0,05 % galten diese Proben als negativ (-).

Diagnose Untersuchungs- HLA- Lfd. # HLA-B27/Chlamyda-Peptid-Tetramer

material B27
#ChI8  #Chl68 #Chl133 #Chl195

ReA SFMNC + 1 + - + -
+ 2 - - - -

+ 3 + - - +

+ 4 - - - -

+ 5 + + - +

+ 6 - - - -

+ 7 + - + +

+ 8 - - - +

AS PBMNC + 11 - + + -
SFMNC + 12 - - - -

+ 13 - - - -

ReA SFMNC - 9 - - - -
- 10 - - - -

RA' SFMNC - 14 - - - -
- 15 - - - -

- 16 - - - -

ohne PBMNC + 17 - - - -
+ 18 - - - -

+ 19 - - - -

+ 20 - - - -

rheumatoide Arthritis
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Abb. 33: HLA-B27/ Chlamydia -Peptid-spezifische CD8 * T-Zellen in der
Synovialflussigkeit von Patienten mit ReA. Jeweils 5 x 10° SFMNC aus Patient 3 (A)
und Patient 5 (B) wurden in der oberen Abbildung unmittelbar nach der Préparation mit
den entsprechenden HLA-B27/Chlamydia-Peptid-Tetrameren inkubiert und anschlie3end
mit anti-CD3, anti-CD8 und AnnexinV gefarbt. Die Zahlen stehen fir die Anteile
Annexin V', CD3", Chlamydia’-spezifische CD8" T-Zellen. In der unteren Abbildung wurden
jeweils 5 x 10° PBMNC in vitro 6 h mit 10 pg/ml der jeweiligen Chlamydia-Peptide kultiviert.
Die Aktivierung der CD8" T-Zellen wurde als Anteil CD69"/IFNy" CD8" T-Zell-Population
dargestellt.
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Es konnten bei 5 der 8 untersuchten HLA-B27'-Patienten mit ReA direkt aus der
Synovialfliissigkeit im Kontext von HLA-B27/Chlamydia-Peptid-Tetramer-spezifische CD8"
T-Zellen nachgewiesen werden. Insgesamt waren die Frequenzen dieser Tetramer-
positiven CD8" T-Zellen mit 0,05 - 0,19 % aller untersuchten CD8" T-Zellen gering. Die
SFMNC von zwei Patienten reagierten jeweils auf drei bzw. auf zwei der eingesetzten
Peptide. In einem Fall reagierten die CD8" T-Zellen eines Patienten spezifisch auf nur ein
Peptid. Mit den Peptiden #ChlI80, #Chl131, #Chl138, #Chl145 und #Chl196 konnten keine
spezifischen CD8" T-Zellen detektiert werden. In der kleinen Gruppe von Patienten mit ReA
und mit den Ubrigen Chlamydia-Peptiden gab es keine deutliche Praferenz eines Peptids
(#ChI8: 4x; #Chl68: 2x; #Chl133: 4x; #Chl195: 4x). Von den drei AS-Patienten zeigte nur
einer spezifische Reaktion und nur auf die Peptide #Chl68 und #Chl133. In
Kontrollexperimenten wurden periphere CD8" T-Zellen von 2 HLA-B27 Patienten mit ReA, 3
HLA-B27  Patienten mit rheumatoider Arthritis und vier gesunden HLA-B27" Kontrollen
ebenfalls mit den HLA-B27/Chlamydia-Peptid-Tetrameren inkubiert. In den Experimenten

wurden keine Antigen-spezifischen CD8" T-Zellen nachgewiesen.

Parallel zu den Farbungen mit HLA-B27/Chlamydia-Peptid-Tetrameren wurden Antigen-
spezifische Reaktionen in den SFMNC bei 6 ReA-Patienten Uber die antigenabhéngige
Expression von Zytokinen untersucht. Nach Kurzzeitaktivierung mit jeweils 10 pug/ml des
entsprechenden Chlamydia-Peptides wurden die SFMNC intrazelluldr fir IFNy gefarbt. Die
hier erhaltenen Ergebnisse bestétigten die Befunde aus der Tetramerfarbung, dass nur mit
den Peptiden, die IFNy-produzierende CD8" T-Zellen aktivierten, diese auch Uber
HLA-B27/Chlamydia-Peptid-Tetramere darstellbar waren (Tab. 5).
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Tab. 5: Vergleich der Ergebnisse der Farbung Chlamydia- Peptid-spezifischer

CD8" T-Zellen durch das entsprechende Tetramer mit dem N achweis der Expression

von IFNy. SFMNC von Patienten mit ReA wurden wie fir Abb. 33 beschrieben fir
HLA-B27/Chlamydia-Peptid-Tetramer® bzw. IFNy-produzierende CD8'/CD69" T-Zellen
untersucht und anschlieBend wie fur Tab.4 beschrieben ausgewertet. grin:
Ubereinstimmung zwischen positiver Tetramerfarbung und IFNy-Produktion; rot: keine
Ubereinstimmung; weil3: keine Tetramer-Analyse zum Vergleich vorliegend.

Lfd. # HLA-B27 Chlamydia-Peptide

8 68 80 131 133 138 144 145 146 194 195 196

3 +
4 ;
5 +
6 +
8 +
9 -

Neben den Negativkontrollen bestéitigte diese selektive  Expression des
proinflammatorischen Zytokins einerseits die Spezifitdt und Sensitivitdit des Nachweises
Antigen-spezifischer Zellen durch die Tetramere, andererseits wiesen sie aber auch darauf
hin, dass die tber die IFNy-Produktion definierten CD8" T-Zellen im wesentlichen tber die
Prasentation der Peptide durch zellulares HLA-B27 induziert wurde.

Die Etablierung der HLA-B27-Tetramer-Technologie mit Antigenen abgeleitet aus
Chlamydia trachomatis hat zu einer Publikation gefiihrt, in der die Frequenz Chlamydia-

spezifischer CD8" T-Zellen untersucht wurde (177).
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3.2 Welche Knorpelantigene kdnnten Targets fir Auto  immunprozesse bei

AS-Patienten sein?

3.2.1 Zytokinexpression muriner CD8 * T-Zellen nach Priming mit Peptiden aus

humanem Aggrecan

Um das Potential von Peptiden, die als mégliche Abbauprodukte von humanem Aggrecan
im Zusammenhang mit HLA-B27 in situ in HLA-B27-assoziiertern SpA immunogen wirken
konnten, zu prifen, wurden B27-transgene Mause mit vier aus humanem Aggrecan
abgeleiteten und als immunogen identifizierten Peptiden (130) immunisiert. Zur Kontrolle der
HLA-B27-Restriktion CD8" T-Zellvermittelter Immunantworten wurden parallel Wildtyp-
Mause immunisiert. Die CD8" T-zellstimulatorische Wirkung der Peptide wurde Uber die
Expression des friihen Aktivierungsmarkers CD69 und die Sekretion von IFNy nach kurzer
in vitro-Kultur von Zellen aus der Milz durchflusszytometrisch bestimmt (Abb. 34, 35;
Tab. 6).

Peptid
: PMAJ _
anti-CD28  |onomycin Kontrolle  spezifisch
‘ 0% 0,02% 0%
1. #AAT
0.01% 0,03% 004%
1 ' #AST
0,01% 0,04%
#A59
0%
. #ABT
o Bl
[ia] i

Py .

Abb. 34: Aktivierung und IFN y-Sekretion von CD8 * T-Zellen aus der Milz von Wildtyp-
Mausen nach Immunisierung mit Aggrecanpeptiden. Milzzellen immunisierter Mause
wurden in vitro 6 h mit jeweils 10 ug/ml der Peptide #A47, #A57 #A59 bzw. #A67 kultiviert.
1 pg/ml anti-CD28, 25 ng/ml PMA mit 1 ug/ml lonomycinsowie 10 pug/ml #Chl138 dienten
als Kontrollen. Nach der Farbung mit spezifischen Antikérpern fur CD8, CD69 und IFNy
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wurden die Zellen durchflusszytometrisch gemessen. Der Anteil CD69" IFNy" CD8"
T-Zellen ist in jedem Diagramm gezeigt.

Peptid
- PMAI
anti-CLi28 lonomycin Kontrolle spezifisch
1 0,06% 30 42% 0,07 % 0,14%
1 - 1 1
. e RAAT
0.08% ]
¥AST
0%
#ASS
0,03%
RABT
Lad]
oM

IF Ty -

Abb. 35: Aktivierung und IFN y-Sekretion von CD8 * T-Zellen aus der Milz nach
Immunisierung B27-transgener Mause mit Aggrecanpept iden. Milzzellen aus
immunisierten B27-transgenen Mausen wurden wie fir Abb. 34 beschrieben in vitro
behandelt und der Anteil CD69" IFNy" CD8" T-Zellen durchflusszytometrisch bestimmit.

Tab. 6: IFNy-Sekretion muriner CD69 * CD8" T-Zellen aus der Milz nach Immunisierung
mit Aggrecanpeptiden. Wie fir Abb. 34 und 35 beschrieben wurde der Anteil CD69"
IFNy* CD8" T-Zellen immunisierter ~Wildtyp- und B27-transgener Mause
durchflusszytometrisch bestimmt.

IFNy+ CD69+ CD8+ T-Zellen nach in vitro-Inkubation

Peptid filr Inmunisierung mit gleichem Peptid (% aller CD8+ T-Zellen)

Wildtyp B27-transgen
#A4T7 0,02 0,14
#A57 0,03 0,18
#A59 0,04 0,28
#A67 0,02 3,19
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In Anwesenheit von anti-CD28 allein oder des Kontrollpeptids #Chl138 produzierten
maximal 0,08 % der CD8" T-Zellen das Zytokin IFNy. Eine unspezifische Stimulation mit
PMA/lonomycin erhohte den Anteil IFNy-produzierender Zellen auf 9,82 - 65,75 %. Diese
Effekte waren unabhéangig von der Herkunft der Zellen aus Wildtyp- oder B27-transgenen

Mausen.

Keines der aus Aggrecan abgeleiteten Peptide induzierte IFNy in den Zellen aus der Milz
von Wildtyp-Mausen. Im Gegensatz dazu war der Anteil IFNy-produzierender Zellen bei den
aktivierten CD8" T-Zellen aus B27-transgenen Mausen signifikant zu den Zellen aus den
entsprechend immunisierten Wildtyp-Mausen erhdht. Besonders deutlich war die
Stimulation durch #A59 (0,04 % vs. 0,28 %) und #A67 (0,0 % vs. 3,19 %) aus humanem
Aggrecan.

Die Ergebnisse zeigen, dass humane Aggrecan-Peptide potentiell eine Antigen-spezifische
Stimulation von CD8" T-Zellen in diesem murinen B27-transgenen Modellsystem auslésen
konnen (130). Um HLA-B27-restringierte, Aggrecan-spezifische CD8" T-Zell-Antworten

weiter zu untersuchen, wurden entsprechende HLA-B27-Tetramere hergestellt.

3.2.2 HLA-B27-Tetramere mit Peptiden aus humanem Ag grecan

Mit jedem der vier Aggrecanpeptide bzw. dem Kontrollpeptid #Chl138 wurden
HLA-B27/Peptid-Monomere aufgefaltet und fir den Nachweis Antigen-spezifischer CD8"
T-Zellen zu Tetrameren mit Streptavidin komplexiert. Der Erfolg der Auffaltung, Aufreinigung
und Tetramerherstellung (Abb. 36) wurde mit der ermittelten Bindungsstarke fir das

jeweilige Peptid in die Tasche des HLA-B27-Heterodimers (nach (178)) korreliert (Tab. 7).
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Abb. 36: Herstellung von HLA-B27/Peptid-Komplexen u  nd Tetrameren. Protein der
schweren Kette von HLA-B27(Cys67), M und das entsprechende Peptid wurden unter
renaturierenden Bedingungen schrittweise gemischt, biotinyliert, konzentriert und die
Losung durch Gelfiltration fraktioniert. In den Chromatogrammen (Spalte links) ist der
eluierte Peak mit den HLA-B27/Peptid-Monomeren markiert (schwarzer Pfeil). Links davon
liegende Peaks markieren unspezifische Proteinaggregate und rechts nicht in die Faltung
einbezogenes Ausgangsmaterial und Biotin. Die Gelelektrophorese (Spalte rechts) unter
nicht-reduzierenden Bedingungen nach Farbung mit Coomassie zeigt gereinigte
HLA-B27/Peptid-Monomere ohne (schwarzer Pfeil) und mit Tetramerisierung mit
Streptavidin-PE (weil3er Pfeil). Darstellungen exemplarisch fur 2 - 3 Auffaltungsreaktionen.
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Tab. 7: Korrelation der Bindungsscores der Peptide zu HLA-B27 und Effizienz der
Auffaltung der HLA-B27/Peptid-Komplexe. HLA-B27/Peptid-Monomere wurden wie fir
Abb. 36. beschrieben mit der (cys)-schweren Kette aufgefaltet, biotinyliert und gereinigt.
Der relative Bindungsscore nach SYFPEITHI, die Lage des Peaks mit dem
HLA-B27/Peptid-Monomer aus der Gelfiltration und der Proteinanteil diese Peaks im
Vergleich zum Gesamtproteingehalt der Proteinlosung nach der Auffaltung wurden
bestimmt. Die Daten stehen fir 1 - 3 unabhangige Préaparationen fir das entsprechende
HLA-B27/Peptid-Monomer.

Bindungsscore Peptid Aufgefaltetes HLA/Peptid-Monomer
nach SYFPEITHI

Lage des Peaks (ml) Anteil bezogen auf alle
Proteinaggregate (%)

20 #AG7 13,82 ml 23,1
24 #A59 13,66 ml 40,9
25 #AS57 13,82 ml 96,8
26 #Chl138 14,55 ml 93,8 -97,1
31 #AAT 13,96 ml 73,4 - 80,7

Mit allen ausgewahlten Peptiden aus humanem Aggrecan konnten HLA-B27/Peptid-
Komplexe aufgefaltet werden. Der Anteil korrekt gefalteter HLA-B27-Monomere war mit den
Aggrecanpeptiden #A47 und #A57 groRer als der mit #A59 und #A67. Umgekehrt
proportional stieg der Anteil unspezifischer Proteinaggregationen. Die Effizienz der
Auffaltung korrelierte anndhernd mit dem in mathematischen Modellen ermittelten
Bindungsscore in der Reihenfolge der Bindungsstarke #A47 > #A57 > #A59 > #A67.

Als  Negativkontrolle fir alle Farbungen mit HLA-B27-Tetrameren in der
Durchflusszytometrie und histologisch in situ wurde das HLA-B27/#Chl138-Tetramer mit
dem Peptid #Chl138 aus Chlamydia trachomatis hergestellt. Der Bindungsscore von 26
dieses Peptids lag zwischen dem von #A47 und #A57. Entsprechend war die
Auffaltungseffizienz  mit  spezifischen monomeren HLA-B27/Peptid-Komplexen und

unspezifischer Proteinaggregation vergleichbar (vgl Tab. 3).

Die SDS-PAGE zeigte unter nicht-reduzierenden Bedingungen die nahezu vollstandige
Tetramerisierung der monomeren HLA-B27/Peptid-Komplexe durch Streptavidin-PE.
Wahrend die Monomere charakteristische Banden mit einem Molekulargewicht von

~ 35 kDa zeigten, lag die Bande flir das Tetramer erwartungsgeman bei ~ 200 kDa.
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Im né&chsten Schritt wurden die Spezifitdt eines Nachweises Aggrecan-spezifischer
CD8' T-Zellen mit Hilfe dieser fluoreszenzmarkierten Tetramere in T-Zellen aus der Milz

immunisierter B27-transgener Mause untersucht.

3.2.3 Frequenzen Antigen-spezifischer CD8 * T-Zellen in B27-transgenen Mausen

nach Immunisierung.

Fur die Bestatigung der HLA-B27-Abhangigkeit der Peptidprasentation standen
B27-transgene Mause zur Verfligung. Diese wurden mit Aggrecan-Peptiden immunisiert und
die Frequenzen Antigen-spezifischer CD8" T-Zellen in Milzzellen nach Farbung mit dem
entsprechenden HLA-B27/Aggrecan-Peptid-Tetramer durchflusszytometrisch  bestimmt
(Abb. 37).

TagO0 Tag 7
Tetramer: Kontrolle spezifisch Kontrolle spezifisch
& 0,09% 0,07 % 0,03% 0,05%
RALT
0,.04% 007 % 0% 0,11%
RAST
0,03% 0,14% 0,03% 0,16%
#AS9
0,03% 0,10%
o RABT
ik}
=
o e B :

cDhg -

Abb. 37: Nachweis HLA-B27-restringierte Aggrecan-sp  ezifischer CD8 * T-Zellen mit
HLA-B27/Aggrecan-Peptid-Tetrameren.  Jeweils 3 - 5 x 10° Milzzellen unmittelbar nach
der Entnahme oder nach 7 Tagen Kultur in Gegenwart von 10 pug/ml des Peptids #A47,
#A57, #A59 bzw. #A67 wurden mit dem entsprechenden HLA-B27/Aggrecan-Peptid-
Tetramer inkubiert und fur CD8 gegengefarbt. Der Anteil Tetramer® CD8" T-Zellen ist in
jedem Diagramm gezeigt.
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Die Markierung mit dem HLA-B27/#Chl138-Tetramer als Kontrolle ergab nur einen geringen
Hintergrund (0 - 0,09 %) (Abb. 37). Die Frequenzen Antigen-spezifischer CD8" T-Zellen
waren nach 7 Tagen mit den Peptiden #A47, #A57 und #A59 unverandert zum Zeitpunkt der
Entnahme und mit maximal 0,16 % fir das Peptid #A59 nicht erhoht. Im Gegensatz dazu
stieg die Frequenz der HLA-B27/#A67-Tetramer® CD8" T-Zellen nach 7 Tagen in Gegenwart
des Peptids #A67 signifikant von urspriinglich 0,10 % (0,09 £ 0,06 % in drei unabhangigen
Experimenten) im Bereich der Nachweisgrenze der Tetramerfarbung auf 4,63 %
(3,64 + 1,31 % in drei unabhangigen Experimenten) p = 0,010 (T-Test).

Wurden die gleichen HLA-B27/Aggrecan-Peptid-Tetramere mit Milzzellen aus mit den
entsprechenden Peptiden immunisierten Wildtyp-Mausen verwendet, wurden keine
HLA-B27-Tetramer® CD8" T-Zellen gefunden (Daten nicht gezeigt).

Mit Hilfe der HLA-B27/Aggrecan-Peptid-Tetramere konnten Aggrecan-spezifische
CD8" T-Zellen nachgewiesen werden. Da sich die Milzzellen aus B27-transgenen Mausen
am besten durch das Aggrecan-Peptid #A67 stimulieren lieRen, wurde dieses Peptid und
das entsprechende HLA-B27-Tetramer fir die weiteren histologischen Untersuchungen

verwendet.

3.2.4 Anreicherung Antigen-spezifischner CD8 * T-Zellen durch magnetische
Zellsortierung mit HLA-B27/#A67-Tetrameren.

Eine T-Zellkultur in Gegenwart eines spezifischen Antigens war eine Mdaglichkeit der
Anreicherung Antigen-spezifischer T-Zellen. Fir funktionelle Untersuchungen waren die
erhaltenen Frequenzen dieser HLA-B27/Peptid-spezifischnen CD8* T-Zellen in den
Zellpopulationen noch nicht ausreichend. Deswegen sollten diese in einem weiteren Schritt

durch magnetische Zellsortierung erhéht werden (Abb. 38).

Typischerweise lagen die Ausgangsfrequenzen HLA-B27/#A67-Tetramer® CD8" T-Zellen in
der Gesamtpopulation der Lymphozyten aus der Milz nach Immunisierung der Mause mit
dem entsprechenden Peptid unter <5 %. Ohne vorherige Depletion anderer Zellen lag nach
einer ersten Positivsortierung mit dem Tetramer der Anteil Antigen-spezifischer
CD8" T-Zellen in der Gesamtpraparation bei ~30 % und innerhalb der CD8" T-Zellen waren
bereits 80 % HLA-B27/#A67-Tetramer’. Wurde diese Positivfraktion unmittelbar auf eine
zweite MACS-Saule gegeben, war der Anteil spezifischer CD8" T-Zellen noch gréRer:
~40 % aller Milzzellen und mehr als 90% der CD8" T-Zellen waren durch das
HLA-B27/#A67-Tetramer durchflusszytometrisch darstellbar.

85



Ergebnisse

nach MACS
vor MACS
1. Saule 2. Saule
1 4732% 27 48% 43 59%
[ [ Gated:
1 . 1 ol alle
Lymphozyten
| e %
16,36% | | B0.43% 91:83%
1 Gated:
& 23 CD8* T-Zellen
4
Tetramer #AGT -

Abb. 38: Anreicherung von HLA-B27/#A67-Tetramer * Zellen durch MACS. Milzzellen
(1 x 10° aus B27-transgenen Mé&usen, die mit dem Peptid #A67 immunisiert waren,
wurden in vitro mit 10 pg/ml #A67 restimuliert. Nach 7 Tagen wurden die Milzzellen mit
Hilfe des HLA-B27/#A67-Tetramers und PE-spezifischen Microbeads durch MACS
angereichert. Die positive Fraktion nach der ersten Saule wurde unmittelbar auf eine
zweite S&ule gegeben und erneut die Positiviraktion gesammelt. Proben jeder Fraktion mit
jweils 2 x 10° Zellen wurden fir CD8 gefarbt und durchflusszytometrisch bewertet. Die
Anteile Tetramer® CD8" T-Zellen in den Gesamtpopulationen (obere Reihe) und in den
CD8" T-Zellpopulationen (untere Reihe) sind in jedem Diagramm gezeigt.

Diese Methodik der Tetramer-vermittelten Anreicherung peptidspezifischer CD8" T-Zellen

wurde schlieRlich auf humane T-Zellen Ubertragen und erfolgreich angewendet (177).

3.2.5 Mikroskopische Darstellung Antigen-spezifisch er CD8" T-Zellen

Nach erfolgreicher Anwendung der HLA-B27/#A67-Tetramere mittels Durchflusszytometrie
beim Nachweis Antigen-spezifischer CD8" T-Zellen, die aus der Milz préapariert und
anschlieend mittels MACS angereichert worden waren, sollten nun die Tetramere zur

in situ-Darstellung Antigen-spezifischer CD8" T-Zellen eingesetzt werden.
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Abb. 39:  Fluoreszenzmikroskopische  Darstellung  HLA- B27/#A67-spezifischer
CD8" T-Zellen aus der Milz immunisierter transgener B27  -transgener Mause. Wie fir
Abb. 38 beschrieben, wurden die mit dem HLA-B27/#A67-Tetramer angereicherten
CD8" T-Zellen erneut mit dem PE-markierten Tetramer und zusatzlich mit anti-CD8
Antikdrper gefarbt. Jeweils 1 x 10° Zellen wurden auf Objekttrager zentrifugiert und die
Cytospins im Fluoreszenzmikroskop analysiert. Die Ausschnitte sind exemplarisch fir drei
unabhangige Experimente. Originalvergréf3erungen: x100 (A) bzw. x1000 (B)

Mit Hilfe des HLA-B27/#A67-Tetramers angereicherte und gefarbte CD8" T-Zellen waren
nach Zytozentrifugation direkt fluoreszenzmikroskopisch darstellbar (Abb. 39), doch lie3 die
Fluoreszenzintensitait des PE in der Anregung sehr schnell nach. Dieser Effekt
beeintrachtigte den Nachweis Antigen-spezifischer CD8" T-Zellen insitu in
Gewebeschnitten. Deswegen wurden, um dieses durch die Proteinnatur des Fluorochroms
bedingte Ausbleichen zu umgehen, mit den HLA-B27/Peptid-Monomeren Tetramere unter
Verwendung unterschiedlich markierten  Streptavidins hergestellt und in der
Durchflusszytometrie getestet (Abb. 40). FiUr diesen Test wurden humane EBNAsg 266~
spezifische CD8" T-Zellen aus Abschnitt 3.1.1 und entsprechende HLA-B27/EBNAss 266
Tetramer-Komplexe verwendet, da die Anzahl von CD8" T-Zellen aus der Milz #A67-
immunisierter Mause doch sehr begrenzt war und fir die durchflusszytometrischen

Analysen nicht ausreichte.

87



Ergebnisse

A SA-PE SA-APC1 SA-Cy3 SA-Alexa®55 SA-Alexa®488
-]
——
E SA-PE SA-APC?
1 0.0% 0.02% 0.05%
T
=
8
T
=

cD8

Abb. 40: Abhéangigkeit der Sensitivitit des Nachweis es HLA-B27/EBNA 555266-
spezifischer CD8 * T-Zellen von der Fluoreszenzmarkierung des Strepta  vidins im
verwendeten  Tetramer. (A) Wie fur Abb.30 beschrieben hergestellte
HLA-B27/EBNA,ss 26s-MoOnomere  wurden mit verschieden markierten Streptavidinen
tetramerisiert. Die Gelelektrophorese unter nicht-reduzierenden Bedingungen nach
Farbung mit Coomassie zeigt gereinigte Monomere ohne (schwarzer Pfeil) und mit
Tetramerisierung (weiBer Pfeil). (B) Jeweils 5x 10> PBMNC nach 7 Tagen Kultur in
Gegenwart von 10 pg/ml des Peptids EBNA2sg 266 Wurden mit dem HLA-B27/EBNAsg.266-
Tetramer (untere Reihe) bzw. dem HLA-B27/#Chl138-Tetramer als Kontrolle (obere Reihe)
gefarbt. Nach Gegenfarbung mit anti-CD8 wurden die Antigen-spezifischen T-Zellen
durchflusszytometrisch dargestellt. Der Anteil Tetramer® CD8" T-Zellen ist in jedem
Diagramm gezeigt. Darstellung fur jeweils drei unabhangige Experimente.
!Allophycocyanin.

Wahrend mit PE- oder Allophycocyanin-konjugiertem Streptavidin nahezu vollstandig die
HLA-B27/EBNA,ss.266-MoOnomere  in - Tetramerkomplexen aufnahmen, war mit den
Streptavidin-Praparationen, die direkt mit Cy3, Alexa-Fluor®555 und Alexa-Fluor®488
gekoppelt waren, die Tetramerisierung nur unvollstandig oder minimal (Abb. 40 A). Dieses
Ergebnis spiegelte sich auch in der Durchflusszytometrie wider (Abb. 40 B). Im Vergleich
zum PE-markierten Tetramer, das in den CD8" T-Zellpopulationen ~45 % Antigen-

spezifische Zellen detektierte, bildeten die Tetramerkomplexe mit Cy3, Alexa-Fluor®555
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bzw. Alexa-Fluor®488 nur 10-20 % der Antigen-spezifischen CD8" T-Zellen ab. Das
Allophycocyanin-markierte Tetramer war in seiner Effizienz der Darstellung der Zellen in der
Durchflusszytometrie dem PE-markierten HLA-B27/EBNA,sg.266-Tetramer vergleichbar
(~ 50 % vs. ~ 45 %). In der Standardfluoreszenzmikroskopie war dieses Fluorochrom trotz
seiner im Vergleich zu PE besseren Lichtstabilitat nicht verwendbar, weil ein
entsprechender Filter nicht zur Verfugung stand. Das Ausbleiben einer effizienten
Darstellung HLA-B27/EBNA,sg.o66-Spezifischer CD8" T-Zellen durch die Tetramerkomplexe
mit Cy3, Alexa-Fluor®555 bzw. Alexa-Fluor®488 bestétigte sich in  der

Fluoreszenzmikroskopie (Daten nicht gezeigt).

Daraus wurde der Schluss gezogen, dass die Verwendung anderer Fluorochrome als PE
oder Allophycocyanin keine alternative, geeignete Strategie ist, die Visualisierung einer
Tetramerfarbung zu stabilisieren, was fur die Durchfiihrung der in situ Tetramertechnologie

Voraussetung war.

3.2.6  Etablierung der Tetramerfarbung in situ

Daher ergab sich nun die Frage, ob PE und Allophycocyanin fluorenszenzmikroskopisch
Uber sekundére Antikorper mit anderen lichtstabilen Fluorochromen geeignet sind,
Tetramere zu visualisieren. Die weiteren variablen Faktoren, die fur die Etablierung der

Methodik der in situ-Tetramerfarbung verwendet wurden, sind in Tab. 8 zusammengefasst.

Tab. 8: Variable Parameter bei der Etablierung der  in situ -Tetramerfarbung.

() Vorbereiten des Praparates

Typ Cytospin;
Gefrierschnitt von Gewebe (7 - 10 pm dick)

Fixieren Ohne;
PFA, 2 % (w/v) in PBS; 2 min oder 20 min
Aceton; 1 min
Formaledhyd, 2 % (v/v) in PBS; 20 min

Block Ohne;
Serum aus dem Esel, 5 % (v/v) in PBS;
BSA, 3 % (w/v) in PBS;
Magermilchpulver, 4 % (w/v) in PBS;
Fcy-Rezeptor-spezifischer Ak (Klon 2.4G2/75), 50 pg/mlin PBS
Streptavidin-Biotin-Blockierungslésung

89



Ergebnisse

(I) TCR-spezifische Farbung

Tetramer Fluorochrom (an PE, Cy3, Alexa-Fluor®488, Alexa-Fluor®555
(primar) Streptavidin gekoppelt) oder Allophycocyanan
Konzentration 0,02 pg/ml, 0,04 pg/ml, 2 pg/ml, 4 pg/ml,
10 pg/ml, 50 pg/ml
Inkubation Raumtemperatur: 30, 60 oder 90 min, 3 h;
4<C: UN
Antikérper Herkunft, Fluorochrom Ziege-anti-PE, Kaninchen-anti-
(sekundar) Allophycocyanin
Verdinnung 1:100, 1:500, 1:800, 1:1.000 oder 1:2.000
Inkubation Raumtemperatur: 30 min
Antikorper Antigen, Fluorochrom anti-Ziege-Cy3, anti-Kaninchen-Alexa-
(tertiar) Fluor®488
Verdinnung 1:50, 1:100, 1:300, 1:600 oder 1:800
Inkubation Raumtemperatur: 30 min

(1) Gegenfarbung fur CD8

Antikorper Ratte-anti-Maus CD8, unmarkiert, Allophycocyanin

(primar) (Klon 53-6.7); FITC (Klon KT15)

Antikérper Kaninchen-anti-Allophycocyanin

(sekundar) Verdinnung: 1:100, 1:500, 1:800, 1:1000 oder 1:2000
Inkubation: 30 min

Antikorper anti-Kaninchen-Alexa-Fluor®488

(tertiar) Verdinnung: 1:100, 1:500, 1:800, 1:1000 oder 1:2000

Inkubation: 30 min

Die in der Tab. 8 angefiihrten Parameter wurden in verschiedenen Kombinationen in
Farbungen mit dem HLA-B27/#A67-Tetrameren getestet. Dabei zeigten sich sowohl der
Ziege-anti-PE bzw. Ziege-anti-Allophycocyanin Antikorper als sekundarer Antikoérper fur das
entsprechende Fluorochrom-markierte Streptavidin als geeignet (Daten nicht gezeigt). Unter
den getesteten Bedingungen mit unfixiertem Gewebe funktionierte die Gegenfarbung aber
nur mit dem direkt mit Allophycocyanin-gekoppelten monoklonalen anti-CD8-Antikdrper, der

fur die nachfolgenden Untersuchungen verwendet wurde (Abb. 42, 43). Die Analysen der
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Parameter fuhrten schlieBlich zu dem nachfolgend dargestellten Protokoll fur die in situ-

Tetramerfarbung (Tab. 9).

Tab. 9: Standardprotokoll der in situ -Tetramerfarbung.

(I) Vorbereiten des Praparates

Typ Gefrierschnitt von Gewebe (7 um dick)
Fixieren Ohne
Block Magermilchpulver, 4 % (w/v) in PBS;

Fcy-Rezeptor-spezifischer Antikorper (Klon 2.4G2/75), 50 ug/ml in PBS
Streptavidin-Biotin-Blockierungslésung

(I) TCR-spezifische Farbung

Tetramer HLA- I/Peptid-Tetramer mit PE-gekoppeltem Streptavidin; Konzentration:
(primar) 50 pg/ml; Inkubation: 60 min, Raumtemperatur

Antikorper Ziege-anti-PE; Verdunnung: 1:500; Inkubation: 30 min, Raumtemperatur
(sekundar)

Antikorper anti-Ziege-Cy3; Verdiunnung: 1:300; Inkubation: 30 min, Raumtemperatur
(tertiar)

(111) Gegenfarbung fur CD8

anti-CD8 Ratte-anti-Maus, Klon 53-6.7, direkt Allophycocyanin-konjugiert
(primar)

Antikorper Kaninchen-anti-Allophycocyanin; Verdinnung: 1:500;
(sekundar) Inkubation: 30 min, Raumtemperatur

Antikérper anti-Kaninchen-Alexa-Fluor®488:; Verdinnung: 1:300;
(tertiar) Inkubation: 30 min, Raumtemperatur

Die Etablierung dieser Methode fand Anwendung im Zusammenhang mit der Identifikation
von humanen Aggrecanpeptiden in B27-transgenen Mausen (130) und der Frage der T-Zell-
Erkennung von HLA-B27/Peptid-Komplexen mit verdnderten (Ser67) oder unveranderten
(Cys67) schweren Ketten (179).
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3.2.7 Insitu -Tetramerfarbung HLA-B27-restringierte CD8 * T-Zellen in der Milz

B27-transgener Mause

Um Antigen-spezifische CD8" T-Zellen auch im Gewebe nachzuweisen, wurden
Gefrierschnitte vom Milzgewebe immunisierter B27-transgener Mause histologisch mit
HLA-B27/Peptid-Tetrameren untersucht. Zunachst wurden in einer Ubersicht T-Zellregionen
im Gesamtorgan dargestellt (Abb. 41).

Lymphfallikel
-~

ne Zentralarteriole
f’

/ Lentratartetiole

Abb. 41: Fluoreszenzmikroskopische Ubersicht der T-  Zellregionen in der Milz
immunisierter B27-transgener Mause. Gefrierschnitte (7 um) von Milzgewebe aus
B27-transgenen Mausen, immunisiert mit dem Peptid #A67, wurden (A) mit anti-CD4 (rot)
und anti-B220 (grin) sowie (B) mit anti-CD4 (rot) und anti-CD8 (griin) gefarbt und
fluoreszenzmikroskopisch dargestellt. Die Pfeile weisen auf die der periarteriolaren
lymphatischen Scheide (PALS) benachbarten Lymphfollikel. Die Ausschnitte sind
exemplarisch fur drei unabhéngige Experimente. Originalvergrof3erungen: x200.

Die Mehrheit aller T-Zellen, also CD4" und CD8" T-Zellen befand sich in der die
Zentralarteriole umgebenden PALS. Dies wurde als Hinweis auf eine dort moglicherweise
stattfindende Antigenprésentation gewertet. Diese T-Zellregionen enthielten mit 70 - 90 %
mehr CD4" T-Zellen als CD8" T-Zellen (10 - 30 %). Die lymphatischen Follikel seitlich der
PALS bestanden hauptsachlich aus B220" B-Zellen.

In in situ-Tetramerfarbungen wurde untersucht, ob durch die Immunisierung mit dem Peptid
#A67 in der PALS auch die #A67-spezifischen CD8" T-Zellen zu finden waren (Abb. 42, 43).
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Abb. 42: In situ -Nachweis HLA-B27/#A67-spezifischnen CD8 * T-Zellen in der Milz
immunisierter B27-transgener Mause.  Cryoschnitte (7 um) des Milzgewebes mit dem
Peptid #A67 immunisierter B27-transgener Mause wurden (A) mit dem HLA-B27/#A67-
Tetramer (Cys67) (rot) bzw. (B) mit dem HLA-B27/#Chl138-Tetramer (rot) und mit
anti-CD8 (grun) wie in Tab. 9 beschrieben gefarbt. (C) Schnitte aus Milzgewebe ebenfalls
mit dem Peptid #A67 immunisierter Wildtyp-Mause dienten als Kontrollen in der
Fluoreszenzmikroskopie. Die Ausschnitte sind exemplarisch fir sechs unabhangige
Experimente mit drei Mausen. OriginalvergréfZerungen: x400, Ausschnitt rechts: x1000.

In allen Schnitten, aus mit dem Peptid #A67 immunisierten B27-transgenen Mausen, waren
HLA-B27/#A67-Tetramer markierte Zellen deutlich nachweisbar (Abb. 42A). Dieser
Nachweis war spezifisch, da in dem gleichen Gewebe mit dem HLA-B27/#Chl138-
Kontrolltetramer keine Zellen gefunden wurden (Abb. 42B) und auch das HLA-B27/#A67-
Tetramer in der Milz Peptid-immunisierter Wildtyp-Mause in situ keine Zellen anfarbte
(Abb. 42C).
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Abb. 43: In situ -Nachweis HLA-B27/#A67-spezifischen CD8 * T-Zellen in der Milz #A67-
immunisierter B27-transgener Mause.  Cryoschnitte (7 um) des Milzgewebes mit dem
Peptid #A67 immunisierter B27-transgener Mause wurden mit dem HLA-B27/#A67-
Tetramer (rot) und mit anti-CD8 (gruin) wie in Abb. 42 beschrieben gefarbt. Analyse erfolgte
im LSM. OriginalvergréRerungen: x640.

Aus der durchflusszytometrischen Analyse der Tetramerfarbung der Milzzellen war bekannt,
dass 0,1 % HLA-B27/#A67-Tetramer® CD8" T-Zellen in der Milz vorlagen (Abb. 37). Die
Doppelfarbung mit anti-CD8 in situ zeigte, dass die Antigen-spezifischen CD8" T-Zellen
nicht gleichmaRig tber das gesamte Organ verteilt waren, sondern in den T-Zellregionen,
der PALS, vorlagen. Die lokalen Frequenzen der HLA-B27/#A67-Tetramer” CD8" T-Zellen
lagen bei 1,5+ 1,6 % aller CD8" Zellen in der PALS. Sie waren jedoch nicht in jeder
T-Zellregion im entsprechenden Gewebeschnitt zu detektieren, so dass die Gesamtfrequenz
auf 1/5 sank.

Diese Experimente zeigten, dass die Ergebnisse der in situ-Tetramerfarbung nicht nur die
Daten aus der Durchflusszytometrie bestatigten, sondern zuséatzliche Informationen Uber die
raumliche Verteilung bzw. eine lokale Anreicherung Antigen-spezifischer CD8" T-Zellen
lieferten. Damit wurde gezeigt, dass Untersuchungen in situ mit
HLA-B27/Peptid-Tetrameren sehr gut moglich sind und auch den zellularen Kontext dieser

spezifischen Population darstellen kdnnen.

3.2.8  Zytokinexpression humaner CD8 * T-Zellen von AS-Patienten nach Priming

mit Peptiden aus humanem Aggrecan

Auf der Basis der in B27-transgenen Mausen identifizierten immundominanten
Aggrecanpeptide (#A47, #A57, #A59 und #A67) wurde getestet, ob diese auch beim
Menschen eine CD8" T-Zell-Antwort hervorrufen konnen. In diesem Rahmen wurden
mononukleare Zellen aus dem peripheren Blut (31 HLA-B27" AS-Patienten und 3 HLA-B27"
Kontrollen) und/oder der Synovialflussigkeit (3 HLA-B27® AS-Patienten) mittels
intrazellularer Farbung von IFNy nach kurzzeitiger Inkubation mit dem entsprechenden

Peptid untersucht. Eine CD8" T-Zell-Antwort gegen Aggrecanpeptide konnte bei keiner der
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Kontrollen bei der intrazellularen Zytokinfarbung nachgewiesen werden. Die Analyse des
peripheren Blutes von 31 AS-Patienten zeigte nur in drei Féallen eine vermehrte
Ausschittung von IFNy, als Zeichen fur Antigen-spezifische Peptidstimulation. Bei zwei von
drei AS-Patienten, bei denen die SFMNC untersucht wurden, wurde eine erhdhte IFNy-
Sekretion ermittelt. In Tab. 10 sind die positiven Befunde beziglich der IFNy-Produktion
zusammengefasst.

Tab. 10: Effekt von Aggrecanpeptiden auf die IFN y-Sekretion durch PBMNC oder
SFMNC aus Patienten mit AS. Jeweils 2 x 10° mononukledre Zellen aus dem peripheren
Blut oder der Synovialflussigkeit wurden 6 h mit 10 ug/ml des entsprechenden Petides
in vitro inkubiert und danach die IFNy-Produktion der CD8" T-Zellen nach intrazellularer

Farbung des Zytokins und Gegenfarbung mit anti-CD8 durchflusszytometrisch bestimmt.
(+) >0,02 % aller CD8" T-Zellen waren auch IFNy" in der in vitro-Stimulation.

Diagnose Untersuchungs- HLA-B27 Lfd. # Peptid in der in vitro-Stimulation

material #AAT  #AST  #AS9  #AG7
AS PBMNC + 36 - ; + ;
+ 44 + - - -
+ 50 - + - -
SFMNC + 51 - + + -
+ 56 - - + +

Die Antworten auf die einzelnen Aggrecanpeptide waren unterschiedlich verteilt: Die CD8"
T-Zellen aus drei Patienten reagierten auf das Aggrecanpeptid #A59 (9 %), zwei Patienten
(6 %) auf das Peptid #A57 und bei jeweils einem der 34 untersuchten AS-Patienten (3 %)
konnte eine Reaktion auf die Aggrecanpeptide #A47 bzw. #A67 gezeigt werden.

Eine praferentielle Immunantwort auf das Peptid #A67 aus humanem Aggrecan, die in den
B27-transgenen Mausen gefunden wurde, konnte in der kleinen untersuchten Kohorte von
AS-Patienten nicht bestatigt werden. Hier schien das Peptid #A59 immunogener zu sein. Ob
in der Synovialflissigkeit von AS-Patienten tatséachlich verstarkt HLA-B27/Aggrecan-Peptid-

spezifische CD8" T-Zellen vorliegen, wurde in weitergehenden Untersuchungen gepriift.
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3.2.9 HLA-B27/Aggrecan-Peptid-spezifische cbs * T-Zellen in der

Synovialflissigkeit von AS-Patienten

Mit den HLA-B27/Aggrecan-Peptid-Tetrameren wurden mononukleédre Zellen aus der
Synovialflissigkeit von vier weiteren AS-Patienten untersucht und mit den Zellen aus drei

Kontrollpatienten verglichen (Tab. 11).

Tab. 11: HLA-B27/Aggrecan-Peptid-spezifische cbs * T-Zellen in der
Synovialflissigkeit von AS-Patienten. Jeweils 2 x 10° SFMNC wurden direkt mit dem
entsprechenden HLA-B27/Aggrecanpeptid-Tetramer gefarbt und nach Gegenfarbung mit
anti-CD8 der Anteil peptidspezifischer CD8" T-Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. (+)
>0,1 % aller CD8" T-Zellen waren auch Tetramer™.

Diagnose HLA-B27 Lfd. # Peptid im HLA-B27-Tetramer

#ALT #AST #A59 #A67

AS + 56 - + + +
+ 58 - - - -

+ 59 - - - +

+ 62 - + - +

ReA n.d. 57 - - - -
UOA + 60 - - - -
Uspa + 61 - - - -

Unmittelbar aus der Synovialflissigkeit und ohne peptidspezifische Kurzzeitstimulation
in vitro wurden in drei der vier AS-Patienten direkt CD8" T-Zellen nachgewiesen, die
spezifisch fur eines der untersuchten Aggrecanpeptide im Kontext von HLA-B27 waren. Im
Unterschied zum peripheren Blut war hier das Peptid #A67 wieder dominierend. In
Zellpraparationen aus Kontrollpatienten wurden mit den HLA-B27/Aggrecan-Peptid-
Tetrameren keine spezifischen CD8" T-Zellen gefunden. Damit wurde die Assoziation
dieses HLA-I-Molekils mit der AS nochmals bestéatigt und dartber hinaus auch direkt
gezeigt, dass die Prasentation von Aggrecanpeptiden an potentiell zytotoxische CD8"

T-Zellen eine Rolle in der lokalen Entziindung spielen kann.

Wegen des groRen Zellbedarfes und der seltenen Gelegenheit, gleichzeitig
Synovialflissigkeit und peripheres Blut vom gleichen Patienten fir Untersuchungen zur

Verflgung zu haben, war die parallele Untersuchung aktivierter Effektorzytokin-
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produzierender CD8" T-Zellen mit HLA-B27/Aggrecan-Peptid-spezifischen CD8" T-Zellen

technisch zunéchst nur bei wenigen Patienten maglich (Abb. 44).

A anti-CD28 SEB #ALT #AST #ASS #ABT
T 0,01% 355% 0,01% 0,02% 0,02% 0,06%
IF Ry .
Peptid: Kontrolle #AAT RABT #ABS YABT
B T 0,09% 0,03%
T
£
=
ki
l_

CcDs8

L

Abb. 44: IFN y-Sekretion von CD8 * T-Zellen in SFMNC bei einem AS-Patienten und
Vergleich mit der HLA-B27/#A67-Tetramerfarbung. (A) Jeweils 2 x 10° mononukle&re
Zellen aus der Synovialflissigkeit des Patienten 56 wurden in vitro 6 h mit 1 pg/ml
anti-CD28, 10 pg/ml SEB oder je 10 pg/ml der Aggrecanpeptide #A47, #A57, #A59 und
#A67 kultiviert. Nach Farbung mit anti-CD69, anti-CD8 und intrazellularer Farbung fur IFNy
wurde der Anteil der CD69"/IFNy" CD8'T-Zellen durchflusszytometrisch ermittelt und ist in
jedem Diagramm gezeigt. (B) Jeweils 2 x 10° SFMNC des Patienten 56 wurden direkt mit
dem entsprechenden HLA-B27/Aggrecanpeptid-Tetramer gefarbt und nach Gegenfarbung
mit anti-CD8 der Anteil peptidspezifischer CD8" T-Zellen durchflusszytometrisch bestimmt.

In den SFMNC aus dem untersuchten AS-Patienten wurden aus der intrazellularen
Zytokinfarbung nur nach vorheriger Inkubation mit dem Peptid #A67 vermehrt IFNy-
produzierende CD69'/CD8" T-Zellen beobachtet (Abb. 44 A). Zwar waren auch in der
Farbung mit dem HLA-B27/#A67-Tetramer peptidspezifische CD8" T-Zellen darstellbar
(0,17 %), doch lag ihr Anteil unter dem der fur das HLA-B27/#A57- (0,36 %) bzw.
HLA-B27/#A59-Tetramer (0,31 %). Mdglicherweise wurden also Uber die Peptid-spezifische
Induktion der IFNy-Produktion eine andere Subpopulation spezifischer CD8" T-Zellen
dargestellt als in den Tetramerfarbungen. Damit waren die Ergebnisse beider Methoden

nicht direkt vergleichbar und das wurde in den Folgeversuchen bertcksichtigt.
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3.2.7. ldentifikation = HLA-B27-restringierter Peptid e aus Bestandteilen der

extrazellularen Knorpelmatrix bei AS-Patienten

Es wurden zusatzlich zum Aggrecan die Proteinsequenzen von 20 weiteren Bestandteilen
der extrazellularen Knorpelmatrix daraufhin geprift, ob sie nonamere und dekamere Peptide
enthalten, die mit hoher Affinitdt HLA-B27 binden kénnen. Aus den Erfahrungen mit
Peptiden aus Chlamydia trachomatis und humanem Aggrecan wurde ein Bindungsscore
> 25 nach dem Epitopvorhersageprogramm SYFPEITHI als Kriterium flr eine hohe
Bindungsaffinitat definiert (Tab. 12 und Peptid-Sequenzen im Anhang). Die gewahlten
Parameter unterschieden sich von den von Atagunduz et al (180) untersuchten Peptiden
durch einen héheren Bindungsscore und einer erweiterten Anzahl von Knorpelproteinen und
Proteoglycanen.

Tab. 12: Aus humanen Knorpelproteinen und Proteogly = canen abgeleitete nonamere
(96) und dekamere (1) Peptide mit einem Bindungssco  re 225 fir HLA-B27.

Bestandteile der extrazellularen Anzahl fur die Bindung in HLA-B27
Knorpelmatrix identifizierte Peptide
Aggrecan 9
Anchorin 2
Asporin 1
Biglycan 4
CMP 2
COMP 2
Fibromodulin 3
Fibronectin 9
Kollagen Typ | 4
Typ Il 4
Typ lI 3
Typ V 18
Typ VI 20
Typ IX 6
Typ X 0
Typ Xl 4
Link Protein 2
Lumican 0
Versican 4
insgesamt 97

Insgesamt ergaben sich aus allen gepriften Sequenzen 96 potentielle nonamere Peptide

und ein Decamer. Diese synthetischen Peptide wurden in 11 Pools mit je 3-10
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Einzelpeptiden eingeteilt. Peptide mit vergleichbaren Bindungsaffinitdten wurden in den
Pools gruppiert, um zu verhindern, dass Peptide mit hoher Bindungsaffinitat eine mdgliche
Aktivierung von selbst-spezifischen CD8" T-Zellen durch Peptide mit niedrigerer
Bindungsaffinitat Uberdecken. Die Peptide #K91 und #K94 aus Kollagen Typ | wurden

aufgrund ihres sehr hohen Bindungsscores nicht in Pools eingebunden.

Die Fahigkeit der so abgeleiteten Peptide, eine HLA-B27-abhangige CD8" T-Zellstimulation
zu induzieren, wurde mit PBMNC von 30 HLA-B27* AS-Patienten und zwei HLA-B27*
gesunden Probanden sowie SFMNC von drei HLA-B27° AS-Patienten mittels

durchflusszytometrischem Nachweises intrazellularen IFNy analysiert (Tab. 13).

Tab. 13: IFNy-Produktion aus CD8 * T-Zellen nach Stimulation mit definierten Pools
aus Knorpelpeptiden. Jeweils 2 x 10° PBMNC oder SFMNC wurden in vitro 6 h mit den
aus Knorpelpeptiden abgeleiteten Peptiden so inkubiert, dass fir jedes Einzelpeptid die
Konzentration bei 10 pg/ml lag. In parallelen Kulturen erhielten die PB/SFMNC 1 pg/mi
anti-CD28. Nach Farbung mit anti-CD69, anti-CD8 und intrazellularer Farbung fur IFNy
wurde der Anteil der CD69"/IFNy" CD8" T-Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Eine
Stimulation aus dem Peptidpool wurde dann als positiv bewertet (+), wenn der Anteil
IFNy"/CD69" CD8" T-Zellen mindestens doppelt so hoch war wie aus dem entsprechenden
Ansatz mit anti-CD28 allein.

Unter- Peptid Pool#

Diagnose suchungs- HLA-  Lfd.
g B27 # #K9L #K94 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

material
AS PBMNC + 21 . - . - -
n.d. 2 ) ) oL -
+ 23 ) i oL -
* 24 - - + + - - - - - - - - -
+ o5 ) i oL -
+ 26 - S T
n.d. 28 ) ) S .4+ L+ 4+ -
n.d. 29 ) ) oL -
+ 30 ) i oLl -
+ 31 ) i oLl -
* 33 + S S S S

99



Ergebnisse

Diagnose suchungs-

Unter-

material

HLA-
B27

Lfd.

#

Peptid
#K91 #K91

Pool

11

AS

PBMNC

+

+

34

35

36

37

38

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

52

54

55

9 10
+ -
-+
=+ -
=+ -

SFMNC

51

53

ReA

UOA

PBMNC

27

SF

39
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Die Einzelpeptide #K91 und #K94 induzierten bei jeweils drei der 35 untersuchten Patienten
eine erhodhte IFNy-Produktion. Auf die Pools mit den Knorpelpeptiden reagierten die
CD8" T-Zellen aus dem peripheren Blut von 11 der 30 AS-Patienten und aus der
Synovialflissigkeit von allen drei untersuchten AS-Patienten. Reaktionen auf die Peptide
des Pools 4 waren am haufigsten (20 %), aber auch Peptide aus Pool 1 (14 %), 7 (11 %)
und 9 (14 %) waren bei einigen AS-Patienten immunogen. Die Patientenzellen reagierten
nicht auf die Bestandteile des Pools 3. Bei den Kontrollpatienten ohne AS (7, 19) war
bezogen auf die Produktion von IFNy grundsatzlich keine Reaktion auf gepoolte

Knorpelpeptide zu beobachten.

Wurde eine CD8" T-Zell-Aktivierung mit einem spezifischen Pool gefunden, wurde ein
zweiter Stimulationsassay mit den Einzelpeptiden des jeweiligen Pools durchgefihrt, sofern
ausreichend mononukledre Zellen fir eine Restimulation zur Verfligung standen. Das war

bei 5 der insgesamt 13 positiven Proben méglich (Tab. 14).

Tab. 14. Effekt der Restimulation IFN y-produzierender CD8 * T-Zellen aus mit
Peptidpools stimulierten SFMNC durch Einzelpeptide aus humanen Knorpel. Jeweils
2x10° Zellen der Kulturen aus Tab.13 wurden invitro 6h mit 10 ug/ml des
entsprechenden Einzelpeptids inkubiert. Nach Farbung mit anti-CD69, anti-CD8 und
intrazellular  far  IFNy wurde der Anteil der CD69'/IFNy" CD8" T-Zellen
durchflusszytometrisch bestimmt. Der Anteil IFNy/CD69" CD8" T-Zellen innerhalb der
gesamten Kultur wurde dargestellt. Angaben in Prozent.

Diagnose Unter- HLA- Lfd.# Einzelpeptide
suchungs- B27
material #K53  #K56 #K67 #K75  #K87  #K89
AS PBMNC + 24 - - - - - -
+ 26 - - - - - -
+ 36 - - - - . 0,02

+ 44 0,02 0,03 0,04 0,04 0,03 -

SFMNC

+

51 - 0,02 0,02 - - -

Bei drei der funf Proben aus AS-Patienten, bei denen eine Restimulation mit den
Einzelpeptiden durchgefiihrt wurde, konnte auch eine Erhéhung des Anteils IFNy-
produzierender CD8" T-Zellen beobachtet werden. Bis auf die Peptide #K56 und #K67 aus
dem Pool 7, die jeweils aus den Zellen von zwei AS-Patienten eine Stimulation der
Produktion von IFNy bewirkten, waren die Peptide #K53, #K75, #K87 und #K89 bei jeweils

einer Probe wirksam.
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anti-CD28 SEB Pool 3 Pool 4 Pool ¥ Pool 11

0,03% 0,03%

0,01%

0,02% 0,02%

Peptid #K56 / \. Peptid #K67

CDE9

IF Iy

Abb. 45: Identifizierung selbst-spezifischer cbg * T-Zellen durch
durchflusszytometrische Analyse der IFN  y-Sekretion. Mononukledre Zellen aus der
Synovialflissigkeit des AS-Patienten 51 wurden invitro 6 h mit 1 pg/ml anti-CD28,
10 pg/ml SEB oder je 10 pg/ml des Knorpelpeptidpools (obere Reihe) bzw. mit je 10 pg/ml
der jeweiligen Einzelpeptide (untere Reihe) kultiviert. Der Anteil der CD69'/IFNy"
CD8" T-Zellen innerhalb der Gesamtpopulation wurde durchflusszytometrisch bestimmt
und in jedem Diagramm dargestellt.

Die SFMNC von Patient 51 zeigten nach Stimulation mit den Einzelpeptiden eine schwache
Reaktion auf die Peptide #K56 und #K67 aus Pool 7, wahrend alle anderen Einzelpeptide
keinen Effekt auf die IFNy-Expression hatten (Abb. 45).

Tab. 15: Aus humanen Knorpelpeptiden abgeleitete Ei nzelpeptide, die bei
AS-Patienten eine Stimulation der IFN y-Produktion induzierten.

Peptid Sequenz Herkunft, Struktur/Funktion Pool#
#K53 RRKGKGKGR Kollagen Typ V (a3-Kette), nicht helikal 4
#K56 GRPGADGAR Kollagen Typ V (a3-Kette), tripelhelikal 7
#K67 ARRLTLARR Kollagen Typ VI (a2-Kette), nicht helikal 7
#K75 GRRGDKGPR Kollagen Typ VI (a3-Kette), tripelhelikal und 7
Zellbindungsdoméne (RGD)
#K87 GRQGEKGAK Kollagen Typ XI (al-Kette) 4
#K89 GRPGADGGR Kollagen Typ Xl (al-Kette), tripelhelikal 8
#K91 LRYSKLYRL Biglycan, Leucine-rich repeats (LRR)-S3 Einzel
#K94 KRAYYNGISL Biglycan, LRR-T7 Einzel
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Im Ergebnis wurden 97 Peptide mit hoher Bindungsaffinitat fur HLA-B27 (178) aus
insgesamt 20 Proteinen theoretisch abgeleitet. Davon waren 8 in der Lage in vitro spezifisch
CD8" T-Zellen zur Produktion von IFNy zu stimulieren. Diese Peptide stammten
Uberwiegend aus Kollagenen (Typ V, VI, XI) und Biglycan. Auf diese Weise ist es gelungen,
neben den bereits vertffentlichten Knorpelantigenen, weitere immunogene Peptide aus der

extrazelludren Knorpelmatrix bei AS-Patienten zu identifizieren.

Die Identifizierung immunogener Knorpelantigene bei AS-Patienten kdnnte somit eine
Erklarung fur die Knorpel-abhéangige akute Entziindungspathologie bei AS-Patienten sein.
Im Folgenden wurde der Frage nachgegangen, inwieweit Chondrozyten dazu beitragen. Es

wurde die Fahigkeit von Chondrozyten untersucht, CD8" T-Zellen direkt zu stimulieren.
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3.3 Interaktionen von Chondrozyten und Peptid-spezi  fischen CD8 * T-Zellen

3.3.1 Expression von CD80 und HLA-B27 durch Chondro zyten in der in vitro -
Kultur

Zunachst wurden aus dem Femurkopf eines HLA-B27* AS-Patienten Chondrozyten
isoliert. Diese wurden in dreidimensionale Alginatkulturen gebracht, um den
Chondrozyten-Phanotyp zu  stabilisieren.  Funktionelle  Untersuchungen  der
Chondrozyten wurden mit aus dem Alginat ausgewanderten Zellen in der Monolayer-
Kultur durchgefiihrt. Uber spezifische Farbungen fiir Kollagen Typ | bzw. Typ Il wurde

der Differenzierungsgrad der Zellen im Laufe der Monolayer-Kultur bestimmt (Abb. 46).

Kollagen Typ Il Kollagen Typ |

P2

P5

Abb. 46: Invitro -Phanotyp humaner Chondrozyten aus dem Gelenkknorpe l.
Chondrozyten (3x10%ml) aus dem hyalinen Gelenkknorpel wurden in
dreidimensionalen Alginatkulturen angeziichtet. Die ausgewanderten Chondrozyten
wurden nach der zweiten (P2) und 5. Passage (P5) auf Glasplattchen gebracht. Diese
Monolayer-Kulturen der humanen artikularen Chondrozyten wurden mit anti-Kollagen
Typ Il (rot; linke Seite) bzw. anti-Kollagen Typ | (rot; rechte Seite) gefarbt. Die
Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau) und die Zellen wurden in der
Fluoreszenzmikroskopie beurteilt. OriginalvergréRerung: x400.

Chondrozyten aus der zweiten Passage waren abgerundet und produzierten
Uberwiegend das fur differenzierte Chondrozyten charakteristische Kollagen Typ Il. Zu
diesem Kulturzeitpunkt war die Produktion von Kollagen Typ | gering. Uber einen
Kultivierungszeitraum von 5 Passagen verloren die Chondrozyten im Monolayer ihren
spezifischen Phanotyp. Die Dedifferenzierung machte sich durch ein Fibroblasten-

ahnliches Aussehen der Zellen und die starke Produktion von Kollagen Typ | bemerkbar.
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Die Kultivierung im Alginat ermdglichte es prinzipiell, Chondrozyten uber lange Zeit in
Kultur zu halten, wobei Chondrozyten kontinuierlich aus dem Alginat auswanderten. Da
eine mogliche langsame aber sukzessive Anderung des Phanotyps auch die Fahigkeiten
der Chondrozyten zur Antigenpréasentation betreffen konnte, wurden in allen folgenden
funktionellen Experimenten ausschliel3lich Chondrozyten aus der zweiten Passage, nach

Beginn der Kultivierung im Alginat, als Monolayerkulturen eingesetzt.

Zunachst sollte der Frage nachgegangen werden, inwieweit und unter welchen
Bedingungen Chondrozyten auf ihrer Oberflache die kostimulatorischen Molekiile CD80
und CD86 exprimieren (Abb. 47 - 49).
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Abb. 47: Expression kostimulatorischer Molekdle fur die T-Zellaktivierung durch

Chondrozyten. Humane artikulare Chondrozyten wurden in Alginat kultiviert. (A)
Ausgewanderte Zellen der 2. Passage wuchsen auf Glasplattchen und wurden mit
anti-CD80, anti-CD86 oder einem entsprechenden Kontrollantikbrper geféarbt und
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Originalvergrof3erung: x400. (B) Parallel wurden
adharente Zellen in Suspension gebracht und mit Antikérpern gegen Kollagen Typ II,
CD80, CD86 oder mit einem Kontrollantikbrper gefarbt. Die Antikérperbindung wurde
mittels Vielfarben-Durchflusszytometrie ermittelt. Alle Plots stehen exemplarisch fir
Chondrozyten aus 5 verschiedenen Hufkdpfen. (C) Als positive Kontrolle in der
Duchflusszytometrie wurde die Farbung fir die Kostimulatoren CD80 und CD86 bei
CD14" dendritischen Zellen durchgefiihrt.
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Der chondroide Phanotyp in vitro expandierter Chondrozyten wurde tber die Expression
von Kollagen Typ Il bestatigt. Wahrend eine CD86-Expression in den Chondrozyten nicht
beobachtet werden konnte (nur 0,9 % + 0,9 % der Kollagen Typ II" Zellen waren auch
CD86%), exprimierte etwa die Halfte der Kollagen Typ II' Chondrozyten das
kostimulatorische Molekil CD80 (45 % =5 %) (Abb. 47 B). Die Kontrollanséatze mit
dendritischen Zellen als Beispiel fur professionelle APC bestatigten die Spezifitat der fur
die Darstellung von CD80 bzw. CD86 verwendeten Antikdrper (Abb. 47 C).

In in situ-Schnitten des Gelenkknorpels von Femurkdpfen von AS-Patienten wurde
gezeigt, dass naive Chondrozyten kein HLA-B27 produzierten (Abb. 28, 29). In
Bereichen, die morphologisch Zell-Cluster (proliferierende Chondrozyten) zeigten, waren
die Chondrozyten HLA-B27" (vgl. Abb. 28, 29). Die insitu Ergebnisse legten die
Vermutung nahe, dass durch die knorpelnahe akute Entziindungpathologie die
Expression von HLA-B27 auf den Chondrozyten hochreguliert werden kdnnte. Daher
wurde mit verschiedenen rekombinanten pro-inflammatorischen Zytokinen getestet, ob

sich die Expression von HLA-B27 in vitro induzieren lasst (Abb. 48).
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Isotypkontrolle HLA-B27
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Abb. 48: Expression von HLA-B27 durch humane Chondr  ozyten in vitro . Artikulare
Chondrozyten auf Glasplatichen (wie fir Abb. 47 A beschrieben), wurden in vitro mit
0,5 ng/ml IFNy, 50 ng/ml TNFa, 50 ng/ml IL-6 oder 100 ng/ml IFNa fir 48 h behandelt.
Danach wurden die Chondrozyten mit fluoreszenzmarkierten Antikbrpern gegen
HLA-B27, Klon HLA-ABC-m3 (rot, rechte Seite) bzw. der Isotypkontrolle IgG2a (rot,
linke Seite) gefarbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gegengefarbt und die Zellen
in der Fluoreszenzmikroskopie beurteilt. Originalvergréf3erung: x400.

Nach 48 h in vitro-Stimulation mit 0,5 ng/ml IFNy waren 98 % aller Chondrozyten aus
einer Kultur HLA-B27*. Unter vergleichbaren Kulturbedingungen waren die anderen
untersuchten proinflammatorischen Zytokine weniger effizient als das IFNy. Die
Stimulation mit TNFa erbrachte in 29 % der Chondrozyten eine detektierbare Expression
von HLA-B27. Mit maximal 4 % war die Expression von HLA-B27 durch humane
Chondrozyten in Gegenwart von 50 ng/ml IL-6 oder 100 ng/ml IFNa jeweils deutlich
niedriger als bei den anderen untersuchten Zytokinen, so dass in den folgenden
funktionellen Untersuchungen die Chondrozyten mit 0,5 ng/ml IFNy vorbehandelt

wurden.
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Die histologische Auswertung von mit IFNy stimulierten Chondrozyten wurde durch die

Darstellung der Zellen in der LSM erganzt (Abb. 49).
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Abb. 49: Expression von HLA-B27 durch humane Chondr  ozyten. Humane artikulare

Chondrozyten, die aus dem Alginat ausgewandert waren (wie fur Abb. 47 A
beschrieben), wuchsen adharent auf Glasplattchen. (A) Unbehandelte (obere Reihe)
oder mit 0,5 ng/ml IFNy fur 48 h stimulierte Kulturen (untere Reihe) wurden mit
fluoreszenzmarkiertem anti-Kollagen Typ Il (rot), anti-HLA-B27, Klon HLA-ABC-m3
(grtin) und DAPI (blau) gefarbt und mittels LSM analysiert. Originalvergréf3erung: x640.
(B) Aus jeder Kultur wurden von jeweils 100 Kollagen Typ II" Chondrozyten die
Expression von HLA-B27 bestimmt. Mittelwerte + SD aus vier vergleichbaren
Experimenten.

Die LSM bestétigte die Morphologie von HLA-B27* Chondrozyten. Wie auch zuvor in der
Fluoreszenzmikroskopie gezeigt, war der Anteil HLA-B27 exprimierender Chondrozyten
aus den Kulturen mit 0,5 ng/ml IFNy fir 48 h signifikant erhéht im Vergleich zu
unstimulierten Chondrozyten (p = 0,029).

Die Behandlung von CD80" Chondrozyten mit dem proinflammatorischen Zytokin IFNy
bewirkte die Hochregulation von HLA-B27 und stellte damit die Voraussetzungen fur die
Untersuchungen zur Antigen-spezifischen CD8" T-Zell-Stimulation durch Chondrozyten

her.
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3.3.2 Herstellung einer Antigen-spezifischen CD8  * T-Zell-Linie

Bei dem HLA-B27" AS-Patienten, von dem humane Chondrozyten in der Alginatmatrix
kultiviert wurden, konnte in den mononuklearen Zellen des peripheren Blutes eine
HLA-B27-restringierte Antigen-spezifische CD8" T-Zell-Antwort identifiziert werden. Bei
dem Antigen handelte es sich um EBNAzg26, €inem HLA-B27-restringierten
immundominanten Peptid aus dem Epstein Barr Virus. Eine Antigen-spezifische
CD8" T-Zell-Antwort auf Knorpelantigene konnte bei diesem Patienten nicht festgestellt
werden. Um das Potential der Chondrozyten fur eine HLA-I-restringierte Prasentation
von Antigenen gegeniiber CD8" T-Zellen zu untersuchen, bedienten wir uns eines
Modellsystems mit einer EBNAusg.s6-Spezifischen autologen HLA-B27-restringierten
CD8" T-Zell-Linie (Abb. 50).

anti-CD28 SEB EBMNA, 5 265
0,07 % H 4,6% 4 1,25%
£ Stunden
0,4% 27.8% 40,1%
14 Tage
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Abb. 50: Induktion von EBNA ,s5.0¢6-spezifischen CD8 * T-Zellen in vitro . PBMNC von
HLA-B27" und EBV-seropositiven Spendern wurden in der Anwesenheit von 1 ug/ml
anti-CD28, 10 pug/ml SEB bzw. 10 pug/ml EBNA.ss.266-Peptid flr 6 h oder fur 14 Tage mit
einmaliger Restimulation durch das entsprechende Agens kultiviert. Die Zellen aus der
Kultur wurden fir CD69, IFNy und CD8 gefarbt. Die Anteile der durch Vielfarben-
Durchflusszytometrie ermittelten CD69+/IFNy+/CD8+ T-Zellen sind gezeigt. Plots sind
exemplarisch fur jeweils mindestens drei Kulturansatze mit PBMNC aus 3 Spendern.

Nach einer Kurzzeitstimulation tber 6 h mit dem EBNA.sg.66-Peptid in Gegenwart
professioneller APC aus PBMNC produzierten bis zu 1,25 % aller CD8" T-Zellen IFNy.
Eine Fortsetzung der Antigen-spezifischen in vitro-Stimulation mit dem EBNA.sg 266-

Peptid in Gegenwart autologer APC aus dem peripheren Blut Uber weitere 14 Tage
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fuhrte zu einer signifikanten Steigerung (p = 0,029) des Anteils IFNy-produzierender
CD8" T-Zellen (31,6-51,8%). Der Effekt der Peptid-Stimulation war Uber den
Kultivierungszeitraum von 14 Tagen starker als die unspezifische Stimulation mit SEB
(40 % vs. 28 %). Die Inkubation mit anti-CD28 zeigte weder nach 6 h, noch nach

14 Tagen eine intrazellulare Ansammlung von IFNy in CD8" T-Zellen.

Mit Hilfe dieser Antigen-spezifischen Kulturen standen also ausreichend préa-aktivierte
CD8+ T-Zellen fur funktionelle Untersuchungen zur HLA-B27-vermittelten Interaktion von

Chondrozyten mit potentiell zytotoxischen CD8" T-Zellen zur Verfligung.

3.3.3 Etablierung der Bedingungen fir die Kokultur von Chondrozyten und
T-Zellen

Ausgangspunkt fur die Kostimulations-Experimente waren zwei verschiedene Zell-Typen
mit unterschiedlichen Eigenschaften, fur die geeignete Kulturbedingungen gefunden

werden mussten.

Chondrozyten adharierten und wuchsen nur in ihrem spezifischen Chondrozyten-
Medium (Daten nicht gezeigt). Daher wurde zunachst getestet, ob die CD8+ T-Zellen in
diesen Medien ihre spezifische Funktion erhielten. Dazu wurden dendritische Zellen als
professionelle APC gemeinsam mit Antigen-spezifischen T-Zellen in zwei verschiedenen
Kulturmedien inkubiert und die IFNy-Produktion der CD8" T-Zellen bestimmt (Abb. 51).

anti-CD28 SEB EBNA,z5 266
A

0,04 % ] 9.31% 48,37 %
B

0,23% i 10,35%
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Abb. 51: Etablierung des Kulturmediums fir die Koku ltur von T-Zellen mit APC.
Dendritische Zellen (1x106) wurden mit 10 ug/ml EBNA;sg 266-Peptid inkubiert und nicht-
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gebundenes Peptid anschlieRend ausgewaschen, bevor die Zellen in Kokulturen mit
5x10° Zellen einer autologen EBNA,ss.266-Peptid-spezifischen CD8" T-Zell-Linie vom
Tag 14 zusammen in Kultur gebracht wurden. Als Kontrollen wurden die T-Zellen mit
1 pg/ml anti-CD28 oder 10 pg/ml SEB behandelt. Die Versuche wurden parallel in AB-
Medium (A) und Chondrozyten-Medium (B) durchgefiihrt. Nach 6 h wurden die Zellen
fur CD69, IFNy und CD8 gefarbt. Die Anteile der durch Vielfarben-Durchflusszytometrie
ermittelten CD69+/IFNy+/CD8+ T-Zellen sind gezeigt.

Unabhéangig vom verwendeten Zellkulturmedium lag der Anteil IFNy-produzierender
CD8" T-Zellen aus den Suspensions-Kulturen, nach Stimulation mit EBNA,ss.266-Peptid-
gepulsten dendritischen Zellen, bei 50 + 5,6 % aller CD8" T-Zellen. Das Medium hatte
somit keinen unspezifischen Einfluss auf die Peptid-spezifische Aktivierung der
CD8" T-Zellen und konnte als fur die Chondrozyten geeignetes Kulturmedium in den

Kokulturexperimenten verwendet werden.

Auch in anderer Hinsicht waren die Chondrozyten der in der Kokultur experimentell
schwerer darzustellende Zelltyp. So wurde zunéchst die Stabilitat der Immunfarbung far
HLA-B27 nach Behandlung von Zellen mit Trypsin und chelierenden Agenzien
untersucht (Abb. 52).

Isotypkontrolle HLA-B27

Kultur auf
Glasplattchen

Cytospins

Abb. 52: Effekt von Trypsin/EDTA auf HLA-B27 bei hu manen Chondrozyten .
Humane artikulare Chondrozyten nach Alginat-Kultur wurden in vitro 48 h mit 0,5 ng/ml
IFNy behandelt. (A) Die Zellen wuchsen wie in Abb. 47 A beschrieben adhéarent auf
Glasplattchen. (B) Chondrozyten wurden mit Trypsin/EDTA-L6sung abgeldst und dann
mittels Cytospin wieder auf Objekttrager transferiert. Alle Zellen wurden mit
fluoreszenzmarkierten Antikbrpern gegen HLA-B27, Klon HLA-ABC-m3 (rot: rechte
Seite) bzw. der Isotypkontrolle IgG2a (rot: linke Seite) gefarbt. Die Zellkerne wurden mit
DAPI (blau) gegengefarbt und die Zellen in der Fluoreszenzmikroskopie beurteilt.
OriginalvergroRerung: x400.
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Auf den Chondrozyten, die direkt auf den Glasplattchen wuchsen, konnte die Expression
von HLA-B27 unter Zugabe von 0,5 ng/ml IFNy nachgewiesen werden. Im Gegensatz
dazu erschienen die Zellen, die zunachst abgeldst und wieder auf Objekttrager mittels
Zytozentrifugation aufgebracht wurden, trotz der Inkubation mit IFNy negativ fir
HLA-B27. Ob durch die enzymatische Wirkung des Trypsins HLA-B27-Molekiile komplett
verloren gingen oder die Verfugbarkeit des Epitops des verwendeten monoklonalen

Antikorpers verandert war, wurde hier nicht weiter untersucht.

Um die Adharenz als optimale Bedingung fur die Kostimulation beibehalten zu kénnen,
wurde ebenfalls mit dendritischen Zellen getestet, ob sich CD8" T-Zellen auch in

Gegenwart adharenter APC stimulieren lieRen (Abb. 53).

anti-CD28 SEB EBNAys35.266
A
0,07 %
B
0,07 % 543%
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Abb. 53: Etablierung Bedingungen fir die Bereitstel lung von APC in der Kokultur.
Dendritische Zellen wurden mit 10 ug/ml  EBNAysg.66-Peptid  inkubiert, und
ungebundenes Peptid ausgewaschen, bevor diese Zellen in Kokulturen mit Zellen einer
autologen EBNAsg066-Peptid-spezifischnen CD8* T-Zell-Linie fur 6h in  Kultur
genommen wurden. Die dendritischen Zellen wurden entweder vor der Stimulation
abgel6st (A) oder adhéarierten am Boden einer 24-well-Platte (B). Als Kontrollen wurden
die T-Zellen mit 1 pug/ml anti-CD28 oder 10 pug/ml SEB stimuliert. Die Zellen aus den
Kulturen wurden fur CD69, IFNy und CD8 gefarbt. Die Anteile der durch Vielfarben-
Durchflusszytometrie ermittelten CD69+/IFNy+/CD8+ T-Zellen sind gezeigt.

Auch in diesem Ansatz zeigten die CD8" T-Zellen unter den verschiedenen Bedingungen
eine vergleichbare IFNy-Sekretion (44 £ 4,6 % vs. 35 + 5,7 %) nach Peptid-spezifischer

Stimulation.

Aus diesen Ergebnissen wurde der Schluss gezogen, dass die Fahigkeit der

Chondrozyten zur Aktivierung von Effektor-T-Zellen in Kokulturen adhérierter, mit
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0,5 ng/ml IFNy vorbehandelter Chondrozyten mit Zellen aus autologen EBNAsg 266~

Peptid-spezifischen CD8" T-Zell-Linien untersucht werden konnte.

3.3.4 HLA-B27-abhangige Aktivierung von CD8 * T-Zellen durch humane
Chondrozyten

Durch die Verfugbarkeit von in vitro kultivierbaren Chondrozyten und einer Antigen-
spezifischen CD8" T-Zell-Linie vom gleichen Patienten, bestand die einmalige
Mdoglichkeit zu studieren, ob Chondrozyten aus dem Femurkopf bei AS-Patienten

autologe, Antigen-spezifische CD8+ T-Zellen HLA-B27-restringiert stimulieren (Abb. 54).

anti-CD28 SEB

0.5% : 29.8%

Kontroll-Peptid EBNA 545 265

0.7% 35%
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Abb. 54: Aktivierung EBNA s5.06¢-Spezifischer CD8 * T-Zellen in der Anwesenheit
von autologen artikularen Chondrozyten invitro . Zellen der EBNAsg.266-
spezifischen CD8" T-Zell-Linie von Tag 14 (vgl. Abb. 50) wurden in MCTC mit IFNy-
behandelten humanen Chondrozyten inkubiert, die vorher mit 10 ug des EBNAsg 266
Peptides oder mit einem irrelevanten Peptid beladen wurden. Als Kontrollen wurden die
Zellen der Linie mit 1 pg/ml anti-CD28 oder 10 pg/ml SEB in Anwesenheit von
Chondrozyten stimuliert. Nach 6 h wurden die Frequenzen der CD69" IFNy" CD8"
T-Zellen durch Vielfarben-Durchflusszytometrie ermittelt. Représentative Darstellung fur
vier unabhangige Experimente.

Wurde die EBNAsg e6-Spezifische T-Zell-Linie in MCTC mit HLA-B27+ autologen
IFNy-behandelten und EBNA,ss.66-Peptid beladenen Chondrozyten inkubiert, war der
Anteil IFNy"'CD8" T-Zellen signifikant erhoht (1,7 - 3,6 %) im Vergleich zu MCTC, die mit
einem irrelevanten Kontrollpeptid (0,4 - 1,4 %) beladen waren (p = 0,034). Der anti-CD28

Antikérper als Negativkontrolle induzierte keine IFNy-Produktion in den CD8" T-Zellen
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der EBNAss.66-Spezifischen Linie (0,4 -1,8% aller CD8" T-Zellen). Eine deutliche
Erhohung des Anteils IFNy'CD8" T-Zellen in Anwesenheit des Superantigens SEB auf
24,4 - 35,9 % aller CD8" T-Zellen zeigte, dass die T-Zellen grundsétzlich gut stimulierbar

waren.

Wenn auch nicht so effizient wie professionelle APC aus dem peripheren Blut,
induzierten humane Chondrozyten Antigen-spezifisch die Ausschittung von
proinflammatorischem IFNy in préaaktivierten CD8* T-Zellen. Dies zeigte, dass
Chondrozyten in der Tat im Sinne von nicht-professionellen APC an einer T-Zell-

Aktivierung beteiligt sein kénnten.

3.3.5 Histologische Analyse spezifischer Zell/Zell- Interaktionen zwischen
aktivierten Chondrozyten und CD8 * T-Zellen

Ob der zellulare Effekt der Peptid-abhangigen Stimulation von CD8" T-Zellen durch
Chondrozyten direkt mittels Immunfluoreszenzmikroskopie detektierbar war, wurde
anschlieRend untersucht. Dazu wurden die Bedingungen fir fluoreszenzbasierte
mikroskopische Untersuchungen von Kokulturen etabliert. Gemischte Kulturen von
T-Zellen einer EBNAsg.066-Spezifischen Linie und autologen mit dem EBNAgsg »56-Peptid
beladenen dendritischen Zellen wurden auf Glasplattchen fur 6 h kokultiviert und
bewertet (Abb. 55).

T-Zellen

/_/
-~ /
T-Zellen ./
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Abb. 55: Etablierung der Bedingungen fir die Kokult ur peptidspezifischer
CD8" T-Zellen mit APC fiur eine fluoreszenzbasierte zyto logische Analyse.
Gemischte Kulturen von 5 x 10° T-Zellen und 1 x 10° dendritischen Zellen, die mit 10 ug
des EBNA;sg 266-Peptides beladen waren, wurden fir 6 h auf Glasplattchen kokultiviert.
Die Zellen wurden mit PFA fixiert und mit anti-CD3 (rot), anti-HLA-B27, Klon
HLA-ABC-m3 (griin) und DAPI (blau) gefarbt. Anschlie3end wurden die Kulturen in der
Fluoreszenzmikroskopie beurteilt. Die abgebildeten Bereiche sind exemplarisch fir
jeweils mindestens drei parallele Kulturansatze. OriginalvergrofRerung: x400.

Die Kokultivierung Peptid-spezifischer CD8" T-Zellen mit APC in Objekttragerkulturen

ermdglichte einen Einblick in die zellularen Wechselwirkungen der beiden eingesetzten
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Zelltypen. Die T-Zellen traten mit den Antigen-gepulsten dendritischen Zellen in Kontakt
und richteten ihre Oberflachenrezeptoren (CD3) zur Kontaktstelle hin aus. Unter den
gleichen Bedingungen wurden die MCTC analysiert und nach Kontakten zwischen
T-Zellen und Chondrozyten gesucht (Abb. 56).

Koellagen Typ I CcDs0 DAPI overlay

Lymphozyt

Chondrozyt )

Abb. 56:  Zytologische Analyse der Stimulation EBNA 258-266-Spezifischer
CD8" T-Zellen durch Peptid-beladene humane Chondrozyten . Unter den fiur die
Abb. 55 beschriebenen Bedingungen wurden gemischte Kulturen von 5 x 10* T-Zellen
und 1 x 10° IFNy-behandelten, humanen Chondrozyten, die mit 10 pg des EBNA;s5.266-
Peptides beladen waren, fir 6 h kokultiviert. Die Zellen wurden mit PFA fixiert und mit
anti-Kollagen Typ Il (rot), anti-CD80 (grin) und DAPI (blau) gefarbt. AnschlieRend
wurden die Kulturen in der LSM beurteilt. Die abgebildeten Bereiche sind exemplarisch
fur jeweils mindestens drei parallele Kulturanséatze. Originalvergrof3erung: x640.

Wurden Peptid-beladene humane Chondrozyten und Zellen einer EBNAusg.66-
spezifischen T-Zell-Linie mikroskopisch unmittelbar aus dem zellularen Kontext einer
Kokultur untersucht, konnte die raumliche Zuordnung als Bedingung CD8* T-Zell-
vermittelter zytotoxischer Wirkung studiert werden. Chondrozyten in unmittelbarer
Nachbarschaft von T-Zellen wiesen Anzeichen morphologischer Veranderungen auf, die
auf eine mogliche Lyse der Chondrozyten schlieRen lieRen (Abb. 56 ,DAPI*). Daraufhin
wurde in solchen Kokulturen die Expression von zytolytischen Molekilen durch
CD8+ T-Zellen untersucht.

3.3.6  Induktion zytotoxischer Molekiile in CD8 * T-Zellen mit Hilfe von EBNA ;55266

Peptid beladenen, autologen humanen Chondrozyten

Im né&chsten Schritt wurde danach gefragt, ob Peptid-beladene, autologe artikulare
Chondrozyten eine zytotoxische CD8" T-Zell-Antwort induzieren kénnen. Die Expression
der zytolytischen Proteine Perforin und Granzym B im Zell/Zell-Kontakt wurde

fluoreszenzbasiert mittels LSM analysiert (Abb. 57).
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A Perforin Granzyme B
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Abb. 57: Expression von Granzym B und Perforin durc h EBNA 355 266-Spezifische
CD8" T-Zellen in Gegenwart autologer Chondrozyten. In MCTC mit 5 x 10* Zellen
einer EBNA;sg 266-Spezifischen T-Zell-Linie und 1x10° IFNy-behandelten humanen
Chondrozyten, die mit 10 pg EBNAss.266-Peptid oder dem irrelevanten Peptid #Chl138
beladen waren, wurden die Zellen fur 6 h auf Glasplattchen kokultiviert (wie flr
Abb. 47 A beschrieben). (A) Die Zellen wurden mit Antikdrpern gegen Perforin (grun;
linke Seite) oder Granzym B (grtin; rechte Seite), CD80 (rot), CD3 (gelb) und mit DAPI
(blau) gefarbt. AnschlieBend wurden die Kulturen in der LSM beurteilt. Die abgebildeten
Bereiche sind exemplarisch fur jeweils mindestens drei parallele Kulturansatze.
OriginalvergroBerung: x640. (B) Der direkte Kontakt von Chondrozyten und
CD3" T-Zellen wurde aus der Mikroskopie quantifiziert. Mittelwerte + SD aus 100
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CD3" T-Zellen in drei verschiedenen Regionen der Kokulturen. p-Werte ermittelt mittels
T-Test.

Die Stimulation der Zellen einer EBNAussos6-Spezifischen T-Zell-Linie mit aktivierten
Chondrozyten, die mit dem entsprechenden Peptid beladen waren, zeigte in der
mikroskopischen  Darstellung  der  Kulturen enge  Zell/Zell-Kontakte  von
CD80" Chondrozyten zu in ihrer Gestalt veranderten T-Zellen. Eine fokale Anreicherung
des CD3" TCR und eine gestreckte Form der T-Zellen lieRen sich beobachten. Die
zytolytischen Molekile Perforin und Granzyme B wurden ebenfalls dort lokal vermehrt
gefunden, wo die CD3" T-Zellen direkt mit den Chondrozyten assoziiert waren
(Abb. 57 A).

Die Analyse ergab, dass 64 +12,5 % der Perforin® T-Zellen unmittelbaren Kontakt zu
den mit IFNy-behandelten humanen Chondrozyten hatten, wenn diese mit dem
EBNA,ss 266-Peptid beladen wurden (Abb. 57 B). Im Gegensatz dazu waren es nur
13 + 2 % der T-Zellen bei unbehandelten Chondrozyten. 12 + 5 % der T-Zellen befanden
sich in unmittelbarer Nahe zu Chondrozyten, die mit dem irrelevanten HLA-B27-
spezifischen Peptid #Chl138 behandelt worden waren. Morphologisch sahen die
T-Zellen aus den Kontrollansétzen nicht aktiviert aus. Sie hatten eine runde Gestalt und
ein niedriges Zytoplasma/Zellkern-Verhdltnis. CD3, Perforin und Granzym B wurden
gleichmaRig verteilt in den T-Zellen gefunden. In Anwesenheit von EBNAsg 266~
beladenen Chondrozyten konnten signifikant mehr Perforin® T-Zellen nachgewiesen
werden, im Vergleich zu den Kontrollen, die aus unbehandelten (p = 0,002) oder mit
irrelevanten Peptid gepulsten (p = 0,003) Chondrozyten bestanden. Der hohe Anteil
aktivierter und Perforin-produzierender T-Zellen, die an Chondrozyten angrenzten,
deutete auf das Potential der T-Zellen hin, Chondrozyten bei Antigen-spezifischen

Interaktionen zu lysieren (Abb. 58).
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Abb. 58: Zytolyse humaner EBNA ,s5.066-Peptid beladener autologer Chondrozyten
durch EBNA ,s5.066-spezifische CD8 * T-Zellen. Jeweils 5 x 10* Zellen einer
EBNA,ss.266-Spezifischen  T-Zell-Linie und 1 x 10° IFNy-behandelten humanen
Chondrozyten, die mit 10 ug EBNAyss66-Peptid beladen waren, wurden wie fir
Abb. 47 A beschrieben, fur 6 h auf Glasplattchen kokultiviert. Die MCTC wurden mit
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Antikorpern gegen Perforin (grin), CD80 (rot), CD3 (gelb) sowie mit DAPI (blau) gefarbt
und anschlieRend in der LSM beurteilt. Die abgebildeten Bereiche sind exemplarisch fir
mindestens drei parallele Kulturanséatze. (A) Ausschittung von Perforin durch eine
CD3" T-Zelle (weiRer Pfeil). (B) Punktformige Akkumulation von Perforin im Inneren von
CD80" Chondrozyten als Target-Zellen (weiRe Pfeile). (C) Lysierte Tagetzelle (weiler
Pfeil). OriginalvergroRerung: x640.

In der in vitro-Kultur von Zellen einer EBNA;sg 266-Spezifischen T-Zell-Linie und von
Chondrozyten, die mit dem entsprechenden im Kontext von HLA-B27 immunogenen
Peptid beladen waren, lie3 sich direkt mikroskopisch zeigen, dass die T-Zellen in
ummittelbarer Nachbarschft der Chondrozyten tatsachlich Perforin freisetzen
(Abb. 58 A). Dieses wurde punktformig akkumuliert in den CD80" Chondrozyten
nachgewiesen (Abb. 58 B). Bei einigen Zellen, die nach der GroRe des Zellkerns als
Chondrozyten identifiziert wurden, war kein Zytoplasma mehr darstellbar und die
Kernfarbung deutete auf eine Lockerung des Chromatins hin. Dieses wurde als Zeichen
einer Lyse der Chondrozyten durch die Wirkung unmittelbar benachbarter T-Zellen und

der durch sie freigesetzten zytolytischen Proteine gewertet (Abb. 58 C).

Zusammengefasst konnte erstmals in einem humanen System nachgewiesen werden,
dass Chondrozyten als nicht-professionelle APC fungieren kénnen und somit an der
Aufrechterhaltung einer lokalen Entziindung bei AS beteiligt sein kdnnten. Ein
IFNy-getriggerter, autokriner Kreislauf von T-Zell-vermittelter Aktivierung der
Chondrozyten in einem entziindlichen, gelenkspezifischen Millieu wére eine interessante
Hypothese fiir eine HLA-B27-restringierte zytotoxische Reaktion durch CD8" T-Zellen.
Diese Daten zur Interaktion von Chondrozyten und Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen

fuhrten zu einer Publikation (181).
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde nach experimentellen Erklarungen zur Pathogenese der
SpA gesucht. So ist bisher unverstanden, ob und wenn ja, wie eine HLA-B27-restringierte
CD8" T-Zell-Antwort zum Krankheitsgeschehen in den Gelenken bei SpA-Patienten
beitragen kdnnte. Welche Rolle spielt dabei die Assoziation eines definierten HLA-Peptid-
Komplexes, wie das HLA-B27 Molekdil, an der T-Zell-vermittelten Immunantwort im Gelenk?
Um dies zu klaren, wurden bakterielle Peptide und gelenkspezifische, autologe Peptide in
den Fokus der Analyse mit einbezogen. Anhand von Patientengewebe wurde untersucht,
inwieweit CD8" T-Zellen am primaren Entziindungsort vorliegen und wie ihre Anwesenheit
mit pathologischen Veranderungen korreliert. Diese Experimente flhrten schlieRlich zu der
Frage, ob Chondrozyten als nicht-professionelle APC an der HLA-B27-restringierten

Antigenprasentation gegeniiber CD8" T-Zellen beteiligt sind?

In der vorliegenden Arbeit wurde systematisch die Histopathologie von Oberschenkelkdpfen
von AS-Patienten mit Coxitis untersucht. Das Gewebe ist im Vergleich zu den bei dieser
Erkrankung ebenso verdnderten Wirbelgelenken, Sakroiliakalgelenken oder Enthesien
leichter zugénglich. Etwa 20 % der AS-Patienten erleiden eine schwere Coxitis (182), die
bei 5% der AS-Patienten eine Huftgelenksersatzoperation erfordert (183). Zudem nimmt
man an, dass in Hiuftgelenken festgestellte Verdnderungen die  akute
Entzindungspathologie an weniger gut zuganglichen Gelenken gut widerspiegeln. Bei der
vorliegenden Untersuchung der Immunpathologie subchondraler Bereiche von Femurkdpfen
bei AS-Patienten wurde eine signifikant hohere Anzahl subchondraler T-Zellen in Bereichen
mit Knorpel auf der Oberflache, als in Bereichen ohne Knorpel festgestellt (Abb. 16). Die
subchondrale T-Zell-Infiltration schien von der Anwesenheit von Knorpel auf der
Gelenkoberflache abhangig zu sein und war signifikant verringert, sobald der Knorpel im
Krankheitsverlauf zerstért war. Diese Beobachtungen unterstiitzen die Hypothese, dass
T-Zellen eine wichtige Rolle in der Pathogenese der AS spielen, und dass Knorpelantigene

eine T-Zell-vermittelte Immunreaktion stimulieren kdnnten.

Die erste histopathologische Beschreibung eines solchen Befundes stammt aus den 1960er
Jahren. Ein AS-Patient zeigte im Femurkopf eine Coxitis mit einer Granulation, die von der
subchondralen Seite in das Gelenk hineinragte (184). Histopathologische Untersuchungen
der Sakroiliakalgelenke bei AS-Patienten zeigen subchondrale Infiltrate von mononuklearen
Zellen als friheste Veranderungen (63). Magnetresonanztomographische Untersuchungen
bestatigen akute Entziindungen in Sakroiliakalgelenken von AS-Patienten (185). Andere

Studien zeigen bei der immunhistologischen Untersuchung von Enthesien entziindeter Knie-
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und Huftgelenke vor allem Odeme und entziindliche Infiltrate, die in erster Linie aus CD8"

T-Zellen im Bereich des subchondralen Knochenmarkes bei AS-Patienten bestehen (110).

Weiterhin konnte im Rahmen dieser Arbeit bei den AS-Patienten sowohl an der
Knorpel/Knochen-Grenze als auch im subchondralen Knochenmark eine erhohte Anzahl der
CD34" BlutgefaRe nachgewiesen werden, was eine Entzindungs-induzierte
GefalRneubildung anzeigte (Abb. 19). Der Knorpel ist unter normalen Gegebenheiten ein
Gewebe ohne Blutgefalle, in dem die Chondrozyten, eingebettet in ihrer extrazellularen
Matrix, keinen Zugang zu Zellen des Immunsystems haben. Neoangiogenese ist bei
chronischen, inflammatorischen Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis bekannt und
ist dabei eines der frihesten histopathologischen Veranderungen in der Synovialmembran
(186). Sie ruft zusammen mit der Infiltration autoreaktiver T-Zellen und Makrophagen eine
Entzindung der Synovialmembran bei Patienten mit rheumatoider Arthritis hervor. Bei
SpA-Patienten konnte eine erhohte Gefal3dichte in der Synovialmembran peripherer
Gelenke beobachtet werden (187, 188). Die Synovitis tritt bei AS-Patienten im

Krankheitsverlauf erst sekundar auf (104).

Die Neoangiogenese ist ein komplexer Prozess, der unter der Kontrolle einer Vielzahl von
Signalmolekiilen steht, u.a. dem Vascular endothelial growth factor (VEGF). Ein
auslosender Reiz fur die Ausschuttung von VEGF ist Sauerstoffmangel in den Zellen
(Hypoxie). Bei der rheumatoiden Arthritis kommt dies durch den erhéhten metabolen Bedarf
zustande, den die hyperplastische Synovialmembran hat. Dies fuhrt zur verminderten
Durchblutung, und man findet eine Uberexpression VEGF-stimulierender Faktoren, den
sogenannten Hypoxie induzierenden Faktoren (HIF). VEGF steuert die Differenzierung
endothelialer Vorlauferzellen und die Proliferation von Endothelzellen in Gefa3strukturen. In
Tiermodellen der Arthritis konnte gezeigt werden, dass die Applikation angiostatischer
Faktoren (wie Angiostatin) die Neoangiogenese in der Synovialmembran unterdriicken und
damit eine verminderte Knorpeldestruktion hervorrufen (189, 190). Andere Versuche zeigen,
dass eine Blockierung von HIF (191) oder die Blockierung von VEGF Uber spezifische
Antikdrper (192) ebenfalls zur Hemmung der Neoangiogenese und damit zu einer geringer
ausgepragten Gelenkentziindung fihren. Das belegt, dass die Neoangiogenese fir die
Aufrechterhaltung der Entzindung und die Progression entziindliche Gelenkerkrankungen

von entscheidender Bedeutung ist.

Parallel zur Infiltration von CD4" und CD8" T-Zellen in den Knorpel ausgehend vom
subchondralen Knochenmark, fand ein Abbau der Knochenendplatte durch Osteoklasten
statt. Die Osteoklastendichte unterschied sich abhéngig von der Schwere der
Knorpelzerstérung. Die Anzahl der Osteoklasten war in Bereichen mit Knorpel auf der

Gelenkoberflache signifikant hoher als in Bereichen ohne Gelenkknorpel (Abb. 21). Diese
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Beobachtung deutete darauf hin, dass der Knochenabbau durch Osteoklasten bei SpA von
einem proinflammatorischen Milieu, mdglicherweise hervorgerufen durch eingewanderte
T-Zellen, beeinflusst wird. Dies stimmt mit Tiermodellen fir Arthritis Gberein. Mause, die das
proinflammatorische Zytokin TNFa Uberexprimieren, entwickeln eine destruktive Arthritis
(193). Werden diese TNFa-transgenen Mause mit c-fos Knock-out Mausen gekreuzt, die
keine funktionellen Osteoklasten besitzen, findet keine Knochenzerstérung statt. Eine
Gelenkentziindung wird wegen der Uberexpression von TNFa trotzdem entwickelt (194).
Werden die Osteoklasten im experimentellen Arthritismodell in ihrer Funktion mittels

Biphosphonaten blockiert, kann eine Hemmung der Knochenerosion belegt werden (195).

Osteoklasten sind fiur die Zerstdérung des Knochens bei Patienten mit rheumatoider Arthritis
verantwortlich und auch an den abbauenden Prozessen bei AS-Patienten beteiligt, wie die

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen.

Die Regulierung der Osteoklastenaktivitat geschieht tber mehrere Mechanismen. Die
Ausdifferenzierung von Osteoklasten aus Vorlauferzellen und deren Aktivierung wird vor
allem von RANKL induziert (196-199), der an seinen spezifischen Rezeptor RANK auf den
Osteoklasten bindet (200). RANKL wird von Osteoblasten, Stromazellen und T-Zellen
exprimiert (196-199, 201). Neben RANK und RANKL ist OPG als dritte Komponente in der
Knochenresorption involviert (202). OPG bindet an RANKL und antagonisiert somit alle
stimulierenden Effekte der RANK/RANKL-Interaktion auf die Osteoklasten. Ein
ausgewogenes RANKL/OPG-Verhaltnis ist fur das Gleichgewicht zwischen Knochenaufbau
und Knochenabbau unabdingbar. Stérungen dieses Gleichgewichtes wurden auch fir
rheumatische Erkrankungen beschrieben. Bei Patienten mit rheumatoider Arthritis ist die
Expression von RANKL im Vergleich zu Kontrollen erhoht, wie Expressionsuntersuchungen
der Synovialmembran auf transkriptionaler Ebene (203) und invitro Experimente mit
Synovialzellen (204) zeigen. AS-Patienten exprimieren RANKL in der Synovialmembran in
Bereichen mit T-Zell-Infiltraten (205), und auch OPG ist dort histologisch nachzuweisen
(206).

Die histologische Analyse von Huftgelenken der AS-Patienten mit Antikdrpern gegen RANK,
RANKL und OPG erbrachten jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen Bereichen
mit Knorpel auf der Gelenkoberflache oder ohne Knorpel. Um eine klare Aussage treffen zu

kénnen, waren groRere Fallzahlen notwendig.

An der Regulation der Differenzierung der Osteoklasten und dem Knochenabbau ist auch
TNFa beteiligt (207, 208). Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass
Osteoklasten ein relevantes Ziel der Beeinflussung durch TNFa-Blocker in AS-Patienten

sein kénnten. Bei der Behandlung der AS zeigen Biphosphonate, die die Aktivitat der
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Osteoklasten inhibieren, in jungen Patienten mit einer kurzen Krankheitsdauer eine bessere
Antwort, als bei Langzeit-AS-Patienten (209). Das deutet darauf hin, dass Osteoklasten in
spaten Krankheitsphasen, in denen auch Knorpel und inflammatorische Zell-Infiltrate nicht

mehr vorhanden sind, weniger bedeutsam sind, als in friihen reaktiven Entziindungen.

In spaten Entziindungsphasen der AS, in denen es zum Verlust der hyalinen Knorpelschicht
auf der Gelenkoberflache und des subchondralen Knochenmarks kommt (Abb. 14 d, e), war
die Anzahl von Osteoblasten im Vergleich zu Bereichen mit Knorpel signifikant erhoht
(Abb. 24). Dies spricht fir die Beteiligung von aktivierenden Osteoblasten an
Reparaturmechanismen und Knochenneubildung. Gelenkankylose und die Ausbildung von
Syndesmophyten in der Wirbelsdule kénnten als Reaktion auf die Entziindung auftreten
(210). Bei den Reparaturvorgangen wurde neuer Knochen und/oder knécherner Ersatz von
metaplastischem Knorpel gezeigt (Abb. 13 d, e€). Auch in den Bereichen ohne Knorpel eine
hohe Gefalidichte nachzuweisen (Abb. 19). Eine erhdhte Dichte von Blutgefal3en ist nicht

nur Entziindung assoziiert, sondern auch fiir die Neubildung von Knochen wichtig (211).

TNFa ist ein Botenstoff bei SpA und wird lokal an der Entziindungsstelle freigesetzt. Es
regelt pleiotrop die Funktion vieler verschiedener Zellen: Proliferation, Differenzierung,
Zytokinausschittung und Apoptose. Eine Blockade von TNFa kann auf unterschiedlichen
Ebenen eingreifen, jedoch sind die genauen molekularen Mechanismen noch unklar. Die
Wirksamkeit einer Therapie mit TNFa-Blockern zeigt sich bei Patienten mit AS in einer
signifikanten und anhaltenden Verbesserung und zur Regression der Krankheitsaktivitét
(212, 213). Eine Reduktion der Entziindung in den Sakroiliakalgelenken und in der
Wirbelsaule zeigen Magnetresonanztomographische Analysen (214). Die Entziindung bei
AS ist auch durch TNFa reguliert. Dies zeigen in situ Hybridisierungen und histologischen

Farbungen an Biopsien von Sakroiliakalgelenken (215, 216).

TNFa ist auch in die Degradation von Knorpel involviert und hat eine proapoptotische
Wirkung auf Chondrozyten (217-219). Es initiiert eine Kaskade von katabolischen
Prozessen im Knorpel: Suppression der Synthese von Komponenten der extrazellularen
Matrix, Aktivierung Matrix-degradierender Enzyme und Herabregulation der natirlichen
Inhibitoren dieser Enzyme (220-223). In diesen Mechanismus kdnnen TNFa-Blocker nicht
eingreifen. Die katabolen Effekte von TNFa in Chondrozyten konnen durch IL-10
herabreguliert werden (224) und ein gentherapeutischer Ansatz zur autologen

Transplantation IL-10-Uberexprimierender Chondrozyten in Knorpeldefekte ware denkbar.

Zusammenfassend deutet die Anwesenheit von T-Zellen, Hypervaskularisation und eine
groRe Anzahl aktivierter Osteoklasten wahrend akuter Entzindungsstadien bei AS-

Patienten auf eine gelenkzerstérende Beteiligung multipler Mechanismen hin. In spéteren
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Krankheitsstadien mit Gelenkbeteiligung sind eine erhdhte Osteoblastenaktivitat und eine
vermehrte GefalRdichte vorhanden. Die histopathologische Untersuchung zeigte einen
klaren Zusammenhang zwischen dem Nachweis von akuten entziindlichen Verédnderungen
mit T-Zell-Infiltraten und der Anwesenheit von Gelenkknorpel auf der Oberflache. Dies fiihrte
zu der Hypothese, dass CD8" T-Zell-Antworten auf Knorpelantigene solche

Entzindungsprozesse triggern.

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen wurde danach gefragt, welchen Ursprunges wohl
ein magliches, an der T-Zell-vermittelten Immunantwort beteiligtes Peptid, sein kénnte? Das
an der Prasentation spezifischer antigener Peptide involvierte Molekil HLA-B27 ist mit der
Pathogenese von AS und ReA stark assoziiert. Das stimulatorische Potential von HLA-B27-
restringierten Fremdantigenen (wie Peptide aus Chlamydia trachomatis) wurde bei
Patienten mit Chlamydien-induzierter ReA sowie bei mit AS-Patienten untersucht, da
20 - 40 % der HLA-B27" Patienten mit ReA in das Vollbild einer AS tbergehen konnen (52).
Zudem wurden gelenkspezifische Selbstantigene als potentielle Quelle arthritogener
Peptide analysiert, die durch HLA-B27 prasentiert werden und schlieB3lich zur Induktion

Antigen-spezifischer CD8" T-Zellen bei AS-Patienten fuhren konnen.

Ein haufiger Erreger einer ReA auslosenden Infektion ist Chlamydia trachomatis. Diese
Bakterien leben obligat intrazellular und kénnen tber den HLA-1 und -Il Weg prasentiert
werden. Chlamydia trachomatis ist u. a. in der Lage, eine HLA-I-restringierte Immunantwort
unter Beteiligung von CD8" T-Zellen zu induzieren (61, 62, 225). Dieser Umstand ist im
Hinblick auf die Krankheitsassoziation der SpA mit HLA-B27 wichtig, und ist daher auch

Gegenstand intensiver experimenteller Forschung bei dieser Arbeit gewesen.

Zunachst wurden Proteine von Chlamydia trachomatis mit zwei mathematischen
Algorithmen, einem sog. Epitop-Vorhersageprogramm (SYFPEITHI) (178) generiert und mit
dem zweiten Algorithmus, einem Programm zur Proteasomenanalyse dahingehend
Uberprift, ob die durch den ersten Algorithmus vorhergesagten Peptide auch tatséachlich
durch Proteasomen prozessiert werden kénnen. Der Proteasomen-Algorithmus versucht die
Funktion des enzymatischen Spaltungsprozesses im 20S Proteasom nachzuvollziehen
(226, 227) und berechnet immunrelevante Aminosaure-Motive. Beide Programme haben
eine Vorhersagekraft von ca. 90 % (178, 226). Zwolf Peptide, abgeleitet aus Proteinen von
Chlamydia trachomatis, konnten so in frilheren Experimenten als immunogen identifiziert
werden (62). Um den Nachweis zu erbringen, dass diese Peptide aus Chlamydia
trachomatis eine HLA-B27-restringierte CD8" T-Zellantwort bei ReA- und AS-Patienten
induzieren konnen, wurden HLA-B27/Chlamydia-Peptid-Tetramere hergestellt und

erfolgreich eingesetzt.
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T-Zellen erkennen Antigene nicht direkt, sondern Uber definierte Abbauprodukte im
Zusammenhang mit einem HLA-I oder II-Molekil auf APC. Nachdem die Generierung von
I6slichen HLA-I und -1l/Peptid-Monomeren (228) gelang, konnten Altman und Davis mithilfe
der Tetramerisierung eines HLA-A2/Peptid-Monomers uber Streptavidin erstmals Antigen-
spezifische CD8" T-Zellen nachweisen (135). Durch die Multimerisierung des HLA-I/Peptid-
Monomers zum HLA-I/Peptid-Tetramer kann die niedrige Affinitat eines TCR zu einzelnem
HLA-I/Peptid-Monomer (229-232) durch multiple (vier) Bindungsstellen so weit erhoht
werden, dass sie experimentell eine Bindung an Zellen zulasst (135). Mit Hilfe solcher HLA-
I/Peptid-Tetramere wurde inzwischen Physiologie, Funktion und Frequenz von CD8"
T-Zellen, vor allem bei viralen Entziindungen untersucht (147, 233-235). Die Arbeitsgruppe
um Paul Bowness beschrieb erstmals die Herstellung von HLA-B27/Peptid-Tetrameren
(136). Hierbei werden HLA-B27/Influenza-Peptid-Tetramere zur Analyse von HLA-B27-

restringierten Influenza-spezifischen TCR-Klonen eingesetzt.

Wahrend die Nutzung von HLA-I/Peptid-Tetrameren inzwischen weit verbreitet ist und
HLA-A2/Peptid-Tetramere bereits ein wichtiges Werkzeug in der Tumorimmunologie beim
Menschen sind (236-239), ist der Einsatz von HLA-B27/Peptid-Tetrameren bei HLA-B27-

assoziierten Erkrankungen bisher nicht beschrieben worden.

Erste Experimente mit HLA-B27/Peptid-Tetrameren an Patientenmaterial mit HLA-B27-
assoziierten Erkrankungen wurden in einer Arbeit von Kuon et al. vorgestellt (62). In diesen
Untersuchungen wurden in einem Patientenkollektiv von drei ReA-Patienten zwei
HLA-B27/Chlamydia-Peptid-Tetramere mit den Peptiden Chl#146 und Chl#195 getestet. Die
vorliegende Arbeit schliel3t an diese Untersuchungen mit einem grof3eren Patientenkollektiv
an, indem Funktionalitéat und Bindungseigenschaften von weiteren 12 HLA-B27/Chlamydia-

Peptid-Tetrameren analysiert wurden.

HLA-B27 ist ein au3ergewohnliches Molekil, weil es im Gegensatz zu anderen HLA-B-
Molekulen haufig fehlerhaft gefaltet wird. Eine Fehlfaltung kann unter anderem dazu fiihren,
dass sich zwei schwere Ketten zu einem HLA-B27-Homodimer zusammenlagern, das nicht
mehr mit der leichten Kette, dem [3,M assoziiert ist. Diese Art der Dimerisierung wird durch
die Aminosauresequenzen der beiden schweren Ketten ermdglicht, indem es infolge zweier
freier Sulfydylgruppen an den Cystein-Resten in Position 67 (Cys 67) (240-242) zur
Disulfidbriickenbildung und damit zur Bildung eines stabilen Homodimers und
unspezifischer Proteinaggregationen kommen kann (82, 85, 86, 136, 243). Die Position 67
in der sog. B-Tasche des Peptidbindungsbereichs (vgl. auch Abb. 2) wird auch in

Zusammenhang mit einer moglichen Rolle bei der Peptidselektion gebracht (244, 245).
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Um Homodimere und unspezifische Proteinaggregationen zu vermeiden, wurden fir unsere
Experimente schwere Ketten generiert, die statt des Cys67 einen Serinrest an dieser
Position trugen (243). Solche Konstrukte sind moglich, da Cys67 fur die Erhaltung der
Molekulstruktur ~ nicht  essentiell notwendig ist.  Allerdings wirden  grofe
Aminoséauresubstitutionen an Position 67, wie z.B. durch Tryptophan, Tyrosin oder Alanin,
eine begrenzte Konformationsanderung bewirken. Es wurde damals vermutet, dass der
Aminosaureaustausch zu einem Serinrest keinen Einfluss auf die Bindung HLA-B27-
spezifischer T-Zell-Epitope hat (246).

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten HLA-B27/Chlamydia-Tetramere, wurden
zunachst mit der modifizierten schweren Kette (Ser67) von HLA-B27 hergestellt. Die
Verwendung der HLA-B27/Chlamydia-Peptid-Tetramere flhrte zur ldentifizierung Antigen-
spezifischer, CD8" T-Zell-Antworten bei 5 von 8 HLA-B27" ReA-Patienten und bei einem
von drei HLA-B27" AS-Patienten (Tab. 4). Die aus Chlamydia trachomatis abgeleiteten
Peptide #Chi8, #Chl68, #Chl133 und #Chl195 erwiesen sich als eventuell immunologisch
relevant. Die niedrige Frequenz Antigen-spezifischer CD8" T-Zellen war mit Ergebnissen
aus friheren Studien vergleichbar (62) und erschwerte teilweise eine Abgrenzung zu
unspezifischer Hintergrundfarbung. Um die Ergebnisse spezifischer Farbungen mit den
HLA-B27/Chlamydia-Peptid-Tetrameren zu bestatigen, wurden parallel intrazellulare
Zytokinfarbungen durchgefiihrt. Die aus Chlamydia trachomatis abgeleiteten Peptide, die
eine Bindung der jeweiligen HLA-B27/Chlamydia-Peptid-Tetramere an CD8" T-Zellen
aufwiesen, induzierten auch IFNy in CD8" T-Zellen (Tab. 5). Dies unterstiitzt die Hypothese
(247-249), dass Peptide von Bakterien, die in den Gelenken persistieren, durch HLA-B27
den CD8" T-Zellen prasentiert werden, und so bei der Krankheitsentwicklung eine Rolle
spielen koénnten. Zu dem gleichen Ergebnis kamen vergleichbare Untersuchungen bei der

Yersinia-getriggerten ReA (250).

Eine weitere Moglichkeit, Antigen-spezifische CD8" T-Zellen fiir die experimentelle
Darstellung mit spezifischer Tetramerfarbung zugénglich zu machen, ist die in vitro-
Vermehrung der CD8" T-Zellen. Chlamydia trachomatis ist ein Pathogen, das dendritische
Zellen infizieren kann und zur Reifung aktiviert (251). Solche Chlamydien-infizierten,
dendritischen Zellen, die als APC sowohl fir CD4" als auch fir CD8" T-Zellen fungieren
(252), konnten nach zweiwdchiger in vitro-Inkubation mit autologen PBMNC eine Antigen-
spezifische CD8" T-Zell-Expansion gegen die Peptide #Chl8, #Chl68, #Chl133, #Chl138,
#Chl195 und #Chl196 generieren, wie Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigen (177).

Die von Chlamydia trachomatis abgeleiteten und untersuchten Peptide stammen aus
Proteinen, die entweder mit der Pathogenese assoziiert (#Chl8, #Chl133), am aeroben
Stoffwechsel beteiligt (#Chl144), Transportproteine (#Chl146), Proteasen (#Chl68, #Chl194)
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oder bei der DNA-Replikation notwendig sind (#Chl145) (253). Einige der Peptide sind
konserviert und kommen bei verschiedenen Bakterienspezies vor (#Chl194, #Chl145). Dies
ist insofern von Bedeutung, da nicht nur Chlamydia trachomatis eine ReA induzieren kann,
sondern auch Enterobacteriaceae wie Yersinia, Salmonella, oder Shigella. Konservierte
bakterielle Antigene kdnnten somit auch eine Rolle bei der Kreuzrektivitdt mit humanen
Selbstantigenen spielen. Einige der identifizierten Peptide stammen von sogenannten
hypothetischen Proteinen, deren Funktion unbekannt ist (#Chi80, Chl#131, #Chl138,
#Chl195, #Chl196). Fur Borrelia burgdorferi sind bei der chronischen Borreliose solche
Proteine bekannt (254).

In unseren Untersuchungen zur AS wurden auch mdgliche humane Knorpelantigen-Epitope
fir CD8" T-Zell-Antworten mit einbezogen, da es Hinweise in der Literatur auf eine mogliche
Assoziation mit autoimmunen CD8" T-Zell-Antworten bei der AS gibt (106, 109, 180, 255,
256). Zunadchst wurde das humane Knorpelantigen Aggrecan als mdogliche Quelle

gelenkspezifischer Antigene bei der AS untersucht.

Humanes Aggrecan, eines aus einer ganzen Reihe madglicher extrazellularer
Knorpelbestandteile, scheint eine wichtige Rolle im inflammatorischen Prozess bei SpA zu
spielen. Im Tiermodell induziert die Immunisierung mit Gesamtaggrecan (112, 257) oder nur
mit der G1l-Domane (258-260) oder der G3-Doméane (206) eine Spondylitis und/oder
Polyarthritis in Mausen. Hierbei stehen CD4" T-Zell-Antworten auf Aggrecanpeptide im
Vordergrund. Diese Befunde aus der Literatur, die starke Assoziation von AS mit HLA-B27
und die Gelenkbeteiligung waren ausschlaggebend dafiir, dass wir uns ebenfalls intensiv
mit diesem Molekidl und seiner mdglichen Bedeutung hinsichtlich einer HLA-B27-

restringierten CD8" T-Zell-Antwort beschaftigt haben.

Aus 22 humanen Aggrecanpeptiden mit einem Bindungsscore = 20 (178) und einem
positiven Ergebnis des Proteasom-Vorhersageprogrammes (226), wurden vier Peptide
(#A47 aus der G3-Domaéne, #A57 aus der G1-Doméne, #A59 aus der Glycosaminoglycan-
Attachement Region und #A67 aus der G2-Doméane) als potentielle Autoantigene
identifiziert (130). Diese wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendet, um ihre
Immunogenitat mittels durchflusszytometrischer Messungen von IFNy in CD8" T-Zellen
nachzuweisen. Die T-Zellen stammten aus der Milz B27-transgener Mause nach
Immunisierung und Priming mit den humanen Aggrecanpeptiden. Der intrazellulare
Nachweis von IFNy nach Behandlung mit Brefeldin A spiegelt die sekretorische Potenz der
CD8" T-Zellen wieder und dient der Bestimmung von Antigen-spezifischer T-Zell-Antworten
(164, 165). Trotz der Bindungsscores von 20 - 31 zeigte das Peptid mit der geringsten
Bindungskapazitat #A67 die starkste Antwort nach der ex vivo Kurzzeitstimulation (Abb. 35).

In den Wildtyp-Mausen konnte nach dem Priming der CD8" T-Zellen aus der Milz keine
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IFNy-Sekretion nachgewiesen werden (Abb. 34). Das sprach fir eine spezifische, HLA-B27

restringierte CD8" T-Zell-Antwort auf die humanen Knorpelpeptide.

Wie zu Beginn diskutiert, stellt die molekulare Struktur des HLA-B27-Molekils eine
Besonderheit dar. In dem Zeitraum, in dem diese Arbeit entstand, gab es teilweise
unterschiedliche Auffassungen beziglich der Wirkung der Modifikation der schweren Kette
von HLA-B27 in der B-Tasche an der Position 67 (Cys67 - Ser67) hinsichtlich der
Bindungsspezifitat. Wahrend eine Studie keine Veranderung der Peptidbindungsspezifitat
bei der Substitution von Cystein zu Serin feststellte (261), besagte eine andere
Untersuchung, dass die Mutation Cys67 - Ser67 die Bindung von HLA-B27-restringierten
Peptiden an das HLA-B27 Molekul sehr wohl beeinflussen kann (262).

Auch unsere Arbeitsgruppe untersuchte die Fragestellung des Aminosdureaustausches und
bediente sich dabei der HLA-B27-Tetramertechnologie. Versuche mit HLA-B27/Peptid-
Tetrameren, die in ihrer schweren HLA-B27 Kette entweder den Cys67- oder den Ser67-
Rest trugen, zeigten Veradnderungen in der Peptidprasentation, die folglich die T-Zell-
Erkennung beeinflussten (179). Aufgrund dieser Ergebnisse wurden fir die weiteren
Experimente, die nun dargestellt werden sollen, nur noch HLA-B27/Aggrecan-Peptid-

Tetramere mit Cys67 verwendet.

Beim HLA-B27-Molekiil spielt der Austausch eines einzelnen Aminosaurerstes eine grof3e
Rolle. Ebenso kann die Verénderung eines Aminosaurerestes auf Seite des immunogenen
Peptides zu einer veranderten Immunogenitat fiihren. Dieses liegt beispielsweise bei der
Zoliakie vor. Dabei handelt es sich um eine Erkrankung der Diinndarmschleimhaut,
hervorgerufen durch eine Uberempfindlichkeit gegen Gluten. Bei 95 % der Patienten liegt
eine Assoziation mit den HLA-lII-Molekilen DQ2 und DQ8 vor (263). Die
Peptidbindungsstelle von HLA-DQ2 und HLA-DQ8 zeigt eine Praferenz fir negativ geladene
Aminosaurereste der gebundenen Peptide an der Ankerposition 4. Bestimmte
Glutaminreste, des aus dem Abbau von Gluten enstandenen immunogenen Peptides
Gliadin, werden durch die endogene Gewebstransglutaminase in Glutaminsaure deaminiert.
Damit passt das Gliadin besser in die Ankertasche P4 des HLA-DQ2-Molekiils und wird den
CD4" T-Zellen prasentiert (264, 265). Dies l6st eine Ausschiittung von IFNy, TNFa, IL-6 und

IL-2 durch die CD4" T-Zellen aus, was die Entziindungsreaktion fordert.

Neben den durchflusszytometrischen Messungen von IFNy, wurde in Rahmen dieser Arbeit
die Anzahl Antigen-spezifischer CD8" T-Zellen durch Farbungen mit HLA-B27/Aggrecan-
Peptid-Tetrameren bestimmt, um eine direkte HLA-B27-restringierte CD8" T-Zell-Antwort auf
die humanen Knorpelpeptide zu zeigen. Mit den ausgewahlten Peptiden aus dem humanen
Aggrecan (#A47, #A57, #A59 und #A67) wurden HLA-B27/Aggrecan-Peptid-Tetramere mit
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Cys 67 hergestellt. Alle vier Aggrecanpeptide waren in der Lage an HLA-B27 zu binden und
das Molekul zu stabilisieren. Die Effizienz der Auffaltung korrelierte anndhernd mit dem in
mathematischen Modellen ermittelten Bindungsscore. Die Frequenz Aggrecan-spezifischer
CD8" T-Zellen aus der Milz immunisierter B27-transgener Mause lie3 sich durch Inkubation
mit den jeweiligen Aggrecanpeptiden in vitro fir 7 Tage stark erhdhen (Abb. 37). Eine fast
50-fache Anreicherung in der Anzahl Antigen-spezifischer CD8" T-Zellen war bei Peptid
#A67 zu verzeichnen, wahrend die anderen Aggrecanpeptide nur eine 1,5-fache Zunahme

bewirkten.

Eine Anreicherung und Reinigung von Antigen-spezifischen CD8" T-Zellen ist Giber MACS
mdglich. Dabei wurden die CD8" T-Zellen aus der Milz immunisierter B27-transgener Mause
mit dem HLA-B27/Aggrecan-Peptid-Tetrameren gefarbt und Uber den Fluoreszenzfarbstoff
PE am komplexbildenden Streptavidin selektiert. Diese Methode ermdglichte die spezifische
6-fache Anreicherung Antigen-spezifischen CD8" T-Zellen innerhalb kurzer Zeit und war

ohne die aufwéandige und nicht immer verfigbare Technik des FACS-Sorters realisierbar.

Kuon et al (130) bestimmte in weiteren Experimenten die zellvermittelte Zytotoxizitat durch
Freisetzung von [51Cr] bei #A67-geprimten HLA-B27" Targetzellen und konnte eine Lyse
dieser Targetzellen durch HLA-B27 restringierte CD8" T-Zellen finden. Histologische
Untersuchungen belegen die Entwicklung einer Tenosynovitis im Kniegelenk #A67-
immunisierter B27-transgener M&ause (130). Diese Ergebnisse zeigen, dass ein aus

Aggrecan stammendes Peptid eine Entziindung im Gelenk auslésen kann.

Bisherige eigene Studien zeigten, dass die Frequenz Peptid-spezifischer CD8" T-Zellen in
der Synovialflissigkeit niedrig ist und im peripheren Blut meist sehr niedrig, um durch
intrazellulare Zytokinfarbung oder Tetramere reproduzierbar durchflusszytometrisch
detektiert zu werden (62, 177, 180). Im peripheren Blut zirkulieren CD8" Effektor T-Zellen,
um nach Antigenstimulation an den Ort der Entzindung zu gelangen oder liegen als
Gedachtniszellen vor. Am lokalen Entzindungsort ist daher eher mit einer hdheren

Frequenz Antigen-spezifischer CD8" T-Zellen zu rechnen.

Eine denkbare Technik, um Antigen-spezifische CD8" T-Zellen im Gewebe zu identifizieren,
ist der Einsatz von HLA-I/Peptid-Tetrameren bei Farbungen in situ. Sie ermdglichen die
Lokalisierung von CD8" T-Zellen mit definierter Antigen-Spezifitat in Geweben, Tumoren
oder Entzindungsherden und spiegeln damit diese Zellen in ihrer pathologischen

Umgebung wieder.

Es gibt zwei unterschiedliche methodische Anséatze fir insitu Tetramer-Farbungen
hinsichtlich der histologischen Aufarbeitung des Gewebes. Zum einen werden frische

unfixierte, etwa 200 pm dicke Gewebeschnitte hergestellt und diese mit direkt markierten
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HLA-A2/Peptid-Tetrameren tber Nacht bei 4C inkubie rt. Dies ermdglicht u. a. die Detektion
des Effektes von murinen CD8" T-Zellen gegen ,minor histocompatibility antigens* in der
Haut bei ,graft versus host* Reaktionen (266) und die in situ Darstellung von murinen CD8"
T-Zellen gegen Tumorantigene und virale Antigene (267). Der Vorteil unfixierter Gewebe
liegt in der Erhaltung der Mobilitdt des TCR, was eine entscheidende Bedingung fur die
Tetramerbindung darstellt. Ein Vorzug ist die Schnittdicke von 200 um, da in diesen
Schnitten, im Vergleich zu Dinnschnitten bis zu 10 um, mehr Zellen pro Schnitt analysiert
werden konnen. Nachteilig ist die verzerrte Gewebeanatomie, die beim Schneiden mit dem
Vibratom entsteht. Die Spezifitat dieser Farbungen ist aufgrund der zum Teil aufgeltsten

Anatomie eingeschrankt.

Der zweite Ansatz besteht darin, schockgefrorenes, unfixiertes Gewebe mit einer
Schnittdicke von 6-10 pm fir in situ Tetramer-Farbungen zu verwenden. Hier werden die
Tetramer-Komplexe durch Sekundarfarbeschritte detektiert, was die Intensitat der Farbung
erhoht. Das Ergebnis der Farbungen mit HLA-I/Peptid-Tetrameren war der Nachweis
Antigen-spezifischer CD8" T-Zellen in der Milz TCR-transgener Mause (268, 269). Eine weit
umfangreichere Anwendung dieser Technik gibt es bereits fir in situ Tetramer-Farbungen
von murinen CD8" T-Zellen gegen Antigene des Lymphocytic Choriomeningitis Virus mit
HLA-I/Peptid-Tetrameren an schockgefrorenem Gewebe aus der Milz und dem Gehirn von
Mausen (270). Der Nachteil dieser Methode ist die geringere sensitive Farbung, was sich
durch TCR-Internalisation erklart wird. Vergleichende durchflusszytometrische und
histologische  Tetramer-Untersuchungen unfixierter CD8" T-Zellen ergaben nur
unwesentliche Unterschiede und zeigen, dass sich auch kleine Populationen Antigen-
spezifischer CD8" T-Zellen durch in situ Tetramer-Farbungen detektieren lassen (268, 270).
Das schockgefrorene Gewebe hat eine wesentlich bessere zellulare Morphologie, wodurch
in den Dunnschnitten auch qualitativ bessere Farbungen erreicht werden, die sich genauer

analysieren lassen. Zudem ermdglicht es die Analyse archivierter Gewebeproben.

Fur die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit wurde die in situ Tetramerfarbung an
Dinnschnitten modifiziert (270) und an Cytospins antigenstimulierter muriner Milzzellen und
an den Gefrierschnitten vom Milzgewebe etabliert. Im Gegensatz zu verdffentlichten
Protokollen wurde ein Blockierungsschritt eingefiigt, um unter anderem unspezifische
Bindungen des im Tetramer enthaltenen Streptavidins mit endogenem Biotin, Biotin-
bindenden Proteinen, Lectinen oder anderen unspezifischen Streptavidin-Bindungsstellen
im Gewebe zu vermeiden. Wéahrend der Farbung wurde kein BSA oder Serum verwendet,
da dies die Bindungen zwischen TCR und Tetramer blockiert. Ein weiterer methodischer
Punkt, der abgeadndert wurde, ist die kirzere Inkubation bei Raumtemperatur, die nach

eigener experimenteller Erfahrung, Farbungen mit hdherer Spezifitat erbrachte.
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Mittels Etablierung dieser Methode konnten erstmalig HLA-B27 restringierte,
Knorpelantigen-spezifische CD8" T-Zellen durch in situ Farbungen mit HLA-B27/Aggrecan-
Peptid-Tetrameren im Gewebe nachgewiesen werden. B27-transgene Mause wurden mit
dem Peptid #A67 aus humanem Aggrecan immunisiert und anschlielend die Milz in situ auf
Peptid-spezifische CD8" T-Zellen untersucht. Diese Farbungen waren spezifisch, da in
Kontrollen mit HLA-B27/#Chl138-Tetrameren und in Wildtyp-M&ausen, die ebenfalls mit
HLA-B27/#A67-Peptid-Tetrameren inkubiert wurden, keine Zellen durch das Tetramer
gefarbt waren (Abb. 42).

Im Knorpel- und Knochengewebe dieser immunisierten B27-transgene Mause lieRen sich
keine spezifischen Tetramerfarbungen etablieren, da es in diesem Gewebe zu starken
unspezifischen  Signalen kam. Ursache dafir konnte die unterschiedliche
Zusammensetzung der Organe (Milz und Knochen) hinsichtlich Zellularitat, Fettgehalt und
Matrix (Stroma) sein. Durch die MolekilgréfRe der Tetramere kann es zu Protein/Protein-
Interaktionen Uber nicht-kovalente Wechselwirkungen der Aminosaurereste zwischen den
beteiligten Proteinen kommen. Als Verursacher unspezifischer Tetramerfarbungen sind in
diesem Rahmen auch Paired Ig-like Rezeptoren zu nennen (88), die vor allem auf
Granulozyten, Mastzellen, Makrophagen, Megakaryozyten, aber auch auf B-Zellen und

dendritischen Zellen (271) aber nicht auf T-Zellen exprimiert werden (272).

Um die Daten nicht nur auf das Modell B27-transgener Mause zu beschranken, wurde an
Patientenmaterial untersucht, ob die knorpelspezifischen CD8" T-Zellen dazu beitragen,
eine lokale zellulare Immunantwort in den Gelenken zu entwickeln. Eine T-Zell-Antwort auf
Aggrecan ist im peripheren Blut bei verschiedenen Erkrankungen nachgewiesen. Bei
Patienten mit AS wurden Proteoglycan-spezifische CD4" T-Zellen (107), Aggrecan-
spezifische CD4" T-Zellen (G1-Domane) (273) und nicht-HLA-B27-restringierte Aggrecan-
spezifische CD8" T-Zellen (G1-Domane) (274) nachgewiesen. Auch bei der rheumatoiden
Arthritis (275) und Osteoarthritis (108) kénnen G1-spezifische T-Zellen detektiert werden.
Eine HLA-B27-restringierte CD8" T-Zell-Antwort auf Aggrecanpeptide wurde dagegen bis

dato nicht gezeigt.

Daher wurden im nachsten Schritt die vier Kandidatenpeptide #A47, #A57, #A59 und #A67
aus dem humanen Aggrecan auf ihre Fahigkeit gepriuft, HLA-B27 restringierte, spezifische
CD8" T-Zellen aus humanen Zellen zu detektieren. Bei diesem Versuchsansatz bestand die
Mdglichkeit, neben dem peripheren Blut (31 AS-Patienten) auch die Synovialflussigkeit von
entzindeten Kniegelenken bei 3 AS-Patienten parallel durchflusszytometrisch mittels IFNy-
Sekretion zu bestimmen. In dem kleinen untersuchten Patientenkollektiv wurden Antigen-
spezifische CD8" T-Zellen in der Synovialflissikeit relativ haufiger detektiert (2 von 3

AS-Patienten) als im peripheren Blut (3 von 31 AS-Patienten). Dieses Ergebnis korreliert mit
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anderen Studien (62, 180, 276). Die Frequenz in der Synovialflissigkeit war gering. Es
konnte eine Rolle spielen, dass Patienten mit AS oder anderen SpA mit einer peripheren
Arthritis nur sekundar eine vorubergehende Synovitis entwickeln (104) als Reaktion auf eine
Osteitis oder Enthesitis im subchondralen Knochenmark. Vorrangig zeichnet sich die
periphere Arthritis bei AS-Patienten durch eine Enthesitis im Gelenk aus, bei der eine T-Zell-

Antwort auf Knorpelpeptide angenommen werden kénnte (106).

Da die Analyse einer T-Zell-vermittelten Immunantwort auf HLA-B27-restringierte Peptide
nicht nur auf die in der B27-transgenen Maus als immunogen identifizierten Aggecanpeptide
beschrankt bleiben sollte, lag der Schwerpunkt in nachsten Teil der Arbeit auf der
Identifikation weiterer CD8" T-Zell-Epitope aus anderen Bestandteilen der extrazellularen
Knorpelmatrix bei AS-Patienten. So sind beim Menschen u.a. HLA-B27-vermittelte

Antworten gegen Autoantigene aus dem Kollagen Typ Il beschrieben worden (109, 180).

Die Peptid-bindende Vertiefung der HLA-I-Molekile wird von den Domanen a; und a,
ausgebildet. Sie dient der spezifischen Bindung von Peptiden definierter Lange, um sie
dann den CD8" T-Zellen zu prasentieren (244, 277). 68 % aller HLA-B27 bindenden Peptide
sind Nonamere. Zudem werden Oktamere (12%) und Dekamere (13%) beschrieben (75).
Die Strukturen einzelner Aminosaurereste des HLA-I-Molekiils, die an der Ausbildung der
Peptidbindungsstelle beteiligt sind, bestimmen das Peptidbindungsmotiv des HLA-I-
Molekils (278). HLA-B27 enthalt entlang der Peptidbindungsspalte insgesamt sechs
Taschen (A-F), in denen einige Seitenketten des Peptides verankert werden. Festgelegte
Ankerpositionen des HLA-B27-Molekils sind die Taschen B und F mit den Seitenketten 2
und 9 (279, 280); weitere Ankerpositionen mit etwas grolerer Flexibiltdt sind die
Seitenketten P1, 3, 5 und 7. Peptide, die an HLA-B27 binden haben in der Regel einen

Argeninrest an Position 2 (244) und einen positiv geladenen Aminoséaurerest an Position 9.

Beim Screening nach moéglichen Kandidatenpeptiden aus der extrazellularen Knorpelmatrix
wurden alle Nonamer-Peptide mit einem Argininrest an Position 2 des Nonamers
selektioniert, dem typischen Anker-Aminosaurerest fur HLA-B*2705. Fir die weitere Analyse
wurden nur die Peptide ausgewahlt, die eine relative Bindungsstarke von = 25 hatten, die
der Bindungsstarke der Mehrheit natirlich vorkommender Peptide entspricht (62). Auf
Grundlage des HLA-B27 Bindungsmotives (178) wurden aus 18 verschiedenen
Knorpelbestandteilen insgesamt 97 Kandidatenpeptide identifiziert. Darunter befand sich
auch ein Decamer. Die Auswahl dieser Peptide unterschied sich von einer anderen Arbeit
unserer Arbeitsgruppe (180) dadurch, dass ein héherer Bindungsscore und eine erweiterte

Anzahl von Knorpelproteinen und Proteoglycanen angewendet wurden.
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Die abgeleiteten Peptide wurden in Peptid-Pools von 3 - 10 Peptiden in Abhangigkeit von
ihrem Bindungsscore zusammengefasst. Vollblut (32 AS-Patienten) oder Synovialflissigkeit
(83 AS-Patienten) wurden 6h mit den jeweiligen Peptid-Pools in Anwesenheit von
Brefeldin A inkubiert (164, 165) und eine durchflusszytometrische Analyse der
intrazellularen IFNy-Farbung durchgefuhrt. Bei einem positiven Resultat folgte eine
anschlielende Inkubation des Vollblutes bzw. der Synovialflissigkeit mit den Einzelpeptiden
und dabei wurden 8 Peptide aus den insgesamt 97 Peptiden als schwach stimulatorisch
identifiziert. Damit kénnen Bestandteile der extrazellularen Knorpelmatrix, inklusive des
Aggecans, als potentielle Autoantigene fir HLA-B27-restringierte CD8" T-Zellen bestatigt

werden.

Aufgrund der histopathologischen Untersuchungen kann die Hypothese aufgestellt werden,
dass es einen direkten Zusammenhang zwischen dem Knorpel bzw. den Chondrozyten und
T-Zellen gibt. Dies koénnte darauf hindeuten, dass der Gelenkknorpel eines der priméren
Ziele bei der Gewebezerstérung in chronisch-entziindlichen Gelenkerkrankungen sein
konnte. Es wurde die Frage aufgeworfen, ob Chondrozyten selbst am Entziindungsprozess
beteiligt sind und im Sinne nicht-professioneller APC T-Zellen direkt HLA-I-restringiert
stimulieren konnen. Aufgrund der mdglichen Relevanz einer CD8" T-Zell-Antwort gegen
Knorpelantigene bei AS-Patienten (Abb. 44, 45) (180) und der Identifikation von CD8"
T-Zell-Infiltraten an der Knorpel/Knochengrenze bei Coxitis (Abb. 14), ergab sich die Frage,
inwiefern Chondrozyten fahig sind, Selbstpeptide aus humanem Knorpel zu préasentieren,
um bei HLA-B27-assoziierten Erkrankungen HLA-B27-restringierte CD8" T-Zellen zu

aktivieren.

Fur die hier beschriebenen Untersuchungen ergab sich die einzigartige Madglichkeit,
Chondrozyten eines entziindeten Gelenkes mit bekannter Histopathologie, T-Zell-Linien mit
definierter HLA-I-restingierter Antigenspezifitit und PBMNC des gleichen AS-Patienten
parallel zu untersuchen. Dabei wurde ein Modell-System mit einem bekannten
immundominanten HLA-B27-restringierten Peptid, EBNAuss66 (131), zur Generierung der
CD8" Antigen-spezifischen T-Zell-Linie genutzt, um in Kokultivierungsexperimenten mit
autologen Chondrozyten die Funktionalitat zytotoxische CD8" T-Zellen zu analysieren.
EBNAss 065 Stellt wie bei Chlamydia ein intrazellular produziertes Fremdantigen dar. Im
Rahmen dieser Untersuchungen wurde eine neue Methode etabliert (Abschnitt 3.4.6), um
die Antigen-spezifische zytotoxische Interaktion zwischen T-Zellen und nicht-professionellen

APC zu analysieren, die auch auf andere Zelltypen tbertragen werden kénnte.

Die immunhistologischen Analysen der Hiftgelenke von AS-Patienten mit einer Huftarthritis
zeigten eine Hochregulation der HLA-B27-Expression in Bereichen mit Entzindungen im

subchondralen Knochenmark und mit infiltrierenden mononuklearen Zellen (Abb. 27). Dies
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warf die Frage auf, ob ein inflammatorisches Milieu fir den Anstieg der HLA-B27-Expression
in diesen Chondrozyten verantwortlich ist. In vitro wurden verschiedene Zytokine getestet,
und es zeigte sich, dass IFNy zu einer signifikanten Hochregulation von HLA-B27 in
humanen Chondrozyten fuhrt (Abb. 47). Ein ahnliches Ergebnis kann man bei Chondrozyten

B27-transgener Mause beobachten (281).

Wir verwendeten den HLA-B27-spezifischen Antikdrper des Klons HLA-B27-m? fir den
eine Kreuzreaktion mit HLA-B7 bekannt ist (282). Da der HLA-B27" AS-Patient fur HLA-B7
negativ war und auch die Isotyp-Kontrollen keine Féarbung zeigten, konnte in diesem Fall
eine Kreuzreaktion mit HLA-B7 ausgeschlossen werden. Dartber hinaus wurden auch
weitere Antikdrper gegen HLA-B27 eingesetzt. ME-1 (283), HC-10 (85) und EP-4 erkannten
verschiedene Epitope auf dem HLA-B27-Molekil. Wahrend der ME-1-Antikorpere die
Ergebnisse von HLA-B27-m® bestatigen konnte, zeigten die beiden anderen Antikdrper

unspezifische Farbungen.

Die kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 aus der Immunglobulin-Supergen-Familie
sind Liganden fur CD28 auf T-Zellen und vor allem den Zellen des h&matopoetischen
Ursprunges zugeordnet (20, 21). Man glaubte lange, dass sie nicht in anderen
Gewebszellen vorkommen (22). Allerdings zeigen jingere Studien eine Expression von
CD80 und CD86 in nicht-professionellen APC wie Keratinozyten der Haut (19, 23, 24) und
Mikroglia im Gehirn (18, 25, 26). In unseren Experimenten wurde CD80, aber nicht CD86
auf primaren humanen Gelenkchondrozyten konstitutiv exprimiert (Abb. 29. Ausgehend von
diesen experimentellen Beobachtungen, dass humane Gelenkchondrozyten unter
entziindlichen Bedingungen die Voraussetzungen fir eine Antigenprasentation erfillen,
wurde analysiert, ob Chondrozyten als nicht-professionelle APC fungieren und aktiv die

T-Zell-vermittelte Entzindung beeinflussen kdnnen.

MHC-II restringierte Antworten gegen Chondrozyten sind bereits beschrieben. So konnte
gezeigt werden, dass Chondrozyten aus dem Gelenkknorpel von Kaninchen MHC-II-
Molekile exprimieren, das Modellprotein OVA prozessieren und geprimte T-Zellen
induzieren, was ihnen die Fahigkeit verleiht, die Proliferation von T-Zellen zu stimulieren
(91, 284). Ahnliche Ergebnisse wurden bei Chondrozyten von Ratten beobachtet (285, 286).
Dagegen zeigen isolierte Chondrozyten des Menschen (153, 287), von Schweinen (288)
oder der Maus (154) im Wesentlichen keine Expression von MHC-II-Molekilen und
benotigen die Aktivierung durch IFNy, bevor sie Antigene den CD4" T-Zellen prasentieren

kdnnen.

Im Unterschied zu Chondrozyten aus Kaninchen und Ratten scheinen menschliche

Chondrozyten, mit oder ohne IFNy-Behandlung, sehr schwache Ausloser fur allogene oder
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autologe T-Zell-Antworten zu sein. Sie sind aber zur Antigen-Prasentation gegentber einer
Antigen-spezifischen T-Zell-Linie fahig (153, 287). Untersuchungen in Schweinen ergaben,
dass durch inflammatorische Zytokine aktivierte Chondrozyten MHC-II-Molekiile und
erhohte Mengen von CD54 im Gelenkknorpel invivo exprimieren (288). Ahnliche

Beobachtungen konnten auch im Knorpel bei rheumatoider Arthritis gemacht werden (289).

In einem murinen Polyarthritis-Modell wurde bereits nachgewiesen, dass Chondrozyten aus
einer mit Proteoglycan-immunisierten Wildtyp-Maus MHC-II-restringierte T-Zell-Antworten
gegen Proteoglycan-spezifische Epitope vermitteln kénnen (154, 290). Die Frage nach einer
MHC-I-restringierten CD8" T-Zell-Antwort ist bisher vor allem die Arbeitsgruppe von Helen
Bodmer nachgegangen. Fiur diese Fragestellung nutzte sie B27-transgene Mause. Mit
einem Peptid aus Influenza A Virus konnte nachgewiesen werden, dass zytotoxische
T-Zellen Chondrozyten Antigen-spezifisch lysieren kénnen (281, 291). Beim Menschen sind
bislang nur vaskulare Endothelzellen beschrieben, die im Sinne von nicht-professionellen
APC eine HLA-I-restringierte CD8+ T-Zell-Antwort induzieren (10).

In der vorliegenden Arbeit wurden Antigen-spezifische Effekte von humanen Chondrozyten
auf die IFNy-Sekretion durch CD8" T-Zellen in vitro beobachtet. Die Frequenz von IFNy"
CD8" T-Zellen stimuliert mit Antigen-beladenen Chondrozten war signifikant hoher als nach
Inkubation mit Kontrollpeptid-geprimten Chondrozyten (Abb. 54). Der zwei- bis filinffache
Anstieg des Anteils IFNy-produzierender CD8" T-Zellen im Vergleich zu Kontrollen war mit
den Daten fir nicht-professionelle APC bei der Maus ahnlich. Eine definierte, aber niedrige
IFNy-Produktion ist bei gemischten Kulturen mit T-Zellen und homologen Endothelzellen aus
dem Pankreas zu beobachten (292). Im Vergleich mit professionellen APC hatten die
Chondrozyten eine geringere Stimulationsfahigkeit. Ein ahnliches Bild zeigen humane
vaskuldre Endothelzellen. Die Proliferation von T-Zellen nach Stimulation mit vaskularen
Endothelzellen ist 5-20-fach geringer, verglichen mit Kokulturen professioneller APC (1). Die
Starke der zytotoxischen Reaktion ist abhangig von der Menge der HLA-I-gebundenen
Peptide, die den CD8" T-Zellen prasentiert werden (293). Begrenzende Faktoren sind die
Anzahl der HLA-I-Molekile auf der Zelloberflache und das Angebot von passenden

Peptiden.

Poren-formendes Perforin und die Serin-Protease Granzym B sind zytotoxische Proteine,
die sich in lysosomalen Granula unterhalb der Zytoplasmamembran zytotoxischer CD8"
T-Zellen befinden. Nach Antigenerkennung durch die Interaktion vom HLA-Molekiil der APC
und dem TCR induzieren sie in der Zielzelle Apoptose durch lokale Exozytose (44, 45, 294).
Die hier vorliegende in vitro Studie zeigt, dass durch autologe, Chondrozyten stimulierte
CD8" T-Zellen nicht nur Zytokine produzieren, sondern auch zytolytische Eigenschaften

haben. Analysen durch LSM offenbarten eine Akkumulation und eine zentrierte Aggregation
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von Perforin und Granzym B genau an den Stellen, wo es zu einem direktem Zell/Zell-
Kontakt zwischen T-Zellen und Peptid-beladenen Chondrozyten kam (Abb. 55). Es schien,
als wirden die Chondrozyten von den T-Zellen lysiert werden (Abb.56 C). Um dies
semiquantitativ.nachzuweisen, mussten zusatzliche Analysen zur Apoptose oder
Zytotoxitatsassays gemacht werden. Granzym B kann Proteoglykane der extrazellularen
Knorpelmatrix, z.B. Aggrecan, direkt abbauen, was die Zerstérung des Gelenkknorpels
hervorrufen kénnte (46-48). Das lokale Vorhandensein von Granzym B und Perforin in
aktivierten CD8" T-Zellen, die ihrerseits an IFNy-behandelte Peptid-behandelte
Gelenkchondrozyten angrenzen, lassen den starken Schluss zu, dass Antigenprasentation
durch Chondrozyten einen Anteil an der T-Zell-vermittelten Gewebedestruktion in

AS-Patienten haben konnte.

Eine Hypothese fir die Pathogenese von Autoimmunerkrankungen ist die Organ-spezifische
Antigenprasentation durch nicht-professionelle APC. Die meisten derzeitigen Daten, die zu
dieser Diskussion beitragen, stammen aus Maus-Modellen, z. B. fiir CD8" T-Zellen in einem
Modell fir autoimmune Reaktionen im Darm, die durch das Hitzeschockprotein 60 induziert
werden (295). Von HLA-I- und HLA-Il-restringierter T-Zell-Aktivierung durch nicht-
professionelle APC wird auch in anderen Studien berichtet. So sollen Mikroglia des
zentralen Nervensystems von an Multipler Sklerose erkrankten Mausen oder naive Mikroglia
in einem inflammatorischen Milieu CD4" T-Zellen Myelin-Peptid-spezifisch zur Proliferation
und IFNy-Produktion aktivieren (296). Auch bei Keratinozyten wird vermutet, dass sie unter
inflammatorischen Bindungen als nicht-professionelle APC fungieren. Transgene Mause
exprimieren Autoantigene unter der Kontrolle des Keratinozyten spezifischen Promotors
K14. Die Aktivierung von CD4" T-Zellen durch die Antigen-spezifischen Prasentation von
Chondrozyten fihrt zur Autoimmerkrankung in den Mausen (297). Schlief3lich zeigt ein
anderes Maus-Modell, dass Endothelzellen aus dem Pankreas eine HLA-I-restringierte
Aktivierung Insulin-spezifischer CD8" T-Zellen bewerkstelligen kénnen, die zur Zerstérung
der B-Zellen und letztendlich zur Diabetes fuhrt (292).

Wie konnte ein mdgliches Szenario aussehen, dass die Antigenprasentation durch
Chondrozyten zur Entstehung der Entzindung bei AS beschreibt? Knorpel wird als
immunologisch beglnstigtes Gewebe angesehen, in dem Chondrozyten in der
extrazellularen Matrix ohne Blutgefdl3e eingebettet sind, die ihre Interaktion mit
Immunglobulinen, Lymphozyten oder anderen Zellen verhindert. Mechanische Zerstérung
des Knorpels oder biomechanischer stress-induzierter Knorpelumbau, der zu einem
Microtrauma fihren kann (298) und die Neoangiogenese, ebnen den Weg fir die
Beteiligung von T-Zellen an Gelenk-spezifischen Gewebeschaden. Sie kdnnte den ersten

Zell/zell-Kontakt zu Chondrozyten an der Knorpel/Knochen-Grenze der beschadigten
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Gelenke ermoglichen. Werden Chondrozyten aus der zerstorten extrazellularen Matrix
freigesetzt und regulieren ihre HLA-Molekile wie HLA-B27 in der unmittelbaren Néhe zu
CD8" T-Zellen hoch, kann dies den Entziindungsprozess aufrecht erhalten, eingeschlossen
dabei die Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine in situ. Ein solches Szenario ware

entsprechend in intaktem Knorpelgewebe nicht moglich (281).

Zusammenfassend zeigt die hier vorgelegte Arbeit, dass humane Gelenkchondrozyten
Antigen-spezifische, zytotoxische CD8" T-Zellen HLA-B27-restringiert stimulieren kénnen.
Chondrozyten konnten so zur Entziindungspathologie bei AS beitragen. Es ist denkbar,
dass eine autokrine IFNy-vermittelte Schleife die Antigen-spezifische zytotoxische CD8"
T-Zell-Antwort vorantreibt und eventuell nach dem kompletten Verlust des Knorpels endet.
Die direkte Prasentation von Autoantigenen, z.B. Knorpelantigene, durch Chondrozyten in
AS-Patienten sollte zuklnftig weiter analysiert werden. Die Fahigkeit der humanen
Gelenkchondrozyten zur Antigenprasentation konnte die Infiltration Antigen-spezifischer
CD8" T-Zellen in die Knochenendplatte und in den Knorpel erklaren, die bei der

Huftgelenksarthritis von AS-Patienten beobachtet wurde.
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5 Zusammenfassung

Die ankylosierende Spondylitis (AS) und reaktive Arthritis (ReA) sind eng mit dem humanen
Leukozytenantigen (HLA)-B27 assoziiert. Im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte
histologische Untersuchungen zeigten an Femurkdpfen von AS-Patienten Ansammlungen
von T-Zellen, auch CD8" T-Zellen, die das Knorpelgewebe vom subchondralen
Knochenmark aus infiltrierten. Das Ausmald dieser T-Zell-Infiltrationen korrelierte mit dem
Vorhandensein von Knorpel auf der Gelenkoberflache. Eine erhdhte Dichte von BlutgefalRen
in Bereichen mit akuter Entziindung am angrenzenden Knorpel deutete auf die Mdglichkeit
einer erleichterten Einwanderung von T-Zellen. Diese Beobachtungen warfen die Frage auf,
auf welchen Ebenen der Beitrag von CD8" T-Zellen auf lokale Entziindungen bei AS
reguliert wird. Besonderes Augenmerk galt den Uber HLA-B27 vermittelten Antigen-

spezifischen Mechanismen.

Zunachst wurden Peptide aus Proteinen von Chlamydia trachomatis in Patienten mit
Chlamydia-getriggerter ReA und AS, sowie Peptide aus Proteinen der extrazellularen
Knorpelmatrix bei AS-Patienten gesucht, die T-Zellen HLA-B27-restringiert stimulieren. Das
wurde durchflusszytometrisch in CD8" T-Zellen Uber die Peptid-abhangige Induktion der
Produktion von Interferon (IFN)y sowie tUber den Nachweis spezifischer T-Zellrezeptoren
mittels  selbst hergestellter HLA-B27/Peptid-Tetramere geprift. Chlamydia-Peptid-
spezifische CD8" T-Zellen waren nur in geringen Frequenzen in der Synovialflissigkeit und
nicht im peripheren Blut von ReA- und AS-Patienten nachweisbar. Vier im Modell mit
HLA-B27-transgenen Mausen identifizierte immundominante Aggrecanpeptide bestatigten
Aggrecan als mdgliches Autoantigen und aus dem Screening weiterer Knorpelproteine
ergaben sich 8/97 Peptide, die HLA-B27-restringiert CD8" T-Zellen aktivierten. Um diese
systemischen Beobachtungen im zellularen Kontext des lokalen Entziindungsgeschehens
weiter beurteilen zu kénnen, wurden Methoden zum Nachweis Peptid-spezifischer CD8"

T-Zellen in situ etabliert.

Die Befunde, dass artikuldare Chondrozyten in situ konstitutiv kostimulatorisches CD80
exprimieren und dass proinflammatorisches IFNy die Expression von HLA-B27 induzierte,
fuhrte zu der Hypothese, dass Chondrozyten in einer Entzindung im Sinne nicht-
professioneller  Antigen-prasentierender ~ Zellen lokale CD8"  T-Zell-spezifische
Immunantworten induzieren und/oder aufrechterhalten konnen. In einem Modellsystem mit
EBNA,ss.266, €Inem HLA-B27-restringierten immundominanten Peptid aus dem Epstein Barr
Virus, wurden Interaktionen von autologen artikularen Chondrozyten mit CD8" T-Zellen in
vitro untersucht. In Gegenwart HLA-B27" EBNA,ss.266 beladener Chondrozyten produzierten
HLA-B27/EBNAss.o66-Spezifischne CD8" T-Zellen IFNy. Die konfokale Laserscanning-

Mikroskopie zeigte bei direktem Chondrozyt/T-Zell-Kontakt eine Anreicherung von
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zytolytischem Perforin und Granzym B in den CD8" T-Zellen sowie durch sie lysierte
benachbarte Chondrozyten.

Die Aktivierung zytotoxischer CD8" T-Zellen in Gegenwart eines immunogenen HLA-B27-
restringierten Peptids legt nahe, dass Chondrozyten im Gelenkknorpel Uber eine
entziindungsabhangige Antigenprasentation an der Aufrechterhaltung der Entziindung bei
AS beteiligt sein kénnten. Damit liefern die im Rahmen dieser Arbeit gezeigten Antigen-
spezifischen Mechanismen Anhaltspunkte, wie die knorpelabhéngige Sukzession der
Infiltration von T-Zellen in Knochenendplatte und Knorpelgewebe zum Verlauf der

Huftgelenksarthritis von AS-Patienten beitragen konnte.
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Summary

Ankylosing spondylitis (AS) and reactive arthritis (ReA) are strongly associated with the
class | human leukocyte antigen (HLA)-B27. Histopathology of hip joints from AS patients
as done for this study revealed an accumulation of infiltrating mononuclear cells, including
CD8" T cells, within the bone endplate and the hyaline articular cartilage. The extent of
T cell aggregates was significantly reduced at bone sites devoid of cartilage. Enhanced
microvessel densities in acute inflammation at the bone—cartilage interface pointed to a
facilitated access of immunocompetent cells to the cartilage. These observations raised the
question on the levels of involvement of CD8" T cells to local inflmmations in AS. This work

mainly focussed on antigen-specific mechanisms mediated by HLA-B27.

As for the role of exo- and endogeneous antigens, HLA-B27-restricted CD8" T cell
responses were investigated using peptides derived from proteins of Chlamydia
trachomatis and of the extracellular matrix from human cartilage and fibrocartilage.
Phenotypic and functional analysis of CD8" T cells was performed by flow cytometry of
suspended cells and in situ by immunohistochemistry and immunofluorescence. Asking for
frequencies of antigen-specific CD8" T cells, cytokine expression was studied and self
manufactured HLA-B27 tetramers were used. Chlamydia-specific CD8" T cells were found
at low frequencies in the synovial fluid and not in the peripheral blood of ReA and AS
patients. Four HLA-B27-restricted immunodominant peptides derived from human aggrecan
recently described in BALB/c-B27 transgenic mice confirmed aggrecan as an auto-antigen
in AS. Screening of additional human cartilage proteins identified 8/97 peptides to stimulate
HLA-B27-restricted CD8" T cells. To study the cellular context during hip joint inflammation,

methods for the detection of peptide-specific CD8+ T cells in situ were established.

Articular chondrocytes prepared from the femoral head joint cartilage constitutively
expressed costimulatory CD80 and upregulated HLA-B27 expression after incubation with
proinflammatory interferon (IFN)-y. This raised the question whether chondrocytes have the
potential to directly trigger local CD8" T cell dependent inflammation as non-professional
antigen-presenting cells. Human T cell lines from an HLA-B27" AS patient and autologous
chondrocytes were available. These cells were used in a model system with an Epstein
Barr Virus-derived peptide EBNAssg.ss t0 study peptide specificity and functionality of
cytotoxic CD8" T cells and to assess cellular interactions of T cells and chondrocytes by
fluorescence confocal microscopy. Pulsed with the EBNAssg2es peptide, autologous
chondrocytes specifically induced IFNy production in CD8" T cells. In mixed chondrocyte-
T cell cultures cell-cell contacts were strictly EBNAzsg 266 peptide-dependent. T cells
adjacent to chondrocytes produced perforin and granzyme B. Both molecules were found in

focal aggregates, a prerequisite for an antigen-specific lysis of target cells.
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In summary, the finding that human articular chondrocytes attract and stimulate antigen-
specific cytotoxic CD8" Tcells in an HLA-B27-restricted manner suggests that
chondrocytes might contribute to maintenance of inflammation in AS. Antigenes might
derive from exo- or endogenous sources. This antigen-presenting capacity of human
articular chondrocytes might explain a facilitated invasion of antigen-specific CD8" T cell

into the bone end-plate and cartilage observed in hip arthritis of AS patients.
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#K74 | R F A D S K R K 27 4
#K75 G R R G D K G P R 26 7
#K76 G R R G P P G A K 26 8
#K77 K R E V I T A V R 25 10
#K78 S R F D E H Q S K 25 10
#K79 V R N P S V VvV V K 25 10
#K80 K R K S V L L D K 25 10
Kollagen TypIXA1 #K81 Q R V V G S A T L 26 8
P20849* #K82 N R I E S L P I K 26 8
#K83 F R M T G S T L K 25 10
Kollagen TypIXA2 #K84 G R P G T I Q S L 28 11
P12108*
Kollagen TypIXA3 #K85 G R A G S K G E K 28 11
P32017* #K86 G R D G P P G P K 26 8
Kollagen Typ XIA1 #K87 G R Q G E K G A G 27 4
P12107* #K88 K R G K L L S Y L 27 4
#K89 G R P G A D G G R 26 8
#K90 A R T C K D L Q L 25 10
Biglycan #K91 L R Y S K L Y R L 10000 Einzel
P21810* #K92 | R M I E N G S L 2000 1
#K93 L R V. V Q L S D L 2000 1
(20mer) #K94 K R A YY N GI S L 6000 Einzel
Fibromodulin #K95 L R H L E R L Y L 2000 1
Q06828* #K96 ™M R G L R S L I L 2000 1
#K97 L R S L I L L DL 2000 1

“Sequenzangaben im Einbuchstaben-Code nach IUPAC-IUB-Vereinbarungen (1969)

*Datenbankregistrierungsnummer aus Swiss-Prot  protein  sequence database

(http://uniprot.orq)

*Datenbankregistrierungsnummer aus NIH protein sequence database

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/sites/entrez)
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Abkirzungen

8 Abklrzungsverzeichnis

Abklrzung Bezeichnung

B.M B2-Mikroglobulin

APC Antigenprasentierende Zelle

AS Ankylosierende Spondylitis

CD Cluster of differentiation

CMP Cartilage matrix protein

COMP Cartilage oligomeric matrix protein

Cy2 Carbocyanin

Cy3 Indocarbocyanin

Cy5 Indodicarbocyanin

Cys67 Cystein an Position 67 der schweren Kette von HLA-B27

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol

EBNAss.266 Peptid mit den Aminosaureresten 258-266 (RRIYDLIEL)
aus dem nuklearen Antigen 3C

EBV Epstein-Barr-Virus

FITC Fluoresceinisothiocyanat

HE Hamatoxilin-Eosin

HLA humanes Leukozytenantigen

HLA-I HLA-Klasse-I

HLA-1I HLA-Klasse-II

HPF High Power Field

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

K Knorpel

KM Knochenmark

LSM Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

MACS Magnet-aktivierte Zellsortierung

MCTC Gemischte Chondrozyten/T-Zell-Kulturen

MHC Major Histocompatibility Complex

MRT Magnetresonanztomographie

n.s. nicht signifikant

OA Osteoarthritis

oD Optische Dichte

ODsgoo optische Dichte bei einer Wellenlange von 600 nm und
einem Messweg von 1 cm

OPG Osteoprogeterin
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Abkirzungen

OVA
PALS

PBMNC
PE
PerCP
PIR

RA
RANK
RANKL
ReA

RT

SA

Ser67
SF
SFMNC
SpA
TCR
TNF
TRAP
UN
UOA
VEGF

Ova-Albumin
periarteriolare lymphatische Scheide

Periphere mononukleére Zellen
Phycoerythrin
Peridininchlorophyll-Proteinkomplex
Paired like Ig

Rheumatoide Arthritis

Receptor Activator of NF-«B
Receptor Activator of NF-«B Ligand
Reaktive Arthritis

Raumtemperatur

Streptavidin

Serin an Position 67 der schweren Kette von HLA-B27
Synovialflissigkeit

mononukleédre Zellen aus der Synovialflissigkeit
Spondyloarthritiden

T-Zell-Rezeptor

Tumornekrosefaktor

Tartrat-resistente Saure Phosphatase

uber Nacht

Undifferenzierte Oligoarhritis

Vascular endothelial growth factor
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