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ANA Antikorpern gegen nukleare Antigene
BCR B-Zellrezeptor

BE Blutentnahme

Bio Biotin

C Komplementkomponente

CD Differenzierungsantigene (Cluster of differentiation)
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Einleitung

1 Einleitung

Der Systemische Lupus erythematodes (SLE) ist eine Immunkomplexerkrankung mit
autoimmuner Ursache aus der Gruppe der Kollagenosen. Auf genetischer Ebene wird
eine Assoziation des SLE zu Defekten von Komponenten des klassischen
Komplementaktivierungsweges (Komplementkomponenten C1, C4, C2) gesehen und
diese Defekte scheinen pradisponierend flir SLE sowohl beim Menschen als auch in
tierexperimentellen Studien zu sein. Daneben ist bekannt, dass Patienten mit SLE ein
aktiviertes Typ | Interferonsystem haben und erhohte Interferon alpha (IFN a) Spiegel
im Serum messbar sind. Obwohl derzeit verschiedene Erklarungsansatze fir die
Induktion der Autoimmunitat bei dieser Erkrankung diskutiert werden, ist weiterhin
unklar, warum es in Abwesenheit von C1 oder C4 und in Anwesenheit von IFN a zu
einem Verlust der B-Zelltoleranz kommt.

Um die Bedeutung von Komplement C4, sowie den Zusammenhang von IFN a und
Autoimmuntat zu ermitteln, wird in der vorliegenden Dissertation die besondere Rolle
von IFN a im Zusammenhang mit Immunkomplexen (IC) und Komplement C4 bei der

Entstehung von Autoimmunitat am Beispiel von SLE im Maus-Modell untersucht.

11 Das Immunsystem - angeborene und adaptive

Mechanismen

Das Ziel des Immunsystems (lat. immunis = frei, unberihrt) ist die Erhaltung der
Integritédt des Organismus. In der Unterscheidung von ,Fremd* und ,Eigen® und in der
Definition von Selbst auf zelluldarer und molekularer Ebene Ubernimmt das
Immunsystem die Uberlebenswichtige Aufgabe den Organismus hdherer Lebewesen
gegen die potentiell feindlich gesinnte AuRenwelt zu schitzen. Es versetzt den
Organismus in die Lage auf eine immunogene Herausforderung, gleichgiltig ob
bakterieller, viraler oder parasitarer Art zu reagieren. Fir diese lebensnotwendige
Aufgabe stehen eine Vielzahl an Effektoren zur Verfiigung, deren komplexes
Zusammenwirken eine meist schnelle Eliminierung der Gefahren erméglicht.

Zur Erfullung dieser Funktion existieren zwei verschiedene Hauptsysteme: zum einen

die angeborenen, zum anderen die adaptiven Abwehrmechanismen.



Einleitung

Abhangig von den zugrundeliegenden Effektormechanismen kann sowohl das
angeborene als auch adaptive Abwehrsystem zellularer oder humoraler (nach
lateinisch humor, fur FlUssigkeit) Art sein.

Beim angeborenen Abwehrsystem sind die wichtigsten humoralen Faktoren die
Serumproteine, welche als Komplementsystem bezeichnet werden, auf zellularer
Ebene sind es Monozyten/Makrophagen, natirliche Killerzellen (NK-Zellen) und
Granulozyten. Zu den angeborenen Erkennungsmechanismen gehéren u.a. die Toll-
like Rezeptoren (TLR), von denen bisher ca. 11 bekannt sind und die spezifisch
Strukturen u.a. wie LPS (TLR 4), CpG-DNA (TLR 9) und dsRNA (TLR 3) erkennen
(O’Neill 2004). Da Mikroorganismen in der Lage sind, schnell zu evolvieren und so
bestandig neue Resistenzmechanismen entstehen, ist das angeborene Immunsystem
alleine damit Uberfordert vor allen Infektionen zu schitzen. Daher hat sich bei
Vertebraten zusatzlich das System der adaptiven Immunitat entwickelt. Dazu gehéren
auf zelluldrer Ebene T- und B-Lymphozyten sowie als humorale Effektoren die
Antikorper. Die adaptive Immunantwort im Gegensatz zur angeborenen bendétigt jedoch
einige Zeit um sich vollstandig zu entfalten. Deshalb bietet das adaptive Immunsystem
zunachst nur einen sehr geringen Schutz beim Erstkontakt gegen eindringende
Fremdpathogene, kann sie spater aber spezifischer und effektiver bekampfen.

Oft wurden das angeborene und das erworbene System getrennt voneinander
betrachtet, in den letzten Jahren setzte sich jedoch zunehmend die Erkenntnis durch,
dass das angeborene das adaptive Immunsystem beeinflusst und unterstiitzt und
umgekehrt. So sind beispielsweise Komplement und TLR in der Lage, die angeborene

und die erworbene Immunitat funktionell zu verknlpfen.

1.2 Das Komplementsystem

Komplement wurde erstmalig 1896 durch den belgischen Bakteriologen Jules Bordet
(1870-1961) als eine Serumsubstanz beschrieben, welche die Fahigkeit besitzt mit
ihrem korrespondierendem Antikérper inkubierte Bakterien zu lysieren. Da diese
Substanz somit die Aktivitdt von Antikérpern bei der Lyse von Bakterien
komplementiert, wurde sie Komplement genannt.

Wichtige Erkenntnisse Uber das Komplementsystem wurden Ende der finfziger Jahre
durch die neu entwickelte Mdglichkeit der Proteinaufreinigung gewonnen (Mayer 1970
und 1984). Es konnte gezeigt werden, dass es sich um Proteine handelt, die in einem

Komplex miteinander agieren und deren Aktivierung mittels einer Kaskade ablauft.
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Einleitung

Mittlerweile wei® man, dass das Komplementsystem aus ca. 30 verschiedenen
hitzeempfindlichen Plasmaproteinen besteht und vielfaltige Aufgaben erflllt. So spielt
das Komplementsystem eine zentrale Rolle in der antibakteriellen Immunabwehr, in
der Modulation von Entziindungsreaktionen, in der Eliminierung von Immunkomplexen
und in der Regulation der Antikérperproduktion (Bitter-Suermann und Burger 1990,
Fearon und Carter 1995, Fischer et al. 1996). Weiterhin scheint es an der Bildung von
B-Gedachtniszellen beteiligt zu sein (Fang et al. 1998).

Derzeit sind drei Wege der Komplementaktivierung bekannt: der klassische Weg, der
mannanbindendes Lektin (MBL)-Weg und der alternative Weg.

Beim klassischen Weg erfolgt die Aktivierung durch Immunkomplexe, bestehend aus
Antigenen und Antikérpern wie IgM und 1gG. Uber die Komplementfaktoren C1q, r und
s wird C4 aktiviert, welches Uber einen Thioester kovalent an eine Zieloberflache bindet
und gemeinsam mit C2 die C3-Konvertase bildet. Beim alternativen Weg wird die
spontan aktivierte Komplementkomponente C3 direkt Uber den Thioester an die
Pathogenoberflache gebunden und bildet mit den Faktoren D, B und Properdin
ebenfalls eine C3-Konvertase. Dieser Weg koénnte eine Verstarkerschleife des
klassischen Weges darstellen. Ein weiterer Aktivierungsweg erfolgt Uber MBL, welches
an mannose- oder N-azetylglukosaminhaltige Proteine oder Kohlenhydrate auf
Bakterien bindet und somit direkt Gber C4 ohne C1q eine Komplementaktivierung
ermoglicht (lkeda et al. 1987). Die gemeinsame Endstrecke aller drei Wege verlauft
Uber die C3-Konvertase, die in der Lage ist, C3 zu spalten und somit zu aktivieren. C3b
induziert die weiteren Komplementfaktoren C5-C9. Diese bilden den
Membranangriffskomplex (MAC), der durch Porenbildung eine Zyto- oder Bakteriolyse
hervorruft (Bhakdi et al. 1990, Zalman und Muller-Eberhard 1990).
Komplementspaltprodukte wie C4a, C3a und Cb5a kobnnen als Anaphylatoxine die
Vasopermeabilitdt erhdhen und die Mastzellaktivierung sowie -degranulation
beeinflussen  (Frank und Fries 1991). Cba aktiviert zusatzlich die
Leukozytenchemotaxis. Sind Komplementspaltprodukte an bakteriellen Oberflachen
angelagert, so unterstiitzen sie tber die Komplementrezeptoren CR1 (CD35) und CR3
(CD11b/CD18) die Erkennung und Phagozytose von Mikroorganismen durch
Makrophagen. Weiterhin sind Komplementkomponenten, vor allem die des klassischen
Weges (C1, C4, C2), an Transportmechanismen von Immunkomplexen (Clearence)
beteiligt (Abb. 1).
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Schematische Ubersicht der

Komplementkaskade
Klassischer Weg Lektin Weg Alternativer Weg
Antigen-Antikorper Lektinbindung an Pathogen-
Komplexe oberflache
Pathogene

N\

4

Komplementaktivierung

4

V4

Rekrutierung inflammatorischer Zellen

Opsonisierung von Pathogenen
Eliminierung von Pathogenen

Immunkomplex-Clearence

Regulation der Antikorperproduktion

Abb.1: Es sind drei Wege zur Aktivierung der Effektorfunktionen von Komplement

bekannt: der klassische, der MBL- und der alternative Weg.

Alle diese Wege Ibsen

eine enzymatische Aktivitdt aus, welche die entscheidende

Mechanismen der Komplementkaskade bewirken. Drei wichtige Konsequenzen der

Komplementaktivierung sind die Rekrutierung inflammatorischer Zellen, die Opsonisierung und

die Elimination von Pathogenen. (mod. nach Janeway, Immunobiology. 5th ed. 2001)

1.3 Komplement

in der adaptiven Immunitat

Das Komplementsystem ist nicht nur ein wichtiger Faktor der angeborenen Immunitat,

es beeinflusst auch das adaptive Immunsystem und

ist somit eine der

Verknupfungsstellen zwischen angeborener und erworbener Immunitat.
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So erfolgt z.B. Regulation der antikdrperproduzierenden B-Zellen (Uber ihre
Komplementrezeptoren CR1
und CR2 (CD35/CD21)
(Fearon und Ahearn 1990),
welche zusammen mit CD19
und CD81 (TAPA-1) den B-
Zellkorezeptorkomplex bilden
(Abb. 2). An die Komplement-
Rezeptoren kénnen die
Liganden C3d und C4d binden.
CD19 ist mit Hilfe seines

intrazellularen Molekulbereichs

CD21
(CR2)

cDal

Abb.2: B-Zelle mit Oberflachenmolekiilen far die Signaltransduktion

B-Zellrezeptor (BCR) und  Korezeptorkomplex
(CD81/TAPA, CD19, CD21/CR2) Fearon 1992, Rickert et
(Quelle: www.immunology.klimov.tom.ru/fig35.gif) al.1995).

verantwortlich  (Carter und

Eine Reduktion von C3 oder C2 und C4, die in die C3-Aktivierung involviert sind, flhrt
zu einer verminderten humoralen Antwort auf ein I6sliches T-zellabhangiges Antigen
(Bitter-Suermann und Burger 1990, Fearon und Carter 1995, Fischer et al. 1996). Eine
reduzierte Antikérperproduktion konnte sowohl durch transiente Depletion von C3 vor
einer Immunisierung (Pepys 1974), als auch bei genetisch bedingtem Mangel an
Komplementkomponenten des klassischen Aktivierungsweges in verschiedenen
Spezies gezeigt werden (Jackson et al. 1979, Fischer et al. 1996). Ursache hierfur ist
die durch das Fehlen der frilhen Komplementkomponenten C1 oder C4 verhinderte
Aktivierung des klassischen Komplementweges, wodurch auch die Integration von C3d
in Immunkomplexe gestort ist. Eine Kostimulation iber den CD21-Rezeptor kann daher
nicht erfolgen und dies flihrt zu einer beeintrachtigten Antikdrperproduktion (Abb.3)
(Fischer et al. 1998, Cutler et al. 1998).

13
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Die Signalgebung fur membranstandige Immunglobuline (B-Zell-Rezeptoren (BCR))

wird also durch Bindung dieser
Follikuldr Dendritische Zelle (FDC) | immunkomplexe iber  den

i CD21/CD19/CD81-Korezeptor-

CD 21/ komplex auf antigen-
CD 35

ié;
>

g FeyRIN

FoyRIIB

spezifischen B-Zellen erhdht
(Fearon und Carter 1995) und

die humorale Immunantwort

wird Uber diesen Mechanismus

CD81 Immunkomplexe aus

3 cD19 verstarkt (Dempsey et al. 1996).
r

spezifischen Antigen und C3d
kbnnen aber die B-Zellantwort
Signaltransduktion Uber einen weiteren
Mechanismus beeinflussen

B-Zelle (Abb. 3).

Abb. 3: Vereinfachte Darstellung der FDC-B-Zell-
Interaktion und B-Zell-Regulation durch Antigen und

Komplement C3d
Die Antigenbindung via CD21/CD35 auf follikulér dendritischen Zellen ermdglicht die

Antigenprasentation fur naive B-Zellen und die Aufrechterhaltung einer
Gedachtnisfunktion (Fang et al. 1998).

Die Klasse des Immunglobulins welches im IC gebunden ist, spielt ebenfalls eine Rolle
in der Aktivierung der B-Zelle. So ist ein Immunkomplex bestehend aus spezifischem
Antigen und IgM, eher zur Einbindung von Komplement C3d geeignet, so dass uber
den B-Zell-Korezeptorkomplex CD21/CD19/CD81 dann eine Aktivierung der B-Zelle
erfolgen kann (Dempsey et al. 1996). Liegen jedoch Antigene im Komplex mit IgG vor,
so haben diese einen eher inhibierenden Einfluss auf B-Zellen (Cambier et al. 1994,
Takai et al. 1996). Die Ursache hierfiir wird kontrovers diskutiert. Einerseits scheint der
Rezeptor Fc,RIIB auf der B-Zell-Oberflache eine wichtige Rolle zu spielen, da eine
Kreuzvernetzung von BCR und Fc,RIIB die B-Zell-Aktivierung inhibiert. Dies konnte in
vivo und in vitro demonstriert werden. (Phillips und Parker 1984, Bijsterbosch und
Klaus 1985, Amigorena et al. 1992, Cambier et al. 1994, Muta et al. 1994, Takai et al.
1996). Andererseits scheinen aber auch Fc,RIIB-unabhangige Mechanismen zu

existieren, wie es in Untersuchungen an Fc,RIIB-defizienten Mausen gezeigt wurde.
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Als Ursache wird hierbei die Maskierung von Antigenepitopen durch Antikdrper vom
IgG-Typ und die daraus resultierende mangelnde Erkennung und B-Zellbindung an das
korrespondierende Antigen diskutiert (Wernersson et al. 1999, Heyman 2001a,
Heymann et al. 2001b, Karlsson et al. 1999 und 2001).

Das Komplementsystem ist folglich eine notwendige und wichtige Grundlage fir die
vollstandige Generierung einer Immunantwort. Paradox erscheint allerdings die
Tatsache, dass Komplementdefizienz einerseits zu reduzierter Antikérperbildung flhrt,
andererseits jedoch bei Individuen mit Komplementmangel oft hohe Konzentrationen
von Autoantikérpern  auftreten. So weist der Mangel einer friihen
Komplementkomponente (C1q, C1r, C1s, C4, C2) eine enge Assoziation zur

Autoimmunerkrankung SLE auf.

1.4 Autoimmunerkrankungen

Die grundlegende Aufgabe unseres Immunsystems ist es gegen eindringende
Mikroorganismen vorzugehen und dabei die korpereigenen Komponenten
auszusparen. In einigen Fallen werden jedoch Autoantikorper (griech. autos = selbst)
gebildet, die sich gegen korpereigene Substanzen richten. Beteiligt an der Entstehung
von Autoimmunitdt kdnnen verschiedenen Zelltypen sein. Im Fall der Multiplen
Sklerose scheinen autoreaktive T-Zellen eine besondere Rolle zu spielen (Weiner
2004). Bei anderen Autoimmunerkrankungen wie z.B. der rheumatoiden Arthritis oder
SLE kommt es zur Sezernierung autoreaktiver Antikérper (Mills 1994). Normalerweise
sind Immunglobuline welche von den B-Zellen sezerniert werden gegen Molekile auf
Pathogenen (,Fremd®) und nicht gegen ,Selbst® gerichtet. Viele verschiedene
Mechanismen, zusammengefasst unter dem Begriff immunologische Toleranz,
verhindern normalerweise eine Reaktion gegen ,Selbst. Ein Mechanismus der
Toleranzbildung kann die klonale Deletion selbstreaktiver B-Zellen im Knochenmark
oder der T-Zellen im Thymus durch Apoptose sein. B-Zellen verfligen daneben Uber
das sogenannte ,Rezeptor-Editing“, welches autoreaktive B-Zellen durch ein
Neuarrangement des BCRs vor der Apoptose bewahren kann. Anergie ist ein
Toleranzmechanismus welcher auftritt, wenn unreife B-Zellen l6slichem Antigen bzw.
T-Zellen Antigen in Abwesenheit kostimulatorischer Signale begegnen, diese Zellen
gehen in einen inaktiven Zustand Uber (aus Janeway et al. 2001). Die Mechanismen
der Toleranzerhaltung im Knochenmark und im Thymus sind mittlerweile recht gut

bekannt. Da Lymphozyten aber auch in der Peripherie proliferieren und B-Zellen in
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Keimzentrumsreaktionen die Spezifitat der BCR verandern, sind hier weitere
Toleranzmechanismen erforderlich. Diese sind allerdings bisher nicht hinreichend
verstanden. Autoimmunerkrankungen kénnten auf Fehler in diesen Mechanismen der

peripheren Toleranzinduktion zurlickzufiihren sein.

1.5 Systemischer Lupus erythematodes

Beim SLE handelt es sich um eine immungenetisch gepragte, chronisch verlaufende
Autoimmunerkrankung. Die klinischen Symptome beinhalten u.a. Arthritis, Dermatitis,
Nephritis, Karditis, polymorphe Exantheme oder Pleuritis und variieren in ihrem
Schweregrad von Fall zu Fall (Mills 1994).

Der Nachweis von Autoantikérpern gegen nukledre Antigene (ANA) und
doppelstrangige DNA (dsDNA) gilt als diagnostisch wegweisend und Immunkomplexe,
die solche Autoantikérper enthalten, lagern sich im Bindegewebe von Haut und
GefaRen verschiedener Organe ab mit konsekutiver Arteriitis oder Arteriolitis.
Charakteristisch flr den SLE ist das Vorkommen zum einen hochtitriger antinuklearer
Antikdrper (ANA) der IgG-Klasse sowie zum anderen Antikorper gegen
zytoplasmatische Antigene, Serumkomponenten oder Blutzellen. Unter ANA werden
nicht nur die fir den SLE pathognomischen anti-dsDNA-Antikorper, sondern auch
Autoantikoérper gegen Einzelstrang-DNA (ssDNA), Histone (H1-H4) und Non-Histon-
Proteine (Sm, snRNP, SS-A/Ro, SS-B/La u.a.) zusammengefasst. Der SLE wird daher
als Autoimmun- und Immunkomplexerkrankung bezeichnet (Tan et al. 1982).

Die Inzidenz in der kaukasischen Allgemeinbevélkerung liegt bei 6-7 Neuerkrankungen
pro 100000 Einwohner pro Jahr. Im Erwachsenenalter sind Frauen 10-13 mal haufiger
betroffen als Manner (Mills 1994).

Diverse Studien zeigen, das SLE eine komplexe genetische Erkrankung ist, bei
welcher multiple Gene und verschiedene Umwelteinflisse den klinischen Phanotyp
beeinflussen (Abb. 4).

1. Etwa 80% aller SLE-Erkrankungen betreffen Frauen im gebarfahigen Alter (Uramoto
et al. 1999). Dies lasst vermuten, dass Gene, welche die Ostrogenhydroxylierung
regeln, bzw. das Geschlechtshormone an sich eine Rolle bei der SLE-Penetranz
spielen kénnten (Lahita et al. 1999, Grimaldi et al. 2005).

2. Ethnische Faktoren scheinen ebenfalls eine bedeutsame pradisponierende Rolle zu
spielen. Die SLE-Pravalenz liegt unter weilen Frauen im Alter von 15-64 Jahren bei 1

in 700 und unter schwarzen Frauen bei 1 in 245. Familienangehdrige ersten und
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zweiten Grades von SLE-Patienten zeigen eine stark erhdhte SLE-Pravalenz (1 in 20
bis 1 in 300) (Mills 1994).

3. Es ist lange bekannt, dass UV-Licht die Auspragung des diskoiden Lupus
erythematodes der Haut provoziert und auch bei ca. 20% der SLE-Patienten
systemische Krankheitsexerbationen verursachen kann. (Golan et al. 1994).

4. Eine Reihe von Medikamenten (z.B. Procainamid, Chlorpromazid, u.a.) sind fir ihre
SLE induzierende Fahigkeit bekannt (Skaer 1992, Mills 1994).

5. Fur Viren wie zum Beispiel Cytomegalie-Virus (CMV), Epstein-Barr- (EBV) und
Parvovirus B19 wird diskutiert, ob sie eine Rolle als fordernde Faktoren fir die
Entstehung eines SLE spielen (Zandman-Goddard und Shoenfeld 2003).

6. Die Erkrankung des SLE ist mit verschiedenen genetischen Besonderheiten
assoziiert (z.B. Komplementdefizienz, Fc gamma lll, MHC, Gene des HLA Klasse Il
DRB und DQB) (Arnett und Reveille 1992, Hartung et al. 1992, Goerg 2002). Die
genetische Defekte der Komplementkomponenten C1q, C4 und C2 werden gehauft bei
SLE-Patienten gefunden. Fur C4 besteht ein erheblicher Polymorphismus, der
prinzipiell fir die Pathogenese des SLE bedeutsam sein kdnnte (Schur 1986 und 1995,
Manderson et al. 2004).

Umwelt: Viren UV-Licht Medikamente Hormone

U U U U

Virus B-Zellen

DNA |O)| Typl 5 T-Zellen -

RNA )| Interferon |) Dendritische o) SLE
Immun- Zellen
komplexe = o MHC S

i i i i

Genetik: Komplement MHC FcyRlla

Abb.4: Schema einiger beeinflussender Faktoren beim Entstehen des SLE
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1.6 Systemischer Lupus erythematodes und Komplement

Ein Zusammenhang zwischen SLE und dem Komplementsystem wurde erstmals
identifiziert, als Untersuchungen erniedrigte Komplementspiegel bei SLE-Patienten
nachwiesen.

Einerseits kommt es durch die Bildung der Immunkomplexen zum Verbrauch von
Komplementkomponenten, andererseits wird auf genetischer Ebene eine Assoziation
des SLE zu Defekten von frihen Komponenten des klassischen
Komplementaktivierungsweges (Komplement C1, C4, C2) gesehen und diese Defekte
scheinen pradisponierend fir SLE sowohl beim Menschen (Atkinson 1989) als auch in
tierexperimentellen Studien zu sein (Prodeus et al. 1998). Es scheint eine Hierarchie
der Defekte des klassischen Aktivierungsweges und der Assoziation im Bezug auf
Anfalligkeit und Schwere der Erkrankung zu geben. Patienten mit einem Defekt des
C1-Komplexes (Pickering et al. 2000, Stone et al. 2000, Dragon-Durey et al. 2001)
oder C4-Proteines (Pickering et al. 2000, Rupert et al. 2002) haben die hochste
Anfalligkeit (>80%) und schwersten Verlaufe, bei Defekten des C2-Proteins vermindert
sich die Assoziation signifikant (Pickering et al. 2000), wahrend ein angeborener
Mangel von Komplement C3 weder in Mausen noch im Menschen mit SLE assoziiert
ist (Einav et al. 2002). Bei SLE-Patienten mit einer Komplementdefizienz (C1 oder C4)
ist das Verhaltnis zwischen Mannern und Frauen ausgeglichen (1:1), dies zeigt deutlich
die Bedeutung des Komplementdefektes, welcher das geschlechtsbezogene
Ungleichgewicht dieser Erkrankung ausgleicht (Pickering et al. 2000, Manderson et al.
2004).

Neben der kompletten Defizienz ist beim Menschen auch ein partieller C4 Mangel
bekannt. Im menschlichen Serum findet sich das C4 Protein in zwei Isoformen, kodiert
durch zwei einzelne Gene C4A und C4B, lokalisiert hintereinander in der MHC Klasse
Il Region. Beide Gene sind hochgradig polymorph. Verschiedene unabhangige
Studien an unterschiedlichen ethnischen Gruppen haben einen Zusammenhang
zwischen Null-Allelen im C4A Gen und SLE gefunden (Pickering et al. 2000, Goerg
2002).

Die Kolokalisation der MHC Gene zu denen der Komplementfaktoren C4 und C2 auf
dem Chromosom 6 (Maus Chromosom 17) lassen die Frage offen, ob besondere MHC
Gene oder Defekte von C4 und C2 malgeblicher an der Entstehung des Lupus
beteiligt sind. Defekte des Komplementfaktors C1q fiihren allerdings noch haufiger und
oft zu schwereren Erkrankungen des SLE als Defekte der spateren

Komplementkomponenten. Da das C1g Gen auf dem Chromosom 1 (Maus
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Chromosom 4) kodiert wird, ist hier keine Beeintrachtigung der MHC Gene mdglich und
somit sind eindeutig Komplementdefekte an der Entstehung des SLE beteiligt (Campell
et al. 1986, Schur 1986).

Weitere Beobachtungen zeigten in zwei unabhangigen Toleranzmodellen, dass sowohl
der Mangel an C4 als auch die Defizienz der Komplementrezeptoren CD21/CD35 die
Entwicklung von Autoimmunphanomenen begtinstigten (Prodeus et al. 1998). Dies
lasst den Schluss zu, dass die Assoziation von Komplement C4-Mangel und erhdhter
Autoantikérperproduktion auf eine gestoérte Kostimulation der Komplementrezeptoren
CD21/CD35 auf B-Zellen bzw. auf follikular dendritischen Zellen beruht. Im Gegensatz
allerdings zu C1qg-defizienten oder C4-defizienten Mausen entwickeln CD21/CD35
defiziente Mause praktisch keine spontane Autoimmunerkrankung (Chen et al. 2000).
Daher scheint die Induktion von SLE am ehesten durch den Mangel der friihen
Komplementkomponenten C1q oder C4 beeinflusst und unabhangig von Komplement
C3 oder den Komplementrezeptoren CD21/CD35 zu sein. Als alternative Erklarung
wurde daher die Beobachtung herangezogen, dass intraperitoneal (i.p) applizierte
apoptotische Koérperchen als Quelle fur Lupus typische Autoantigene weniger gut
phagozytiert werden kénnen, wenn C1q (Botto et al. 1998) oder C4 (Taylor et al. 2000)
fehlt. Da die komplementvermittelte Phagozytose jedoch zumindest teilweise auch C3b
bendtigt, der Mangel an C3 allerdings nicht mit einem SLE assoziiert ist, scheinen
beide Modelle nicht hinreichend, die Assoziation von Komplementmangel und SLE zu

erklaren.

1.7 Interferon alpha

Interferon wurde erstmals indirekt von Hoskins (1935) als eine Substanz, welche nach
einer Virusinfektion vor einer weiteren viralen Infektion schitzt, beschrieben. Isaacs
und Lindenmann (1957) charakterisieren erstmals ein Protein, welches zwischen
Zellen nach einem Virusinfekt ,interferiert* und pragten somit den Namen Interferone
(Isaacs und Lindenmann 1957).

Mittlerweile weil® man, dass es sich beim Interferon nicht um ein einzelnes Protein,
sondern um eine Proteinfamilie, unterteilt in Typ | und Typ Il Interferone handelt.
Interferon vy ist das einzig bekannte Typ Il Interferon, im Gegensatz dazu stehen die
Typ | Interferone. Diese sind eine Familie eng verwandter Proteine, kodiert auf dem

kurzen Arm des Chromosom 9 (Maus Chromosom 4). Dort finden sich mindestens 13
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Interferon a Gene, ebenso wie Interferon B, Interferon «, Interferon o und Interferon
(Ivashkiv 2003).

Zunachst wurde IFN a als ein Protein beschrieben, welches von Fibroblasten
sezerniert wird und eine parakrine Resistenz gegen Virusinfektionen induziert. Die IFN
a Induktion findet nicht ausschlie3lich viral statt, denn die Stimulation der Zellen durch
Endotoxin, dsRNA, poly (I:C) oder CpG-DNA kann ebenfalls eine IFN a Produktion zur
Folge haben (Havell und Spitalny 1983, Korngold et al. 1983, Ishikawa und Biron 1993,
Sun et al. 1998).

Weitere Untersuchungen zeigten, das nicht allein die Fibroblasten in der Lage sind IFN
a zu produzieren, sondern auch Makrophagen und dendritische Zellen (welche beim
Menschen hauptsachlich vom Typ der plasmazytoiden dendritschen Zellen (pDC) sind)
(Havell und Spitalny 1983, Ishikawa und Biron 1993, Sun et al. 1998, Siegal et al.
1999). Zur Produktion von Typ | IFN kommt es als Antwort auf Aktivierung der TLR 3,
4,7 und 9 (Ito et al. 2002, Hertzog et al. 2003).

Die Funktionen des IFN a sind vielfaltig und umfassen neben der antiviralen Abwehr
auch die Induktion weiterer Zytokine und Rezeptoren (Sen und Lengyel 1992). Zudem
wird dem Interferon eine Rolle in der Unterstitzung der angeboren und adaptiven
Immunabwehr zugeschrieben, so ist IFN a z.B. in der Lage den Immunglobulin-
klassenwechsel zu férdern (Le Bon et al. 2001) oder die Leukozytenlokalisation
(Reduktion in der roten Pulpa, Ausweitung der weillen Pulpa) in der Milz zu
beeinflussen (Ishikawa und Biron 1993).

IFN a stellt daher neben seiner antiviralen Funktion einen Verknlpfungspunkt

zwischen der angeborenen und der adaptiven Immunabwehr dar.

1.8 Interferon alpha und Systemischer Lupus erythematodes

Mehrere friihe Studien weisen darauf hin, das IFN a eine Rolle bei der Erkrankung SLE
spielt. Sie zeigten in unterschiedlichen Untersuchungen erhéhte IFN a Serumwerte bei
SLE-Patienten (Hooks et al. 1979, Ytterberg und Schnitzer 1982, Preble et al. 1982,
Strannegard et al. 1982). Die erhohten IFN a Werte korrelieren zum einen mit der
Krankheitsaktivitat und —schwere, zum anderen scheint ein Zusammenhang zwischen
erhohten IFN a Werten, Fieber und Hautausschlagen zu bestehen (Bengtsson et al.
2000).
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Einige Symptome und Zeichen bei einer SLE Erkrankung &hneln denen wahrend einer
Influenza oder IFN a Therapie. So treten zum Beispiel Fieber, Mldigkeit, Myalgien,
Arthralgien und Leukopenien gehauft auf (Rénnblom et al. 2003).

Bei SLE-Patienten die keine erhohten IFN a-Werte aufwiesen, konnte bereits 1989 ein
interferoninduziertes Protein (MxA Protein) nachgewiesen werden (von Wussow et al.
1989).

In der jlingeren Vergangenheit konnte bei der Erstellung von genetischen
Expressionsprofilen an peripheren mononuklearen Blutzellen von SLE-Patienten
gezeigt werden, dass bei ca. der Halfte aller SLE-Patienten eine Aktivierung Interferon
regulierter Gene nachweisbar ist (Crow et al. 2003, Han et al. 2003). Dartiber hinaus
scheinen diese Veranderungen mit der Krankheitsintensitdt und der
Organmanifestation zu korrelieren (Baechler et al. 2003, Bennett et al. 2003).

Als wichtige Quelle endogenen IFNa kommen dendritische Zellen (DC) in Frage, die
im Menschen hauptsachlich vom Typ der plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDC)
sind (Siegal et al. 1999), wahrend es in der Maus offenbar sowohl pDCs als auch
dendritische Zellen des myelozytaren Typs (mDCs) sein konnen (Eloranta und Alm
1999). Letztere sind unter anderem lokalisiert in der marginalen Zone lymphatischer
Organe.

Diese dendritischen Zellen werden auch als natlrliche Interferon-produzierende Zellen
(NIPC) bezeichnet. Untersuchungen zur Anzahl und Funktion von NIPC im Blut zeigen,
dass bei an SLE erkrankten Personen 70 mal weniger zirkulierende NIPC/pDC im Blut
zu finden sind (Cederblad et al. 1998). Diese verminderte Anzahl von zirkulierenden
NIPC/pDC lasst vermuten, das die Zellen sich in Geweben aufhalten und deshalb aus
der Zirkulation verschwunden sind. Dies konnte bei Untersuchungen von Patienten mit
diskoiden Lupus bestatigt werden, wo Interferon-produzierende Zellen bzw. Zellen mit
dem NIPC/pDC Phanotyp vermehrt in Hautbiopsaten gefunden wurden (Farkas et al.
2001, Blomberg et al. 2001, Blanco et al. 2001).

Der wahrscheinlich wichtigste Wirkungsort von NIPC/pDC scheint in den lymphoiden
Geweben zu liegen, da Interferon-produzierende Zellen in Lymphknoten von SLE
Patienten nachgewiesen wurden (Rénnblom und Alm 2002).

Im Falle einer Virusinfektion und mit dem Eindringen der Viren in die regionaren
Lymphknoten haben die NIPC/pDCs die Aufgabe, hohe lokale Konzentrationen von
IFN a zu produzieren und die Virusreplikation zu bremsen. Beim SLE hingegen wird
offenbar ohne viralen Stimulus die Entwicklung autoreaktiver T- und B-Zellen durch die

Anwesenheit des Interferons stimuliert (Rénnblom et al. 2003).
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Eine pathologische Expression von Typ | Interferonen ist nicht auf den systemischen
Lupus beschrankt, sondern findet sich auch bei anderen Autoimmunerkrankungen. Bei
insulinpflichtigem Diabetes mellitus wurden erhdhte IFN a Serumwerte sowie die
Expression von IFN a in den Zellen der Langerhansschen Inseln gefunden (Chehadeh
et al. 2000, Huang et al. 1995). Auch bei Psioriasis gelang der Nachweis der
Expression von Interferon induzierbaren Genen und dem Protein IFN a (Schmid et al.
1994).

Interessanterweise ist die Entstehung von Autoantikérpern und
Autoimmunerkrankungen eine haufige Nebenwirkung bei mit IFN a behandelten
Patienten (Schilling et al. 1991, Brassard et al. 2002). Bei nicht weniger als 19% der
Patienten mit einem malignen Tumor, welche eine Langzeitbehandlung mit IFN a
erhielten, manifestierte sich eine Autoimmunerkrankung (Rénnblom et al. 1991). Bei
8% aller Patienten konnten nach Interferontherapie hochaffine Antikdrper gegen
dsDNA nachgewiesen werden und in 22% der Falle fand man ANAs (Kalkner et al.
1998).

Nach Interferontherapie wurden nicht nur die Induktion von SLE, sondern auch von
verschiedenen anderen Autoimmunerkrankungen beschrieben wie perniziése Anamie,
autoimmune Thyroiditis und Myasthenia gravis, autoimmune Hepatitis, insulinpflichtiger
Diabetes mellitus, rheumatoide Arthritis, Polymyositis, Vaskulitis (loannou und Isenberg
2000, Raanani und Ben-Bassat 2002), ohne das es bislang einen ausreichenden
Erklarungsansatz fur diese Phanomene gibt. Die Griunde fur dieses weite Spektrum an
Autoimmunerkrankungen sind nicht bekannt.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass sich bei Anwesenheit von Autoantikdrpern vor
einer IFN ao-Therapie das Risiko der Entstehung einer manifesten
Autoimmunerkrankung deutlich erhéht. So entwickelten ca. 68% der Patienten welche
vor Therapiebeginn Thyroidea-Autoantikdrper hatten als Folge einer Interferontherapie
eine autoimmune Thyroiditis (Rénnblom et al. 1991).

Folglich beeintrachtigt eine Typ | IFN-Behandlung die Toleranzerhaltung und initiiert
zum einen eine de novo autoimmune Reaktion, zum anderen verstarkt sie ebenso
einen schon existierenden, aber klinisch bis dahin unauffalligen autoimmunen Prozess
und fahrt zu einer klinisch offenkundigen Erkrankung (Rénnblom et al. 2003).

Eine weitere interessante Beobachtung ist, dass SLE-Patienten teilweise zusatzliche
Autoantikérper gegen Komplementkomponenten und Interferon selbst entwickeln
(Panem et al. 1982 und 1984, Goerg et al. 1993, Hogharth et al. 1996, Siegert et

al.1991). Fruhe Untersuchungen bei einer Patientin mit SLE zeigten praformierte,
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natlrliche, zirkulierende Antikdrpern gegen IFN a, diese Patientin war nie mit Interferon
behandelt worden (Mogensen et al. 1981).
Eine enge VerknlUpfung von IFN a mit dem Krankheitsverlauf des SLE ist offensichtlich,

auch wenn die exakten Mechanismen noch ungeklart sind.

1.9 Hypothese und Arbeitsprogramm

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zeigen eine wichtige Rolle von Komplement C4 und
seinen besonderen Einfluss auf den Transport und die ,Clearence von IgM-
Immunkomplexen. Die Deposition dieser Immunkomplexe an der marginalen Zone und
die damit zusammenhangende gesteigerte humorale Immunantwort wurden in friiheren
Experimenten der Arbeitsgruppe bereits untersucht (Zachrau et al., 2004).

Zunachst sollen bei unbehandelten Wildtyp und C4-/- Mausen die Zytokine IFN a, IFN
y und IL-12 gemessen werden. Die Zytokine IFN y und IL-12 werden, neben anderen,
ebenfalls im Zusammenhang mit SLE als auffallig beschrieben (Hooks et al. 1979,
Ytterberg und Schnitzer 1982, Al-Janadi et al. 1993, Tokano et al. 1999, Ivashkiv 2003)
und deshalb mit in diese Untersuchung einbezogen.

Der Proteinnachweis soll mit ELISA und auf mRNA-Ebene mittels Real-time RT-PCR
erbracht werden. Hierzu werden drei PCR fir die Zytokine IFN a und zum Vergleich
IFN y und IL-12 etabliert.

Mit immunhistochemischen Farbungen von Gefrierschnitten der Milz soll versucht
werden die interferonproduzierenden Zellen zu identifiziert und zu lokalisiert.

Zudem wird ein neues IgM-Immunkomplexmodell (IgM-IC) etabliert, welches als
autoreaktive Komponente endogene DNA enthalt. Dieses Immunkomplexmodell wird in
erster Linie gewahlt, um den Einfluss des Lupus-relevanten Antigens dsDNA
untersuchen zu kénnen. Die Verteilung und Anlagerung der IgM-IC in den Organen soll
mittels radioaktiv markierter Antikérper gezeigt und ggf. in immunhistochemischen
Farbungen der Milz spezifiziert werden.

Um den zugrundeliegenden Mechanismus der gesteigerten humoralen Immunantwort
besser verstehen zu konnen, sollen mit Hilfe von ELISA und den Real-time RT-PCR fiir
murines IFN a, IFN y und IL-12 die Auswirkung der Immunkomplexablagerungen auf
die Zytokinproduktion untersucht werden. Sollte es durch Deposition von IgM-IC an die
marginale Zone (Zachrau et al. 2004) zur Induktion von IFN a kommen, kdnnte dieses
als Verstarker bei der Immunantwort dienen und somit einen Erklarungsansatz geben
(Le Bon et al. 2001).
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Die marginale Zone wird aufgrund ihrer Funktion als Filter fir (IgM-) Immunkomplexe
(Youd et al. 2002, Zachrau et al. 2004), und als Ort residierender IFN a produzierender
Zellen (Makrophagen und dendritische Zellen) hierbei im Fokus der Betrachtungen
stehen (Eloranta und Alm 1999, Siegal et al. 1999). Die Folgen der IgM-IC Deposition
an der marginalen Zone werden anhand der Bildung einer humoralen (autoreaktiven)
Immunantwort untersucht. Schliellich soll durch Blockierung des IFN a bzw. des
Rezeptors gezeigt werden, dass IFN a flr die Entstehung von Autoantikérpern

notwendig bzw. mitverantwortlich ist.
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2 Zielsetzung

Der Systemische Lupus erythematodes (SLE) ist eine Autoimmunerkrankung, die mit
der Bildung von Immunkomplexen und deren Ablagerung in diversen Organen
einhergeht und so zu Nephritis, Dermatitis, Arthritis und anderen Erscheinungsformen
fiuhren kann. Eine genetische Assoziation wird wu.a. zu den frihen
Komplementkomponenten C1, C2 und C4 gesehen. Die derzeitigen Erklarungsmodelle
postulieren einerseits eine reduzierte Eliminierung apoptotischer Kaorperchen
andererseits eine ungenigende B-Zellregulation beim Mangel von C1, C4 oder C2,
obwohl der Mangel der zentralen Komplementkomponente C3 offenbar nicht mit einer
erhohten Erkrankungshaufigkeit assoziiert ist. Ein bedeutender Faktor scheint das
antivirale Zytokin Interferon alpha (IFN a) zu sein, da bei Patienten mit SLE regelmaRig
erhohte IFN a Spiegel oder die erhohte Expression von Interferon induzierten Genen
beobachtet wird und die Applikation von IFN a zu therapeutischen Zwecken
gelegentlich die Induktion von SLE typischen Autoantikbrpern als Nebenwirkung
aufweist. Die beschriebenen Phanomene sind derzeit nicht vollstandig verstanden und
bislang gibt es keine einheitliche Theorie, die beide Phanomene fur die
Atiopathogenese des SLE berticksichtigt.

Ausgehend von der Beobachtung, dass es im Mausmodell insbesondere bei C4-
Mangel, zu einer Ablagerung von IgM-Immunkomplexen in der immunkompetenten
marginalen Zone der Milz kommt und dadurch eine erhdhte Antikdérperproduktion
induzierbar ist, andererseits die Makrophagen der marginalen Zone der Milz als Quelle
fur IFN a in Frage kommen, soll die folgende Hypothese Uberprift werden:

Beim Mangel der Komplementkomponente C4 kommt es im Mausmodell zu einer
ungenugenden Eliminierung endogener DNA, die durch naturliche Antikdrper vom Typ
IgM gebunden werden. Die Ablagerung der DNA-Immunkomplexe steigert die
Produktion von IFN a in der marginalen Zone der Milz. Diese IFN a Sekretion
unterstutzt die humorale Immunreaktion gegen die im Immunkomplex gebundenen
Antigene und flihrt somit zu Bildung von Autoantikérpern gegen nukledre Antigene.
Diese Hypothese soll Gberprift werden, durch die Bestimmung endogener DNA im
Serum von C4 defizienten Mausen und durch die Applikation von monoklonalen IgM-
Antikdrpern gegen dsDNA. AnschlieBend soll die Verteilung und Ablagerung
neuformierter Immunkomplexe analysiert und diverse Zytokine in der marginalen Zone
nach IgM-Applikation mittels Real-time RT-PCR bestimmt. Die Bedeutung der IgM-
DNA-Immunkomplexe fur die Induktion von IgG-Autoantikérpern soll schlieBlich mit

Hilfe von Autoantikdrperbestimmungen nachgewiesen werden. Falls die Ergebnisse
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Zielsetzung

einen Effekt der IgM-Immunkomplexe auf die Induktion von IFN a und von IgG-
Autoantikérpern zeigen, soll durch Blockierung des IFN a-Systems der
Zusammenhang zwischen Immunkomplexbildung und Autoantikdrpern bestatigt
werden.

Lasst sich beweisen, dass IFN a eine zentrale Rolle in der Entstehung von SLE spielt,

bietet dies neue Optionen fir die Therapie des Systemischen Lupus erythematodes.
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3 Material

3.1 Mause

Verwendet wurden Wildtyp (wt) und C4 defiziente (C4-/-) Mause vom Stamm C57BL/6
(Charles River Laboratories, Wilmington/USA). Der genetische Hintergrund der C4-/-
Mause ist die Kreuzung der Stdamme C57BL/6. Der genetische Hintergrund der
verwendeten Interferon-Rezeptor defizienten (IFNR-/-) Mausen, welcher uns
freundlicherweise vom DKFZ Heidelberg Gberlassen wurden, ist der Stamm C57BL/6.

Die Tierversuchsantrage fir dieses Projekt gemass Antrag mit der Nummer 29/b/99
vom 28.08.1998 wurde durch das Ministerium fur Natur und Umwelt des Landes
Schleswig-Holstein bis zum 31.12.2000 bewilligt und bis zum 31.03.2004 verlangert,
der Antrag mit der Kennzeichnung 29/c/04 wurde durch das Ministerium fir Natur und
Umwelt des Landes Schleswig-Holstein bis zum 31.03.2006 bewilligt. Die Einwilligung

der Ethikkommission der Medizinischen Universitat zu Liibeck liegt ebenfalls vor.

3.2 Gerate

e ABI Prism 7700 (Applied Biosystem, Weiterstadt)

¢ Analysenwaage LC 6200S (Sartorius, Géttingen)

e Anthos ELISA-Reader 2001 (Anthos Labtec instruments, Wals/Osterreich)

¢ Bohrloch Gamma Counter Multi-Logger LB 5310 (Berthold, Bad Wildbad)

e Brutschrank (Water Jacketed Incubator) (Labotect Labortechnik, Géttingen)

o Columbus ELISA-Washer (Tecan, Maennedorf/Schweiz)

e Coulter Counter T-660 (Beckman Coulter, Krefeld)

e Diaplan Lichtmikroskop (Leitz, Stuttgart)

¢ Digitalkamera Canon EOS 10D (Canon Inc., Tokyo/Japan)

e Digitalkamera Leica DC350F (Leica, Bensheim)

e Durchflusszytometer Epics® XL-MCL (Beckman Coulter, Krefeld)

o Elektrophoresesystem Pharmacia LKB GB 200/400 (Pharmacia, USA)

o Farbekammer Magic Immuno Staining Tray; Cell path plc (Hemel,
Hempstead/USA)

e Fluoreszenzmikroskop DMLM DC350F (Leica, Bensheim)

e Gefriermikrotom Kryostat CM 1850 (Leica, Bensheim)

27



Material

3.3

Gefriertruhe, -80°C (Nuaire, Plymouth,/USA)

Gene Amp PCR System 2400 (Perkin Elmer, Wellesley/USA)

High Performance OCD Imaging System (Appligene, lllkrich/Frankreich)
Infrarotlicht 100 W (Philips, Hamburg)

Laborwaage 12116 MP (Sartorius, Géttingen)

Magnetic cell separator MACS (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)
Magnetruhrer (Heidolph, Kelheim)

Multiphor 11® Elektrophorese-Einheiten (Pharmacia, Freiburg)

pH- Meter pHM 83 Autocal (Radiometer, Kopenhagen/Dénemark)
Pipette Combi- Pipette Typ 3180L (Eppendorf, Hamburg)

Pipetten Vario- Mikroliterpipetten 0.5-10ul, 10-100ul, 200-1000ul (Eppendorf,
Hamburg)

Spektralphotometer Hitachi U-3000 (Hitachi, Tokyo/Japan)

Sterile Werkbank Il Al B3; (Nuaire Plymouth/USA)

Szintigraphie Dreikopfkamera PRISM 3000XP (Picker)

Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg)

Trockenschrank (Heraeus Christ GmbH, Osterode)

UV-Tisch N9 (Benz, Wiesloch)

Vakuumtransfersystem (Dot Blotter SRC 96D Minifold |, Schleicher & Schuell,
Dassel)

Wasserbad (GFL Labortechnik, Burgwedel)

Zentrifuge Kiuhlzentrifuge 2K15 (Sigma, Deisenhofen)

Zentrifuge Minifuge 5414 C (Eppendorf, Hamburg)

Zentrifuge Omnifuge 2.0 RS (Heraeus Christ GmbH, Osterode)

Laborbedarf

Dialyseschlauch Dialysis Tubing Cellulose Membrane, 25x16 mm (Sigma-
Aldrich, Steinheim)

Einmalkanilen BD Microlance™ 3, steril, 0.45 x 13 mm (Becton Dickinson
GmbH, Heidelberg)

Einmal- Feindosierungsspritze, steril, 1 ml (B. Braun Melsungen AG,
Melsungen)

Einmalspritzen, steril, 2 ml, 5 ml, 10 ml (Becton Dickinson, Heidelberg)
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3.4

ExcelGel® SDS Homogenous 7,5% bzw. 12,5% Gele (Amersham Biosciences,
Freiburg)

Flachboden-Mikrotiterplatten Costar (Corning Incorp. New York/USA)
IODO-Gen®Precoated lodination Tubes (Pierce, Rockford/USA)

HiTrap™ IgM Purification Column (Amersham Biosciences, Freiburg)
Nitrozellulose-Membran (Bio-Rad, Miinchen)

Nylon-Zellsieb (BD Biosciences, Bedford/USA)

Tissue-Tek Cryomold® GréRen Biopsy, Intermediate, Standard (Sakura
Finetechnical Co. Ltd., Tokyo,/Japan)

Kunststoffrohrchen, steril, mit Schraubverschlu, 15 ml, 50 ml (Greiner,
Niirtingen)

Liquid Blocker Pap-Pen (Cederland, Canada)

Latex- Einmalhandschuhe (Ansell, Miinchen)

Microcon- 10, 30-, 100- Filter (Millipore GmbH, Schwalbach)

Nunc® Stericup Filtrationssystems (Millipore GmbH, Schwalbach)

Objekttrager Super Frost (Menzel Glaser, Braunschweig)

PD-10 Saule von Sephadex (Amersham Pharmacia, Buckinghamshire/UK).
Pipettenspitzen, 1-10 ul, 10-100 ul, 200-1000 ul (Greiner, Niirtingen)
Pipettenspitzen, Combitips, steril, 0.5 ml, 1.25 ml, 25 ml, 5 ml, 12.5 ml
(Eppendorf, Hamburg)

Reagenzrohrchen (Sarstedt, Nirmbrecht)

Reaktionsgefalie 1.5 ml (Sarstedt, Niirmbrecht)

Reaktionsgefalie 1.5 ml, mit Schraubdeckel (Sarstedt, Niirmbrecht)
Separationssaulen Grofle MS (Miltenyi, Biotec, Bergisch Gladbach)
Stabpipetten, steril, 1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (Greiner, Nlirtingen)
Zellkulturflaschen, 20 ml, 50 ml, 800 ml (Nunc, Roskilde/Ddnemark)

Zellsieb 4 ym (BD Falcon, Heidelberg)

Zellkulturmedien und —zusatze

bovines Serumalbumin (BSA) (Fluka Biochemika, Neu Ulm)

Fetales Kalberserum (FCS), Mycoplex (PAA Laboratories Inc., Osterreich)
Kulturmedium RPMI 1640 (BioWhittacker, Heidelberg)

L- Glutamin (BioWhittacker, Heidelberg)
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3.5

2-Mercaptoethanol (Merck, Darmstadf)
Natrium-Pyruvat (BioWhittacker, Heidelberg)
Penicillin 10000 E/ml, Streptomycin 10000ug/ml (BioWhittacker, Heidelberg)

Chemikalien und Reagenzien

Aceton (Merck, Darmstadt)

Agarose NA (Amersham Biosciences, Uppsala/Schweden)
Ammoniumchlorid (Merck, Darmstadt)

Boehringer Blockreagent (Boehringer, Mannheim)
Biotinamidocaproate N-Hydroxysuccinimide Ester (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Borséure (Merck, Darmstadt)

123 bp-DNA-Leiter GIBCOBRL (Invitrogen, Karlsruhe)
Bromphenolblau (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Carbonat-Bicarbonat Kapseln (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Coomassie Brilliant Blue G (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Crystal/Mount (Biomeda Corp. USA)

Di-ethylpyrocarbonat (DEPC) (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Dinatriumhydrogenphosphat (Merck, Darmstadt)
Dinatriumtetraborat-Decahydrat (Merck, Darmstadt)

Glycin (Merck, Darmstadt)

humanes Albumin (DRK Blutspendedienst, Springe)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) (Cambrex Bioscience Verviers;
Verviers, Belgien)

Ethylenediamintetraactic acid (EDTA) (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Essigsaure (Merck, Darmstadt)

Ethanol (Merck, Darmstadt)

Ethidiumbromid (Appligene, Heidelberg)

Fast Blue BB Base (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Ficoll Typ 400 (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Isopropanol (Merck, Darmstadt)

Jung Einbettmedium fir Gefrierschnitte (Leica instruments, Nussloch)
konzentrierte Salzsaure (Merck, Darmstadit)

Levamisole (Sigma-Aldrich, Steinheim)
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¢ Magnesiumchlorid (Merck, Darmstadt)

e Methylenblau (Merck, Darmstadt)

¢ Methylthiazolyldiphenyl-tetrazoliumbromide (Sigma-Aldrich, Steinheim)
¢ Naphthol AS-MX Phosphate (Sigma-Aldrich, Steinheim)

e Natriumazid (Merck, Darmstadt)

e Natriumdihydrogenphosphat (Merck, Darmstadt)

e Natriumcitrat 4%(ACDA) (Baxter, Miinchen)

e 123-Natrium-Jodid (J'?®) (MDS Nordion, Ottawa/Kanada)

e Natriumnitrat (Merck, Darmstadt)

¢ N,N-Dimethylformamide (Sigma-Aldrich, Steinheim)

e Paraformaldehyd (Merck, Darmstadt)

e Poly-L-Lysin (Sigma, Taufkirchen)

e 2-Propanol (Merck, Darmstadt)

e Protein-G-Agarose (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
e Saponin (Sigma-Aldrich, Steinheim)

e TNP-(AECM)-Ficoll (Biosearch Technologies, USA)

e Tris (hydroxymethyl)-aminomethan (Merck, Darmstadt)

o Tween 20 (Merck, Darmstadt)

o Wasserstoffperoxid (Sigma-Aldrich, Steinheim)

e Xylene Cyanol (BioRad, Hercules/USA)

3.6 Antikorper

Alle nicht anderweitig gekennzeichneten Antikdrper stammen von der Firma

Pharmingen, San Diego/USA.

Unkonjugiert:
¢ Ratte anti-Maus IgG2b CD 16/32. (Fc-Block) [Klon2.4G2]

e Ratte anti-Maus MOMA-1 (ImmunoKontact AMS Biotechnology GmbH,
Wiesbaden)

Markierung mit Peroxidase:

¢ Anti-Fluorescin (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
e Avidin (Sigma-Aldrich, Steinheim)
o PNA (Sigma-Aldrich, Steinheim)
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Markierung mit alkalischer Phosphatase:

¢ Anti-Maus IgM [polyklonal] (Sigma-Aldrich, Steinheim)
¢ Avidin (Sigma-Aldrich, Steinheim)

¢ Ratte anti-Maus IgG1 [Klon X56]

¢ Ratte anti-Maus IgG2a [Klon R19-15]

¢ Ratte anti-Maus 1gG2b [Klon R12-3]

¢ Ratte anti-Maus 1gG3 [Klon R40-82]

Markierung mit Biotin:

Hamster anti-Maus 1gG1 CD11c [Klon HL3 ]

Maus anti-Ratte 1gG1/2a [Klon G28-5]

Ratte anti-Maus C3 [Klon RmC11H9] (Connex, Martinsried)

Ratte anti-Maus IgG2b CD11b [Klon M1/70]

Ratte anti-Maus IgM ERTR-9 [Klon SIGNR1] (BMA Biomedicals AG,
Augst/Schweiz)

Ratte anti-Maus TNP [Klon A111-3]

Markierung mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC):

Hamster anti-Maus CD3 [Klon 145-2C11]

Hamster anti-Maus 1IgG1 CD11c¢ [Klon HL3 ]

PNA (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Ratte anti-Maus CD11b [Klon M1/70]

Ratte anti-Maus CD21/CD35 [Klon 7G6]

Ratte anti-Maus CD45R/B220 [Klon RA3-6B2]

Ratte anti-Maus 1gG (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Ratte anti-Maus MOMA-1 (ImmunoKontact AMS Biotechnology GmbH,
Wiesbaden)

Markierung mit Phycoerythrin (PE):

Avidin Sigma-Aldrich, Steinheim

Markierung mit magnetischen Beads:

B220-Beads (Miltenyi Biotec, Weilheim)
CD11b-Beads (Miltenyi Biotec, Weilheim)
CD90.2 (Thy1.2)-Beads (Miltenyi Biotec, Weilheim)
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3.7

3.8

Seren

Anti-dsDNA-Antikorper
Antonio/USA)

positives

Mausserum (Alpha Diagnostic, San

Normal Mouse Serum (DakoCytomation, Glostrup/Dénemark)

Normal Rat Serum (DakoCytomation, Glostrup/Ddnemark)

Primer und Sonden

Primersequenzierung (T/IB Molbiol, Berlin):

Sequenz IFN a Forward-Primer
Sequenz IFN a Reverse-Primer |

Sequenz IFN a Reverse-Primer |l

Sequenz IFRG28 Forward-Primer

Sequenz IFRG28 Reverse-Primer

Sequenz Neo oIMR0013
Sequenz Neo oIMR0014
Sequenz C4 oIMR1265
Sequenz C4 oIMR1266

Sequenz IFNR Forward-Primer
Sequenz IFNR Reverse-Primer |

Sequenz IFNR Reverse-Primer |l

5" CCT gAg AgA gAA gAA ACA CAg C
5" CAA gTT ggC TgA ggA AgA SA
5" Cag CAA gTT AAC TgA ggA AgA CA

5 TgC ATC TTT ggg TgA gAA ggT
5 ACT gCA TgC CTC ACA ATT gC

5°- CTT ggg Tgg AgA ggC TAT TC
5°- Agg TgA gAT gAC Agg AgA TC
5-ATAACC TgggTC ggA CTT Tgg
5°-TCT TCC gAA ACT gCT ggA TCC

5°-AgA AAA gAC gAg gCg AAg Tg
5. gTT CCC TTC CTC TgC TCT g
5°- CCA AgC gAA ACA TCg CAT Cg

Sondensequenzierung von ABI (Applied Biosystems, Weiterstadt):

Sequenz IFN a
Sequenz IFRG28

Gebrauchsfertige

Sonden/Primer-Kits

5'FAM-CTg TgC CTg ggA ggT ggT CAg AgC-TAMRA
5" FAM- Tgg ATg ggC CCC ACg ACA CA-TAMRA

von ABIl (Applied Biosystems,

Weiterstadt):

Rodent GAPDH Control VIC Probe

PDAR-Assay Kit Murine IL-12p40

PDAR-Assay Kit Murine Interferon gamma
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3.9 Losungen und Kits (gebrauchsfertig)

e AmpliTag Gold™ Polymerase (250U, 5U/ul) (Applied Biosystems, Weiterstadt)

e BioWhittaker™ Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, 0,0095 M (Cambrex,
Verviers/Belgien)

¢ Deoxynucleotide Triphosphat 10umol (dTTP, dGTP, dCTP, dATP) (Roche,
Indianapolis/USA

o DNA-free-Kit (Ambion, Austin/USA)

o DNeasy DNA-Tissue-Isolations Kit (Qiagen GmbH, Hilden)

¢ Hanks Buffered Salts (Sigma-Aldrich, Steinheim)

¢ In situ cell Death Detection Kit (Roche, Indianapolis/lUSA)

e Lymphozyten-Separationsmedium LSM 1077 (PAA Labratories GmbH,
Pasching/Austria

e MgCL, 25 mM (Promega GmbH, Mannheim)

¢ Murine Interferon alpha ELISA Kit (Research Diagnostics Inc. Flanders/USA)

¢ One-Step RT-PCR Master Mix Reagent Kit (Applied Biosystems, Weiterstadt)

¢ 10x PCR-Puffer Il ohne MgCl. (Applied Biosystems, Weiterstadit)

¢ RNeasy RNA-Isolations Kit (Qiagen GmbH, Hilden)

e Tissue-Tek Ornithincarbamoyltransferase (Miles, Naperville/USA)

3.10 Substrate

e Fast Red™ TR/Naphtol AS-Mx Tabletten Set (Sigma-Aldrich, Steinheim)
¢ Sigma Fast™ p-Nitrophenylphosphat Tabletten Set (Sigma-Aldrich, Steinheim)

3.11 Zelllinien

Die Hybridomzelllinie 111s.19 produziert ein Maus anti-Maus dsDNA-IgM, sie wurde
freundlicherweise von Tony Marion (Tennessee/USA) zur Verfugung gestellt.

Die Hybridomzelllinie 4EA1 produziert ein Ratte anti-Maus Interferon alpha-IlgG1 und
wurde freundlicherweise von Rainer Zawatzky (DKFZ Heidelberg) zur Verfugung

gestellt.



Material

Das Zellmedium fiir diese beiden Zelllinien ist BioWhittaker™ RPMI| 1640 und wird
zusatzlich mit 10% FCS, 1% L-Glutamin und 1% Penicillin-Streptomycin (Biochrom,

Berlin) auf 500 ml Medium versetzt.
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4 Methoden
L 3 Lésung, Puffer

Protokoll

4.1 Aufreinigung monoklonaler Antikorper

411 Aufreinigung aus der Zellkultur

Die verwendeten monoklonalen Antikérper sind dsDNA-spezifische Immunglobuline
der Subklasse IgM. Es wird von der Hybridomzelllinien 111s.19 produziert.

Hybridomzelllinie ist monoklonalen Ursprungs. Sie entsteht durch Fusion
antigenspezifischer B-Lymphozyten mit nicht-sekretorischen Maus-Myelomzellen. Die
B-Lymphozyten steuern die Fahigkeit zur Bildung spezifischer Immunglobuline, die
Myelomzellen die zur Langlebigkeit der Hybridome im Kulturmedium bei. Die
produzierten Antikdrper werden von den Zellen in das Kulturmedium abgegeben.
Zweimal die Woche werden die Zellen zentrifugiert (1200 rpm, 10 Min.), die

Kulturiberstande gesammelt und die Zellen in frischem Medium aufgenommen.

4.2 Immunglobulin-Extraktion mittels Affinitatsaufreinigung

Die Immunglobulin-Extraktion erfolgt durch spezifisches Ausfallen der jeweiligen

Immunglobulinsubklasse aus dem Kulturiberstand mittels Affinitatspurifikation.
IigM Die Aufreinigung des monoklonalen IgMs erfolgte mit Hilfe der ,HiTrap™ IgM
Purification Column®. Die Herstellung der Lésungen und Puffer sowie die

Durchfiihrung erfolgten nach Protokoll des Herstellers.

IgG Die Aufreinigung des monoklonalen IgG erfolgt mit Hilfe von Protein G-

Agarose- Saulen.
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|
L %Protein G-Agarose (Boehringer, Mannheim) Bindungspuffer
1,08 g NaH,PO,4 H,O
3,27 g Na,HPO, 7H,0
ad 1 Liter Aqua bidest.
pH 7,0

!_E
L éjEIutionspuffer
0,75 g Glycin
1,0 ml HCI (konz.)
ad 100 ml Aqua bidest.
pH 2,7
M
L éjNeutraIisierungspuffer
12,1 g Tris-Base (Tris-[hydroxymethyl]-aminomethan)
2,0 ml HCI (konz.)
ad 100 ml Aqua bidest.
pH 9,0

|

L) BioWnhittaker PBS

IgG Aufreinigung aus dem Kulturiiberstand

o Saule (10 ml) praparieren mit Watte, spilen mit Bindungspuffer, 1 ml Protein
G-Agarose hinzufligen

o Verdinnung des Kulturiberstandes mit dem gleichen Volumen an
Bindungspuffer

o Zentrifugation bei 12000 rpm fr 20 Min.

o Filtern mittels NALGENE® Disposable Filtereinheit mit einer PorengréRe von
0.45um.

o Equilibrierung der Saule durch Hinzufligen von 20 ml des Bindungspuffers

o Probe Uber die Saule geben

o ungebundenes Protein auswaschen durch Spulen der Saule mit 10 ml
Bindungspuffer

o in Glasréhrchen je 60 ul Neutralisationspuffer vorlegen (reicht fir je 1 ml an

eluierter IgG-Losung)
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o Elution des gebundenen IgG durch Zugabe von 10-15 ml Elutionspuffer zur
Saule

) Sammeln der ausgewaschenen Fraktionen in den vorbereiteten Glasréhrchen
zuje 1 mi

o Saule in den Ausgangszustand versetzen mittels Zugabe von 10 ml
Bindungspuffer, anschlieRend 10 ml 20% Ethanol zugeben

o Aufbewahrung der Saule, geflllt mit 20% Ethanol zum Schutz vor

Austrocknung, bei 4°C

Zum Austausch des Puffers der IgG-Losung wird diese in einen Dialyseschlauch
Uberfiihrt (Dialysis Tubing Cellulose Membrane). Den Dialyseschlauch bei 4°C zwei
Tage in PBS unter Rihren schwimmen lassen, taglich den Austauschpuffer wechseln.
Zur weiteren Konzentration wurden Microkonzentratoren eingesetzt. Amicon®
Microkonzentratoren sind grélRenspezifische Filter. Sie kédnnen Molekile ab einem
bestimmten Molekulargewicht (z.B. 10, 30 oder 100 kDa) =zurlckhalten. Die

Durchfiihrung aller Arbeitsgange erfolgte entsprechend der Herstellerangaben.

Anschliellend wurde der Proteingehalt sowohl quantitativ (s. 4.2), als auch qualitativ

nachgewiesen (s.4.4).

4.3 Proteinnachweis quantitativ

4.3.1 Bestimmung der Gesamt-Proteinkonzentration mittels

Spektroskopie

Durch folgende Formel ist die Proteinkonzentration in guter Naherung photometrisch
bestimmbar (Johnstone und Thorpe 1996).

Proteinkonzentration (mg/ml) = [(1,55 X E2s0nm)—(0,76 X Ezsonm)] X Verdlinnungsfaktor
Die Extinktion (E) der verdinnten Proteinldsung ist demzufolge bei 280nm und 260nm

zu messen und die Werte in die Formel einzusetzen.
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4.3.2 Bestimmung der Immunglobulinkonzentration mittels

Spektroskopie

Die jeweilige Immunglobulinkonzentration ist durch folgende Formel photometrisch in
guter Naherung bestimmbar (Johnstone und Thorpe 1996).

Ig-Konzentration (mg/ml) = Azsonm/€280 nm X 10 mg/ml

[ fur 1IgG = 13,6; ¢ fUr IgM = 11,8 (¢ = Extinktionskoeffizient) ]

4.4 Proteinnachweis qualitativ

441 SDS- Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist ein Verfahren zur
Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht. Das anionische Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS) bindet an die durch Hitzebehandlung denaturierten und in
ihre Untereinheiten zerfallenen Proteine. Die Zahl der angelagerten SDS-Molekiile ist
proportional zum Molekulargewicht der Polypeptide, so dass im elektrischen Feld eine
Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht méglich ist.

Durchgefiihrt wird die SDS-PAGE mit ExcelGel® SDS Homogenous 7,5% bzw. 12,5%
Gelen auf Multiphor 1I® Elektrophorese-Einheiten. Der Separationsumfang betragt fiir
die 7,5% Gele 20 bis 300 kDa, fir die 12,5% Gele 9 bis 210 kDa. Jede Probe wurde
mit reduzierendem (mit Mercaptophenol) oder nichtreduzierendem Laemmli-
Probenpuffer im Verhaltnis 1:5 verdinnt (Laemmli 1970). Die Proteine wurden
denaturiert (5 Min. bei 95°C). Die Durchfuhrung der SDS-PAGE erfolgte nach

Herstellerangaben.
44.2 Coomassie-Farbung

Die auf dem SDS-Gel aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe der Coomassie-Farbung
sichtbar gemacht. Dazu wurden die Gele flir mindestens 15 Minuten mit 25%
Isopropanol und 10% Essigsaure fixiert, anschlieBend nach Sicht gefarbt. Die
Farbeldsung besteht aus 10% Essigsaure und 0,006% Coomassie G. Entfarbt wurden

die Gele wiederum nach Sicht mittels 10% Essigsaure.
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4.5 Nachweis der Spezifitat der aufgereinigten Immun-

globuline

Der Dot Blot weist die Spezifitat der aufgereinigten Immunglobuline (IgM, IgG) nach.
Bei diesem Verfahren wird ein Proteingemisch, welches DNA enthalt, auf einer
Nitrozellulosemembran fixiert.

Der Proteintransfer erfolgt mit Hilfe des Vakuumtransfersystems, wodurch das auf 200
Ml verdinnte Proteingemisch auf eine Nitrozellulose-Membran gesaugt wird. Die
Membran wird mit einem feuchten Filterpapier unterlegt, um die Transferqualitat zu
optimieren.

Auch hier wird nach dem Blocken der unspezifischen Bindungsstellen mittels 3% BSA
in PBS durch Inkubation mit dsDNA-spezifischem IgM bzw. IgG das betreffende
Antigen ,markiert”. AnschlieRend wird der Antigen- Antikbrper-Komplex mit einem AP-
gekoppelten  Sekundarantikérper  detektiert, es erfolgt wiederum eine

Substratumsetzung durch die alkalische Phosphatase.

M
L“Blockierungslésung
PBS + 3% BSA

|
( EjPrimérantiktirper
1 ug/mlin PBS + 0,1% BSA

H
( JSekundirantikorper (alkalische Phosphatase konjugiert)
1:1000 in PBS + 0,1% BSA

|

L éjSubstrat fur die alkalische Phosphatase
SIGMA FAST ™ pNPP-Substrattabletten (Sigma-Aldrich, Steinheim)

4.6 Konjugation von Antikorper
4.6.1 Konjugation mit Biotin

Avidin, ein Glycoprotein, hat eine hohe Affinitdt und bildet einen festen Komplex mit

Biotin. Verschiedenen Antikérper wurden biotinyliert.
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-
L ﬁPufferlésungen
0,2 M Borsaure
1,24 g H3BO;
ad 100 ml Aqua bidest.
0,2 M di-Natriumtetraborat-Decahydrat
7,62 g Na,B,0O7x 10 H,O

ad 100 ml Aqua bidest.

H

L ﬁBiotinamidocaproate N-Hydroxysuccinimide Ester
(Sigma-Aldrich, Steinheim)

—

L %Stopp-Lésung
1 M Ammoniumchlorid
53,5 g NH,CI
ad 1 Liter Aqua bidest.

Biotinylierung von Antikérpern

e zur Proteinlésung gleiche Menge an Puffer (Borsaure + Natriumtetraborat zu
gleichen Anteilen, pH = 8,8) geben

¢ Hinzugabe von Biotinamidocaproate N-Hydroxysuccinimide Ester (ca. 100 ug
fur 1 mg Protein)

e 2 h bei Raumtemperatur riihren

¢ Reaktion stoppen mit 1 M NH,CI — pro ug Biotin 2 ul Stopp-Lésung

e Dialyse (Dialysis Tubing Cellulose Membrane) und Aufkonzentrierung mittels

Amicon® Microkonzentratoren
AnschlieRend Kontrolle der Biotinylierung durch Dot Blot, wobei jeweils Avidin

(alkalische Phosphatase oder Horseradish Peroxidase konjugiert) als Primarantikdrper

fungiert.

4.6.2 Konjugation mit Jod'*

Um die Verteilung bzw. Anreicherung eines Antikdrpers im Organismus zu

untersuchen, wird radioaktiv markierter Antikdrper verabreicht. Das kurzlebige
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Radionuklid (z.B. Jod'?®) sendet Gamma-Strahlung aus, die mit Hilfe eines geeigneten
Detektors (z.B. Gammazahler) gemessen werden kann. Zur Markierung werden |[ODO-
Gen®Precoated lodination Tubes verwendet. Diese Reagenzglaser sind mit dem
Katalysator lodogen beschichtet.

Isolation des Antikorpers aus der Losung erfolgt mittels Grofienauftrennung tber PD-

10 Saulen von Sephadex.

H
L5 Jod"2-Lésung

123-Natrium-Jodid zur Markierung
|

L ﬁWasch- und Verdiinnungspuffer
0.05 M PBS-Puffer, pH 7.4

Antikérpermarkierung mit Jod'®

e 20 pg Ag + 5 ml PBS + Jod'-Lésung (z.B. 3 pl) in das mit dem Katalysator
lodogen beschichtete Reagenzglas

e 2-3 Min. sorgfaltig mischen

e 10 Min. stehen lassen

¢ Reaktion stoppen mit 0.5 ml PBS-Puffer

e Chromatographie mit PBS-Puffer, nach ca. 2.5 ml Durchlauf erscheint
radioaktives Eluat

e Auffangen des Eluats

e Messung der Aktivitat

Die Messung der Aktivitat in den verschiedenen Organen erfolgt ,durch ins Verhaltnis
setzen®* von Koérpergewicht — Blutvolumen — Organgewicht - Injizierte
Aktivitat/Verbliebene Aktivitat in der Spritze — Gemessene Aktivitat im Organ.

Die Verteilung der Aktivitat im Korper kann ebenfalls in einem Szintigramm als Bild
dargestellt werden. Die Registrierung der Gamma-Strahlung erfolgt mit einer

Gammakamera.
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4.7 Immunhistochemie

4.71 Beschichtung der Objekttrager

Die Objekttrager werden vor Benutzung fur 10 Min. in eiskaltes Aceton getaucht, fir 15
Min. getrocknet, dann 10 Min. lang mit 0,01% Poly-L-Lysin (in Aqua bidest.)

beschichtet und anschlieRend wiederum getrocknet.

4.7.2 Gewebebehandlung und Fixierung auf Objekttragern

Die der Maus entnommenen Gewebe werden in Einbettmedium (Tissue-Tek) platziert
und bei —80°C eingefroren.

Zum Schneiden der Gewebe mittels Mikrotom (LE/ICA CM 1850) wird dieses auf eine
Temperatur von —20°C gekdhlt. Die Schnittdicke der Gewebe betragt 5-8 ym. Die
Gefrierschnitte werden auf die beschichteten Objekttrager gebracht und 1 h getrocknet.
AnschlieRend werden sie fur 10 Min. in eiskaltem Aceton fixiert und wiederum 1 h

luftgetrocknet. Danach kdnnen sie bei —20°C eingefroren und gelagert werden.

4.7.3 Farbungen

Mit Hilfe der Farbungen konnen auf den Gefrierschnitten spezifische Antigene
lokalisiert werden. Es gibt verschiedene Mdéglichkeiten der Darstellung, wie die direkte
oder indirekte Methode.

Bei der direkten Methode bindet ein spezifischer, konjugierter Antikérper (mit alkalische
Phosphatase (AP) oder Horseradish Peroxidase (HRP) konjugiert) direkt an ein
Gewebeantigen.

Bei der indirekten Methode bindet ein unkonjugierter Primarantikbrper an das
Gewebeantigen und mit Hilfe eines Sekundarantikérpers (alkalische Phosphatase oder
Horseradish Peroxidase konjugiert), welcher den Primarantikérper erkennt, wird das
Gewebeantigen lokalisiert. Sollte der Primarantikdrper Biotin-konjugiert sein, so ist mit
Hilfe von Avidin als Sekundarantikérper (AP oder HRP konjugiert) ein Nachweis
moglich.

Bei allen Methoden entsteht durch Substratumsetzung letztendlich ein gefarbtes
Endprodukt.

Die Aufnahmen der Farbungen wurden mit einer Digitalkamera fotografiert und mit dem
Programm Adobe Photoshop 7.0 (Adobe, Mountain View, CA, USA) bearbeitet.
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4.7.3.1 Einfarben-Farbung

Mit der Einfarben-Farbung ist der Nachweis einer speziellen Antigenstruktur moglich.

|

L éjWaschpuffer
PBS
=

( éjBIockierungspuffer
PBS/ Tween 0,05%/ BSA 1%

|

L éjPriméirantikérper (AP oder HRP konjugiert bzw. Biotin oder FITC konjugiert)
1:500 bis 1:1000 in Blockierungspuffer

H
( JSekundirantikérper (nur bei Biotin- oder FITC-markiertem Priméarantikorper)
1:500 bis 1:1000 in Blockierungspuffer

|
L %Alkalische Phosphatase — Substrat
Naphthol AS-MX Phosphate
N,N-Dimethylformamide
0,1 M Tris-Puffer
12,1 g (Tris-[ hydroxymethyl ]-aminomethan)
ad 1 Liter Aqua bidest.
pH 8,5
Fast Blue BB Base
2N HCI
4% Natriumnitrat

Levamisole

|
L %Horseradish Peroxidase — Substrat
AEC-Ldsung
400 mg 3-Amino-9-Ethyl-Carbazole (Sigma-Aldrich, Steinheim)
ad 25 ml N,N Dimethylformamide
Lichtgeschutzt aufbewahren!
0,05 M Natriumacetat-Puffer
3,4 g Natriumacetat
ad 500 ml Aqua bidest.
pH 5,0



Methoden

Hydrogenperoxid, 32% (w/v) (Sigma-Aldrich, Steinheim)

=
L2 Einbettmedium
Crystal/Mount (Biomeda Corp. Foster City/USA)

Einfarben-Farbung

o Objekttrager mit Gewebeschnitten bei Raumtemperatur auftauen (ca. 15 Min.)

o mit Liquid Blocker PAP-Pen Gewebe umfahren und trocknen lassen (ca. 10
Min.)

o Objekttrager in PBS ca. 10 Min. unter Schitteln inkubieren

o Objekttrager in Block-Puffer ca. 10 Min. unter Schiitteln inkubieren

o Objekttrager in einer feuchten Kammer platzieren

. 200 pl - 250 pl Primarantikbrperlosung pro Objekttrager hinzufligen
(Verdlnnung ca. 1:50 - 1:250), ca. 1 Stunde bei RT inkubieren

o mehrmals mit Waschpuffer vorsichtig spulen

o bei AP- oder HRP-konjugiertem Primarantikorper erfolgt jetzt die
Substratentwicklung; bei Biotin-konjugiertem Primarantikérper Avidin (AP-
oder HRP-konjugiert), bei FITC-markiertem Primarantikdrper anti-FITC (AP-
oder HRP-markiert) als Sekundarantikérper flr ca. 1 Stunde zugeben, danach
mehrmals mit Waschpuffer vorsichtig spilen

o Substratentwicklung:

Fast Blue BB Base (Detektion der Alkalischen Phosphatase)

Farbe: Blau

o 5 mg Naphthol AS-MX Phosphat in 250 yl N,N Dimethylformamid I6sen

o Die Lésung zu 40 ml Tris-Puffer hinzufigen

o 10 mg Fast Blue BB Base in 250 yl 2 N HCI I6sen, 250 pl 4% Natriumnitrat
hinzufiigen und flir 2 Min. bei Raumtemperatur inkubieren, dann die Lésung
sehr langsam zu der 40 ml Tris-Puffer-Losung zugeben

o 10 mg Levamisole (Sigma-Aldrich, Steinheim) hinzufligen, um die endogene
Alkalische Phosphatase-Aktivitat zu inhibieren

o Filtern der Loésung (Filter mit 0,45 uym PorengroRe, Schleicher & Schuell,
Dassel)

o Objekttrager im Dunkeln mit der Ldésung fiur 15 bis 60 Min. inkubieren
(Sichtkontrolle auf eventuelle Uberfarbung!)

AEC (Detektion der Horseradish Peroxidase)
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Farbe: Rot

o 250 ul AEC-Lésung zu 9,75 ml 0,05 M Natriumacetat-Puffer geben

) Lésung filtern; lichtgeschuitzt aufbewahren

o vor Gebrauch 5 yl 30% Hydrogenperoxid zugeben, um endogene Peroxidase-
Aktivitat zu verhindern; gut mischen

o im Dunkeln Objekttrager fir 10 bis 15 Min. (Kontrolle auf eventuelle
Uberfarbung!) mit der Lésung inkubieren

o zweimal mit Wasch-Puffer waschen

o 3 bis 5 Tropfen Crystal/Mount zur Einbettung auf den noch feuchten Schnitt

geben, Uber Nacht bei Raumtemperatur trocknen lassen

4.7.3.2 Zweifarben-Farbung

Bei der Zweifarben-Farbung kénnen gleichzeitig zwei unterschiedliche
Antigenstrukturen nachgewiesen werden. Die Farbung erfolgt nach dem gleichen
Protokoll wie die Einfarben-Farbung. Es ist wiederum sowohl die direkte Methode
moglich (zwei unterschiedliche AP- oder HRP-konjugierte Primarantikorper), als auch
die indirekte Methode (Primarantikbrper Biotin- oder FITC-gelabelt; als
Sekundarantikérper Avidin- oder anti-FITC-AP bzw. -HRP).

Bei der Farbentwicklung ist zu beachten, dass erst das AP-Substrat entwickelt wird und

als zweites das HRP-Substrat.

4.7.3.3 Intrazellulare Zytokinfarbung

Bei der intrazellularen Farbung mit Zytokin-spezifischen Antikérpern kann die

Lokalisation zytokinproduzierender Zellen im Gewebe gezeigt werden.

|

[ 5)2% Paraformaldehyd (PFA)
0,5 g Paraformaldehyd in 25 ml PBS |6sen bei 50°C fur 1 h (Aufbewahrung bei
4°C fur max. 3 Tage)

L éjSaponinpuffer
Stocklésung 10%: 1 g Saponin + 10 ml HBSS (Lagerung bei 4°C)
1% L6sung: 1 ml 10% Stocklésung Saponin + 9 ml HBSS
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H
L“Blockierungspuffer
siehe Einfarb-Farbung

|

" Alkalische Phosphatase — Substrat
siehe Einfarb-Farbung

!_E

{“Horseradish Peroxidase — Substrat
siehe Einfarb-Farbung

-

L Einbettmedium

Crystal/Mount

Intrazelluléire IFN a Farbung mit dem 4EA1-Antikorper

Acetonfixierte 7 um Kryoschnitte
e 5 Min. fixieren mit 2% PFA eiskalt
=  Waschen mit PBS/Tween
e 15 Min. blocken mit 1% BSA/PBS/Tween
= Waschen mit PBS/Tween
e 30 Min. Blocken mit 5% NMS/1% Saponin
=  Waschen mit 1% Saponin
e |FN a-AK (4EA1) (10 pg/ml)in 2% NMS/1% Saponin fir 2 Std.
=  Waschen mit 1% Saponin
=  Waschen mit PBS/Tween
e 1 Std. den FITC-gelabelten Antikorper fir die Gegenfarbung in

1%

BSA/PBS/Tween (darf kein Isotyp Ratte 1gG1/2a sein, wegen des sekundar

Antikérpers fur 4EA1)
=  Waschen mit 1% BSA/PBS/Tween
e Anti-lgG1/2a-bio (Clone G28-5) Verdinnung 1:75 fur 1 Std.
=  Waschen mit 1% BSA/PBS/Tween

e 45 Min. Avidin-AP (Vdg. 1:500) und Anti-FITC-POD (Vdg. 1:250) in

1%BSA/PBS/Tween
=  Waschen mit 1% BSA/PBS/Tween
= Waschen mit PBS in einer Kuvette
o AP-Substrat (siehe 4.6.3.1 Einfarb-Farbung) in einer Kiivette Gber Nacht
» Waschen mit PBS
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e HRP-Substrat (siehe 4.6.3.1 Einfarb-Farbung) fir ca. 1 Std.
=  Waschen mit PBS
¢ Eindecken mit Crystal-Mount (siehe Einfarb-Farbung)

4.7.3.4 Immunfluoreszenzfarbung

Diese Methode ermdglicht wie die Zweifarben-Farbung die simultane Lokalisation
zweier exprimierter Antigene. Hierzu wurden Antikdrper verwendet, die entweder mit
dem fluoreszenzierenden Farbstoff Phycoerythrin (PE) oder Fluoresceinisothiocyanat
(FITC) markiert waren.

Immunfluoreszenzfarbung

o Acetonfixierte 7 um Kryoschnitte

e 5 Min. waschen mit PBS

e 15 Min. Schnitte mit 100 pl 10%iges Normal Mouse Serum pro Schnitt
inkubieren

e 30 Min. mit 100 pl Primarantikérper anti-C3-bio (1:20) inkubieren

e 2x 5 Min. waschen mit PBS

e 30 Min. 100 ul Avidin-PE (1:500) pro Schnitt inkubieren

e 2x 5 Min. waschen mit PBS

e 30 Min. 100 ul pro Schnitt mit FITC-konjugiertem anti-Maus IgG (1:64)
inkubieren

e 2x 5 Min. waschen mit PBS

e Schnitte in einer Kuvette mit PBS bei 4°C im dunkeln aufbewahren (innerhalb

von einem Tag mikroskopisch auswerten)

4.8 Maus anti-Interferon alpha ELISA

Dieses fertige ELISA-Kit der Fa Research Diagnostics Inc. dient zum Nachweis von
murinen IFN a im Serum. Probenverdiinnung, Wasch- und Verdinnungspuffer sowie

Durchfiihrung wurden nach Angaben des Herstellers ausgefiihrt.
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4.9 Maus anti-dsDNA-Antikorper ELISA

Der Nachweis von anti-dsDNA-Antikorpern spielt eine entscheidende Rolle in der SLE-
Diagnostik. Dieser speziell fur die Maus entwickelte anti-dsDNA-Antikérper ELISA
wurde mit DNA beschichteten Mikrotiterplatten der Fa. Orgentec (Orgentec, Mainz)
durchgefuhrt. Als positive Kontrolle/Standard wurde Mausserum der Fa. Alpha

Diagnostic (Alpha Diagnostics Inc., San Antonio/lUSA) verwendet.

|

L éjSubstrat Alkalische Phosphatase
pNPP Sigma Fast-AP,50 sets a 20 ml

H
LZVerdiinnungspuffer
PBS bzw. PBS/Tween (0,05%)

|

L %Waschpuffer
PBS/Tween (0,05%)
-
L éjVorverdijnnung der Positivkontrolle als Standard:
175 ul PBS + 75 pl Positivserum

|

(“Verdiinnung des Sekundarantikorper (AP-konjugiert) in PBS/Tween 0,05%

Ratte anti-Maus 1gG1 1:20000
Ratte anti-Maus 1gG2a 1:5000
Ratte anti-Maus 1gG2b 1:10000
Ratte anti-Maus 1gG3 1:2500

Anti-dsDNA-Antikérper ELISA

o Standard im Doppelansatz in verschiedenen Verdinnungen pipettieren

o Serum in der Verdinnung 1:20 im Doppelansatz pipettieren, jeweils 100 pl
pro Vertiefung

o Probeninkubation 30 Min. Raumtemperatur

o 3 x mit 300 pl Wasch-Puffer waschen

o 100 ul Sekundarantikérperlésung pro Vertiefung zugeben, 30 Min. inkubieren
bei Raumtemperatur

o 3 x mit 300 pl Wasch-Puffer waschen
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) pro Vertiefung 200 pl Substrat hinzugeben, fir 20 Min. im Dunkeln inkubieren
o nach 20 Min. Reaktion mit 50 ul 3 N NaOH stoppen

o Extinktion bei 405 nm messen (Referenz 620 nm)

4.10 Antiviraler Bioassay

Die biologische Aktivitat von Interferon wird mittels eines standardisierten antiviralen
Bioassays nachgewiesen. Hierflir wurden murine Fibroblastenzellen der Linie L-929
(Kulturmedium: DMEM + 5% FCS) verwendet.

Die Zellen werden dazu mit der zu untersuchenden Probe inkubiert. Je nach Menge
des in der Probe enthalten IFN a sind die Zellen geschitzt gegen das Maus
Encephalomyocarditis-Virus. Nach Zugabe von Methylthiazolyldiphenyl-
tetrazoliumbromide (MTT) sind nur die vitalen Zellen in der Lage MTT in den
Mitochondrien zu metabolisieren und es kommt zur unléslichen dunkelbraunen
Ablagerung von MTT-Formazan in der Zelle. Je grofier die Anzahl der vitalen Zellen,

desto hoher ist die Menge des in der Probe vorhandenen IFN a.

Diese Versuche fanden mit freundlicher Unterstutzung von Prof. Dr. Rainer Zawatzky

am Deutschen Krebsforschungsinstitut in Heidelberg statt.

4.11 lIsolierung mononuklearer Zellen aus der Milz

Die Zellseparation (Ficollierung) ist eine praparative Methode, bei der mononukleare
Zellen durch Dichtezentrifugation aufgetrennt werden. Zellen mit héherer Dichte, wie
z.B. Erythrozyten wandern in die Ficoll-Phase, Zellen mit geringerer Dichte,

Makrophagen, B- und T- Lymphozyten, sammeln sich in der Interphase.

|

L5 Lymphozyten-Separationsmedium LSM 1077

Isolierung mononukledrer Zellen mittels Ficoll-Auftrennung

o Milz zerreiben mit 2 Objekttragern (mattes Ende) und in PBS aufnehmen

(Volumen ungefahr 5 ml)

50



Methoden

) Zellsuspension durch ein 40 yM Nylon-Zellsieb geben

o Die Zellsuspension vorsichtig auf das vorgelegte Separationsmedium
schichten (ca. 5 ml vorlegen)

. Zentrifugation 1200 rpm, 4°C, 20 Min.

o AnschlieBend die in der Interphase enthaltenen mononukledren
Targetzellen nehmen und in ein frisches Réhrchen Uberflihren

o 1 x mit eiskaltem PBS auffiillen und zentrifugieren bei 1200 rpm 10 Min.

. Uberstand verwerfen

4.12 Aufreinigung von Zellen nach Oberflachenantigenen

Die Aufreinigung von Zellen anhand ihrer spezifischen Oberflachenmarker ist moglich
mit Antikbrpern, an welche sogenannte magnetische Beads gekoppelt sind. Der
eigentliche Aufreinigungsschritt erfolgt Uber spezielle Saulen und einen Magneten. Die
Antikoérper-Beads (MACS-Beads) wurden von der Firma Miltenyi (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach) bezogen.

|

LS mACS-Puffer
500 ml PBS + 0,4 % Natriumcitrat + 1% humanes Albumin (von 5% Stock)
sterilfiltrieren

Beads- Aufreinigung

Wichtig: Alle Schritte soweit mdglich auf Eis pipettieren!

e  Zellsuspension (s. Isolierung mononuklearer Zellen) mit eiskaltem MACS-
Puffer auffiillen und zentrifugieren bei 1200 rpm 10 Min.
(Zellpellet in einer definierten Puffermenge aufnehmen -Volumen notieren -ein
Alliquot abnehmen zum Messen am Coulter Counter)

o Uberstand verwerfen -Zellen in der Restfliissigkeit resuspendieren und in ein
Mikrotube Uberfihren.

e  Zugabe von 0,25 ug Fc-Block (CD16/32 purified)/1 Million Zellen -10 Min. auf

Eis inkubieren
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) Danach direkt Zugabe von 10 pl Antikorper-Beads /107 Zellen -15 Min. bei
10°C inkubieren

. Mit MACS-Puffer waschen, zentrifugieren bei 1600 rpm / 10 Min.

e  Uberstand verwerfen

e  Zellen dann in 500 yl MACS-Puffer aufnehmen

o Saule mit 500 yl MACS-Puffer vorspllen

e  Zellsuspension auf die Saule geben, danach mit 2 ml MACS- Puffer
nachspulen und die positiven Zellen mit 1 ml MACS-Puffer eluieren (dazu
Saule vom Magneten entfernen)

o Nach der ersten Saule die eluierten Zellen auf eine zweite Saule geben,
wieder mit 2 ml Puffer waschen und zum Schluss mit 1 ml MACS-Puffer
eluieren.

o Kontrolle der Reinheit am DurchfluRzytometer

4.13 Reinheitsmessung am DurchfluBzytometer

Die Durchflusszytometrie stellt ein optisches Messsystem fir einzelne, in einem
Flissigkeitsstrom fokussierte Partikel dar und basiert auf dem Prinzip der quantitativen
Fluorochromierung, d.h. der Farbung verschiedener Komponenten mit geeigneten
Fluorochromen. Das Anwendungsspektrum reicht von Lymphozytentypisierung Uber
Zellzyklusanalysen bis hin zu funktionellen Untersuchungen, wie z.B. intrazellulare
Stoffwechselvorgange.

Die Zellen werden dazu mit monoklonalen FITC oder PE markierten Antikbrpern gegen
die zu untersuchenden Oberflachenmarker inkubiert. Durch Einsatz entsprechender
Marker und anschlieBender Messung der isolierten Zellsuspensionen kdonnen Zelltyp
und das Mald der Verunreinigungen (bei einer CD11b Aufreinigung z.B. B- und T-

Zellen) gemessen werden.

Reinheitiiberprifung

e 5-10 yl FITC- und/oder PE Antikorper
¢ 10 Min. Inkubation bei Raumtemperatur
e Zentrifugieren 1 Min. bei 5000 rpm

e Uberstand verwerfen

e Zellen in PBS aufnehmen
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Es folgt eine Einfarb- bzw. Zweifarbenmessung am DurchfluRzytometer, je nach

Zellanzahl wurden mindestens 12 000-50 000 Zellen untersucht.

4.14 DNA und RNA-Isolierung aus Zellen

Die DNA und RNA-Isolierung erfolgt mittels Qiagen DNeasy bzw. RNeasy Kit. Die
Herstellung der Lésungen und Puffer sowie die Durchflihrung erfolgten nach Protokoll

des Herstellers.

4.15 DNA-Verdau

Um die isoliete RNA von genomischer DNA zu befreien, welche die RT PCR-
Ergebnisse verfalschen kdnnte, wird die DNA mittels des DNA-free-Kits verdaut. Die

Mengenangaben und Inkubationszeiten richten sich nach der eingesetzten Zellzahl.

DNA-Verdau mit dem DNA-free-Kit

e 0,1 Volumen DNase | Puffer und 1-2 yl DNase | (je nach Zellmenge) zu der
RNA hinzufiigen, mixen und 30 Min. bei 37°C inkubieren.

e 0,1 Volumen bzw. 5 pyl (je nachdem welches Volumen groéRer ist) DNase
Inactivation Reagent hinzugeben, mixen 2 Min. bei RT inkubieren

e Zentrifugieren 10000 g fur 1 Min.

e Uberstand mit der RNA von dem DNase Inactivation Reagent-Pellet

abpipettieren und in ein neues Tube geben.

416 Bestimmung der Gesamt-DNA- bzw. Gesamt-RNA-

Konzentration mittels Spektroskopie

Durch folgende Formel ist die Proteinkonzentration in guter Naherung photometrisch
bestimmbar (Johnstone und Thorpe 1996).

DNA/RNA-Konzentration (ng/ul) = (260 nm —-320 nm) x OD DNA bzw. RNA x
Verdiinnungsfaktor

OD DNA = 50; OD RNA =40
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4.17 Real-time RT-PCR

Die Real-time RT (Reverse Transkriptase)-PCR erlaubt eine relative Quantifizierung
der mRNA. Dazu wird der Abbau einer fluorogenen Sonde gemessen. Diese spezielle
Sonde ist an ihrem 5°-Ende mit einem fluoreszenten Reporter-Farbstoff und an ihrem
3’-Ende mit einem Quencher-Farbstoff und blockierendem Phosphatrest markiert.
Durch die rdumliche Nahe zum Quencher wird bei der intakten Sonde trotz Anregung
des Reporter-Farbstoffes die Fluoreszenz unterdriickt. Durch die 5°-3"-Exonuklease
Aktivitdt der Ampli Taq Polymerase wird die hybridisierte Sonde geschnitten und die
raumliche Nahe zwischen Quencher und Reporter wird unterbrochen. Entsprechend
der Akkumulation von PCR-Produkt steigt die Fluoreszenz des Reporters mit jedem
PCR-Zyklus an. Das dabei gebildete Signal ist strikt sequenzspezifisch. Die
Veranderungen der Fluoreszenzen der verschiedenen Farbstoffe werden mit Hilfe des
ABlI PRISM 7700 Sequence Detector (Applied Biosystems, Weiterstadt) im
geschlossenen Reaktionsgefall Zyklus flr Zyklus erfasst.

Aus den isolierten Zellen (s. 3.10) wurde mRNA gewonnen (s. 3.12) und
verschiedenen Zytokine (IFN a, IFN vy, IL-12) oder das Interferon induzierte Gen
IFRG28 mittels RT-PCR quantifiziert.

|
L RNasefreies Wasser
o 1 yl Di-ethylpyrocarbonat pro 1 ml Wasser
° 12 h bei 37°C inkubieren

o autoklavieren (120°C, 20 Min.)

|

( éjPCR-Mastermix (Menge je Probe) fiir IFN a (steril)

2x Master Mix 25 i
Multiscribe/RNase Inhibitor 1,25 i
Forward-Primer [FNa 20 pM 0,75 ul
Reverse-Primerl IFNa 20 uM 0,75 ul
Reverse-Primerll IFNa 20 uM 0,75 ul
Sonde IFNa 5 pM 0,3 pl
Rodent GAPDH Primer | 0,2 ul
Rodent GAPDH Primer Il 0,2 ul
Rodent GAPDH Sonde 0,2 pl
MgCL; 25 mM 3l
Wasser (RNasefrei) 7,6 pl
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—
1

L=)PCR-Mastermix (Menge je Tube) fiir Interferon gamma und IL-12 (steril)

2x Master Mix 25 i
Multiscribe/RNase Inhibitor 1,25 i
Gebrauchsfertiger Sonde/Primer Mix IL-12 bzw. IFNg 2,5 ul
Rodent GAPDH Primer | 0,2 ul
Rodent GAPDH Primer Il 0,2 ul
Rodent GAPDH Sonde 0,2 pl
Wasser (RNasefrei) 10,65 pl
!_E
L éjPCR-Mastermix (Menge je Tube) fiir IFRG28 (steril)
2x Master Mix 25 i
Multiscribe/RNase Inhibitor 1,25 pl
Forward-Primer IFRG28 20 uM 0,75 i
Reverse-Primerl IFRG28 20 uM 0,75 i
Sonde IFRG28 5uM 0,4 ul
MgCL; 25 mM 2yl
Wasser (RNasefrei) 9,85 ul
|
L éjGAPDH-KontroIIe im separaten PCR-Tube
2x Master Mix 25 i
Multiscribe/RNase Inhibitor 1,25 i
Rodent GAPDH Primer | 0,3 ul
Rodent GAPDH Primer Il 0,3 ul
Rodent GAPDH Sonde 0,3 pl
MgCL; 25 mM 2yl
Wasser (RNasefrei) 10,85 ul
RT-PCR
e Ansatz pro tube:
PCR-Mastermix 40 pl
Bei der IFN a, IFN y und IL-12-PCR:
RNA-Probe (c=5 ng/1ul) 10 ul
Bei der IFRG28-PCR:
RNA-Probe (c=10 ng/1pul) 10 ul
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° Thermocycler-Konditionen fur IFN a:

Hold 50°C 0:05 Min.
Hold 48°C 30:00 Min.
Hold 95°C 10:00 Min.
Cycle 95°C 0:15 Min.
62°C 1:00 Min. 45x

. Thermocycler-Konditionen fir IFN y und IL-12:

Hold 50°C 0:05 Min.
Hold 48°C 30:00 Min.
Hold 95°C 10:00 Min.
Cycle 95°C 0:15 Min.
60°C 1:00 Min. 45x

. Thermocycler-Konditionen fur IFRG28

Hold 50°C 0:05 Min.
Hold 48°C 30:00 Min.
Hold 95°C 10:00 Min.
Cycle 95°C 0:15 Min.
62°C 1:00 Min. 45x

Zur Uberpriifung des erfolgreichen DNA-Verdaus wird in einem Doppelansatz die
Multiscribe/RNase Inhibitor (enthalt die reverse Transkriptase) weggelassen. In diesem
Ansatz darf es zu keiner cDNA-Bildung kommen und somit zu keinem Signal. Befindet
sich noch genomische DNA im Ansatz, bewirkt diese eine Positivitat. In diesem Fall

wird der DNA-Verdau wiederholt und die Probe erneut gemessen.

4.18 Relative Quantifizierung der RT-PCR

Bei dieser Form der Quantifizierung soll die Zielsequenz (IFNa, IFNg, IL-12, IFRG28)
relativ in ihrer Expression zu einer zweiten, nicht verwandten Sequenz bestimmt
werden. Dabei wird die unbekannte Menge der Zielsequenz semiquantitativ bezogen
auf das Signal der zweiten Sequen. Als Standard dient das sogenannte Housekeeping-

Gene GAPDH (murine Glyceraldehyd-3-phosphat-dehydrogenase).
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Fir die experimentellen Proben wurde die Ausgangsmenge der Zielsequenz Uber eine
Standardkurve bestimmt und dann durch die Ausgangskopienzahl des Kalibrators (z.B.
Wildtyp unbehandelt) dividiert. Der Kalibrator wird dadurch zum 1x -Wert und die

unbekannten Proben werden als n-facher Unterschied relativ zum Kalibrator bestimmt.

4.18.1 Vergleichende Ct-Methode (AACt-Methode)

Sind die Effizienzen fir beide Amplicons ungefahr gleich, so nahert sich die Steigung
der Geraden 0. Mit Hilfe dieser Vorexperimente kann bei Anwendung der AAC+-
Methode gezeigt werden, dass die Effizienzen beider Reaktionen von Zielsequenz und
Referenz ungefahr gleich sind. Dabei sollte der absolute Wert der Steigung des
Graphen <0,1 sein. Kann dies gezeigt werden, so kann die AACt-Methode zur
relativen Quantifizierung angewandt werden, ohne das eine Standardkurve generiert
werden muss. Im folgenden sind die absoluten Werte der Steigung des Graphen fur die

verschieden PCR-Ansatze aufgelistet:

IFN y [0,069]
IL-12 [0,066]
IFN a [0,028]
IFRG28 [0,016]

Alle Werte sind <0,1, somit war die Generierung einer Standardkurve nicht notwendig.

4.19 Qualitativer Nachweis von endogener DNA im Serum

Der qualitative Nachweis endogener DNA im Serum erfolgte mittels DotBlot-Technik
und Detektierung durch die TUNEL-Methode (Terminale deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP nick end labeling). Hierbei wird an die freien Enden der fragmentierten
DNA durch das Enzym TdT (Terminale deoxynucleotidyl Transferase) FITC-markierte
dNTP-Nukleotide angehangt. Die Detektion erfolgt mittels anti-FITC-AP Nachweis.

Um den Reagenzienverbrauch zu reduzieren, wurden nach Blockierung die geblotteten
Punkte ausgeschnitten und auf einem Objekttrager platziert. Durch eine
wasserunlosliche Umrandung kann die Reagenzienmenge auf ein  Minimum

eingeschrankt werden.
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—

L TNB-Puffer
Tris-HCL, NaCl, 0,5% Boehringer Blockreagent

—

( ﬁTUNEL-Reagenz
aus dem In situ cell Death Detection Kit

nach Anleitung
—

LI TBST-Puffer
150 mM NaCl, 10 mM Tris (pH 8.0), 0.05% Tween 20

=

L3 AP-Puffer
100 mM Tris-HCI, 100mM NaCl, 5 mM MgCl,, 0.05% Tween 20, pH 9.5):

Tris-HCI (MW 157.60) 15.8 ¢

NaCl (MW 58.44) 589

MgCl, (MW 203.31) 1.02g

Tween 20 0.5 mi

Aqua dest 900 ml (Lagerung bei RT)

—

L ﬁSubstrat »Fast Red“

nach Anleitung

TUNEL-DotBIot

) Unter die 0,45 nm Nitrozellulose Membran eine Lage Filterpapier in dem
Vakuumtransfersystem platzieren
) Beide mit PBS tranken

o Kammer schlieffen und Vakuum anlegen

o Proben in einer 1: 40 Verdiinnung (200 ul/well) auf die Membran pipettieren
o 20 Sekunden Vakuum weiter bestehen lassen

o Vakuum I6sen und Membran trocknen lassen (ca. 10 Min.)

o Membran blocken mit TNB-Puffer

o Waschen in PBS (2x 5 Min.)

o Probenpunkte ausschneiden und auf einem Objekttrager platzieren

. Membranabschnitte mit Fettstift umranden

o TUNEL-Reagenz ( 1:10), 50 ul/Membranabschnitt, Inkubation 1 h bei 37°C
o Waschen mit TBST (2x 5 Min.)
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o Membranabschnitt bedecken mit anti- FITC- AP-Antikorper (1:500), 50 ul/
Membranabschnitt, Inkubation 30 Min.

o Waschen mit AP- Puffer, (2x 5 Min.)

o Farbung mit dem Substrat ,Fast Red” nach Sicht

o Waschen mit PBS (1x 5 Min.)

. Lufttrocknen

4.20 Quantitativer Nachweis von endogener DNA im Serum

Zur Quantifizierung freier DNA im Mausserum wurde eine Mikrotiterplatte mit dem
111s.19-IgM Antikorper (anti-dsDNA) beschichtet und anschliefend mit dem zu
untersuchenden Serum inkubiert. Die so gebundene DNA wurde mittels des mit Biotin-

markierten Antikdrpers detektiert und photometrisch quantifiziert.

|

L TNB-Puffer
Tris-HCL, NaCl, 0,5% Boehringer Blockreagent

|

L éjBeschichtungspuffer

1 Kapsel Carbonat-Bicarbonat (Sigma-Aldrich, Steinheim) auf 100 ml aqua bidest

|

L éjWaschpuffer
PBS/Tween (0,05%)

DNA-ELISA

e Platte Uber Nacht beschichten mit 5 ug/ml anti-ds-DNA-IgM-Antikérper (Klon
111s.19) in Beschichtungspuffer

¢ 3x waschen mit 300 pyl Waschpuffer

e geblockt mit TNB-Puffer (100 pl/well) fir 45 Min. bei RT

¢ 3x waschen mit 300 pyl Waschpuffer

e Serumverdiinnung 1:2 (50 pl Serum + 50ul PBS); 1 h bei RT

e 3x waschen mit 300 ul Waschpuffer

e 100 pl/well 111s.19-Bio (5 pg/ml); 1 h bei RT

e 3x waschen mit 300 pyl Waschpuffer
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e Avidin-AP (Verdunnung 1:10000); 30 Min. bei RT
e Sigma Fast™ pNpp (Sigma-Aldrich, Steinheim) fir AP fir 2 h bei RT im

Dunkeln inkubieren

4.21 Bestimmung des Genotyps

Es wurden spezifische PCR etabliert um den Genotyp der Mause aus der C4-/- bzw.
IFNR-/- Zucht zu bestimmen.

Hierfir wurde den Mausen die Schwanzspitze gekappt (0,5mm) und aus dieser die
DNA isoliert (s. 4.12). Die DNA wurde mittels Spektroskopie quantifiziert (s. 4.14) und

entsprechend dem PCR-Ansatz verdinnt.

4211 PCR-Bestimmung des C4-/- -Genotyps

|

&) PCR-Mastermix (Menge je Tube) fiir C4-/-Genotypisierung

10x PE Puffer 2,4 ul
dNTPs 1,92
Neo oIMR0013 1,4 pl
Neo oIMR0014 1,4 pl
C4 oIMR1265 0,2 pl
C4 oIMR1266 0,2 pl
TaqGold Polymerase 0,2 ul
Wasser (RNasefrei) 10,36 pl

PCR-Ansatz fiir die C4-/- -Genotypisierung

e Ansatz pro Tube:
PCR-Mastermix 45 ul
DNA-Probe (c=4 ng/ul) 5yl
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e Thermocycler-Konditionen fur C4-/-

Hold 94°C 10:00 Min.
Cycle 94°C 00:30 Min.

55°C 00:45 Min.

72°C 00:45 Min. 35x
Hold 72°C 02:00 Min.

10°C ©

4.21.2 PCR-Bestimmung des IFNR-/- -Genotyps

Da die Primer zu stark untereinander konkurrieren, werden die Reverse-Primer in

getrennten Ansatzen eingesetzt.

|

&) PCR-Mastermix (Menge je Tube) fir IFNR-/- Genotypisierung |

10x PE Puffer 5 ul
MgCl, 5 ul
dNTPs 0,11 pl
IFNR Forward (2 mM) 0,155 pl
IFNR Reverse-Primer | (2 mM) 0,11 ul
TaqGold Polymerase 0,5 ul
Wasser (RNasefrei) 36,7 ul

|

3 PCR-Mastermix (Menge je Tube) fiir IFNR-/- Genotypisierung Il

10x PE Puffer 5 ul
MgCl, 5ul
dNTPs 0,11 pl
IFNR Forward (2 mM) 0,155 pl
IFNR Reverse-Primer Il (2 mM) 0,13 ul
TaqGold Polymerase 0,5 ul
Wasser (RNasefrei) 36,7 pl
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PCR-Ansatz fir IFNR lund Il PCR

e Ansatz pro Tube:
PCR-Mastermix 48 pl
DNA-Probe (c=4 ng/ul) 2yl

e Thermocycler-Konditionen fur IFNR | und Il

Hold 94°C 10:00 Min.
Cycle 94°C 01:00 Min.

55°C 00:30 Min.

72°C 01:00 Min. 35x
Hold 72°C 06:00 Min.

10°C ©

4.21.3 Gelelektrophorese

Die PCR-Amplifikate werden auf ein 2% Agarose-Gel aufgetragen und

elektrophoretisch getrennt.

|

[5)10x TBE-Puffer
216 g Tris-Base (0,89 M) + 110 g Borsaure (0,89 M) + 14,88 g EDTA (20 mM) ad
2000 ml Aqua dest (Lagerung bei 4°C)

|

L3 1x TBE-Puffer
200 ml 10X TBE-Puffer ad 2000 ml Aqua dest. (Lagerung bei RT)
pH-Wert auf 8,0 einstellen

!_E
L 52% Agarose Gel
4 g Agarose NA + 198 ml 1x TBE-Puffer
-mehrfach aufkochen bis die Agarose geldst und die Losung Klar ist
-abkiihlen auf 60°C, dann in den vorbereiteten Geltrager gielen und ca. 20 Min.

erstarren lassen
|
LZGelladepuffer
0,025 g Bromphenolblau + 0,025 g Xylene Cyanol + 1,5 g Ficoll Typ 400 ad 10 g

Aqua dest. (Lagerung bei RT)
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|

[ 123 bp-Leiter
120 ul 123bp Leiter + 40 ul 10xPCR-Puffer + 80 ul Gelladepuffer + 160 ul aqua
dest.

Gelelektrophorese

o 2% Agarose-Gel mit 1x TBE-Puffer in der Gelkammer bedecken.

o 2 ul Gelladepuffer mit 10 yl Amplifikat in einer Mikrotiterplatte mischen und
davon 10yl in die Gelschlitze pipettieren.

e Ca. 1 Std. bei 60 V laufen lassen.

e In einer Wanne mit ca. 100 ml 1x TBE-Puffer und 10 ul Ethidiumbromid
(Appligene, Heidelberg) 15 Min. anfarben, Betrachtung unter UV-Licht.

Anhand der An- bzw. Abwesenheit der verschieden groRen Banden kann die
Typisierung durchgefuhrt werden.

Neo oIMR0013 + Neo oIMR0014 280 bp

C4 0IMR1265 + C4 0oIMR1266 640 bp

280 bp C4-/-; 280 bp + 640 bp C4+/-; 640 bp C4+/+

IFNR Forward + IFNR Reverse-Primer | 130 bp
IFNR Forward + IFNR Reverse-Primer Il 491 bp
130 bp IFNR+/+; 130 bp + 491 bp IFNR+/-; 491 bp IFNR-/-

4.22 Intravenose und intraperitoneale Applikation,
Immunisierung, Blutenthahme und Serumgewinnung bei

Mausen

4.22.1 Intravenose und intraperitoneale Applikation

Intravendse (i.v.) Applikation erfolgt nach Erwarmung unter Rotlicht, ohne Narkose, in
die Schwanzvene (sterile Kanile 0,45x13 mm). Maximales Applikationsvolumen sind
300 pl.

Intraperitoneale (i.p.) Applikation erfolgt ohne Narkose (sterile Kanlle 0,45x13 mm).

Maximales Applikationsvolumen sind 400 pl.
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4.22.2 Immunisierung, Blutentnahme und Serumgewinnung

Die Mause werden je nach Versuchsmodell intravenés Uber die Schwanzvene oder
intraperitoneal immunisiert.
Vor und nach Immunisierung werden z.T. serielle Blutabnahmen vorgenommen, aus

welchen Serum fiir die verschiedenen Versuchsansatze gewonnen wird.

Serumgewinnung

. Aus einer Schwanzvene wird mittels einer Kanule Blut enthommen.
o 1 h bei Raumtemperatur ruhen lassen

o bei 20°C mit 3500 rpm flir 3 Min. zentrifugieren.

4.23 Statistik

Die statistische Analyse der Ergebnisse sowie die Berechnungen der Mittelwerte und
Standardabweichungen wurden mit Excel® Analyse-it fir Windows durchgefiihrt. Die
Signifikanzen wurden mit dem nicht parametrischen Mann-Withney-Test fir zwei

unabhangige Stichproben ermittelt.
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5 Ergebnisse

5.1 Nachweis von Interferon alpha im Serum und der murinen
Miilz

Es besteht eine Korrelation zwischen der Erkrankung SLE und erhohten IFN a
Serumspiegeln. Das Ziel dieser Arbeit war, diesen Befund bei den Lupus-Modell-
Mausen (C4-/- Mause) zu verifizieren und die Rolle des IFN a bei der Entstehung des

SLE zu untersuchen.

5.1.1 Nachweis von Interferon alpha Protein im Serum

Zum Nachweis von IFN a wurden Serumproben von Mausen im Alter von 6-12
Wochen verwendet und mittels eines ELISA der IFN a Gehalt untersucht.

Die Untersuchungen der Serumproben von C4-/- Mause mittels ELISA ergaben keine
messbaren IFN a Werte. Weitere Untersuchungen des Serums mittels Bioassays, in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe Tumorvirusimmunologie aus dem Deutschen
Krebsforschungszentrum Heidelberg, erbrachten ebenfalls keine messbaren
Serumspiegel (Abb.5).

Erst nach Stimulation der Mause mit dem New Castle Disease Virus (NDV) (Stamm
,2Ulster“, erhalten von der Arbeitsgruppe Tumorvirusimmunologie, DKFZ Heidelberg)
konnten messbare Werte im Bioassay erzielt werden, bei C4-/-Mausen etwas weniger
als beim Wildtyp (Abb.5). Die Blutentnahme erfolgte 10 h nach der intraperitonealen
Verabreichung von 100 pl (=1,600 Hamagglutinin Units) NDV-L6sung.
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Interferon alpha im Bioassay
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Abb.5: Serum-Bioassays mit unbehandelten und mit NDV-stimulierten Wildtyp und C4-/-
Maéusen.
Serumuntersuchung unbehandelter Mduse und 10 h nach NDV-Stimulation. Erst nach viraler

Stimulation war IFN a im Serum der Mduse nachweisbar. (n>2)

5.1.2 Nachweis von Interferon gamma, Interleukin 12 und Interferon alpha
MRNA mittels RT-PCR aus Gesamt-RNA der Milz unbehandelter

Mause

Da der Nachweis von IFN a unbehandelter Mause im Bioassay nicht gelang, wurde
mRNA aus Milzzellen nach Ficoll-Aufreinigung gewonnen und diese per RT-PCR auf
die verschiedenen Zytokine getestet. Neben IFN a wurden zwei weitere Leitzytokine
(IFN vy, IL-12) zum Vergleich in die Untersuchung mit einbezogen. IFN y und IL-12 sind
proinflammatorische Zytokine, welche vorwiegend von T- und NK-Zellen (IFN y) bzw.
Monozyten/Makrophagen und DC (IL-12) gebildet werden. Fir diese Versuche wurden
Mause im Alter von 6-16 Wochen verwendet. Zur Auswertung wurden die Ergebnisse
von unbehandelten Wildtyp Mausen jeweils auf 1,0 gesetzt und im Verhaltnis dazu die
Werte der C4-/- Mause.

Entsprechend der Hypothese sollte IFN a als ein wichtiger Induktor von
Autoantikoérpern untersucht werden. Da C4-/- Mause erst im Alter von acht bis zwolf
Monaten spontan Autoantikérper entwickeln, wurden die jungen Mause untersucht um
auszuschlieRen, dass die beobachteten Effekte die Folge einer manifesten SLE-

Erkrankung sind. Die Mausseren wurden zum Zeitpunkt der PCR-Untersuchungen auf
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das Vorkommen von IgG-Autoantikdrpern gegen dsDNA untersucht und diese konnten
damit ausgeschlossen werden.

Bei C4-/- Mausen kann im Vergleich zum Wildtyp kein Unterschied der mRNA der
Zytokine IFN y (Abb. 6A) und IL-12 (Abb. 6B) festgestellt werden. Bei den C4-/-
Mausen findet sich allerdings etwa 4,2 mal mehr IFN a mRNA in der Milz als beim
Wildtyp (Abb. 6C).

A Interferon gamma B Interleukin 12 C Interferon alpha
5,0 5,0
45 | 45+ -~
4,0 1 4,0
3,5 - 35 4+---—-——----------
3,0 1 3,0
o < <
8 25 ®2,5 1 3
< x =
20f--------------
15—

wt unbeh. C4-/- wt unbeh. C4-/- wt unbeh. C4-/-
(Referenz)  unbeh. (Referenz) unbeh. (Referenz)  unbeh.
Wt gesamt-RNA C4-/- gesamt-RNA p=
(Referenz)
Interferon gamma 1,00 0,8 0,5
Interleukin 12 1,00 1,52 0,5
Interferon alpha 1,00 4,16 0,3

Abb.6: Graphische und tabellarische Darstellung des RT-PCR Ergebnis fiir IFN vy, IL-12
und IFN a mRNA unbehandelter Wt und C4-/- Méduse.

Die durchschnittlichen mRNA-Werte der Zellen der gesamten Milz unbehandelter Wildtyp und
C4-/- Mduse wurden mittels RT-PCR quantifiziert. Die fett umrandeten Balken stellen die als
Referenz (1,0) gesetzten Werte (wt unbeh.) dar, alle weiteren Werte geben das x-fache dieses
Wertes an. Bei den Zytokinen IFN y und IL-12 ist kaum ein Unterschied zwischen Wildtyp und
C4-/- Méausen zu erkennen (A und B). Bei IFN a geht die Tendenz zu einer vermehrten
Produktion (C). (n>6)

67



Ergebnisse

5.2 Lokalisation und Charakterisierung Interferon alpha

produzierender Zellen

Um die IFN a produzierenden Zellen zu charakterisieren, wurde auf seriellen
Gefrierschnitten von der Milz eine intrazellulare Farbung mit dem anti-IFN a-Antikdrper
4EA1 einschlieBlich der Gegenfarbung mit verschiedenen Oberflachenmarkern
durchgefihrt.

Dazu wurden Wildtyp Mause mit NDV stimuliert und die Milz nach 10 h entnommen.
Intrazellulare immunhistochemische Farbungen von Gefrierschnitten zeigten eine
Lokalisation IFN a produzierender Zellen im Bereich der marginalen Zone (Abb. 8A).
Gegenfarbungen mit dem dendritischen Zellen-/Makrophagenmarker CD11b zeigen
teilweise eine Kolokalisation der positiven Zellen an der marginalen Zone mit den IFN a
produzierenden Zellen (Abb. 8B).

Gegenfarbungen an Folgeschnitten mit dem Antikdrper gegen CD11c zeigten eine
Anreicherung der CD11c positiven Zellen im Bereich des Follikels (9A, Pfeilkopfe) und
einige wenige Zellen in der marginalen Zone (9B, Pfeile). Grofdtenteils sind die CD11c
positiven Zellen (9B, Pfeile) nicht IFN a positiv (9B, Pfeilkdpfe).

ADbb.8: Intrazelluldre Farbung von IFN a (blau) und CD11b (rot) bei Milzschnitten NDV
behandelter Wildtyp Méuse.

Abb. A (100x) zeigt die Lokalisation der IFN a produzierenden Zellen in der marginalen Zone.
In der vergré3erten Abb. B (400x) ist die Kolokalisation IFN a produzierender Zellen und
CD11b positiver Zellen deutlich sichtbar (Pfeile).

68



Ergebnisse

e, B "";-xl.l‘_:.'%‘."‘pl'_"ﬁ"
" o . iy
vy NPT
..f' - =
e | &
i _'..*Fl’ )
- ‘ ,E‘,'..r‘ ¥ __E.. '1-
» ":ﬁﬁ‘
/e B

Abb.9: Intrazelluldre Farbung von IFN a (blau) und CD11c (rot) bei Milzschnitten NDV
behandelter Wildtyp Méause.

Abb. A (100x): Eine deutliche Anreicherung CD11c positiver Zellen ist im Bereich des Follikels
zu erkennen (Pfeilkopf). Abb. B (400x): Wenige doppeltpositive Zellen sind in der marginalen
Zone lokalisiert, es finden sich eher getrennt IFN a produzierende (Pfeilkopf) und CD11c

positive Zellen (Pfeil).

Weitere Farbungen mit den DC-/Makrophagen-Markern ERTR-9, MoMa-1 und CD11b
zeigten, dass ERTR-9 und CD11b positive Zellen gréfitenteils identisch (doppeltpositiv)
und beide im &uleren Bereich der marginalen Zone lokalisiert (Abb. 10 A, B) sind.
Farbungen mit den Antikérpern gegen CD11b und MoMa-1 zeigten, dass die
metallophilen Makrophagen (MoMa-1 positiv) einen inneren Kreis zu den CD11b
positiven Zellen bilden und in der Mehrheit nicht mit CD11b doppelt positiv sind (Abb.
10 C, D). Bei der Farbung von ERTR-9 gegen MoMa-1 (Abb. 10 E, F) zeigt sich ein
ahnliches Bild wie in Abbildung 10 C/D, die Zellen liegen in benachbarten Bereichen
sind aber nicht doppelt positiv flr diese beiden Marker.

Insgesamt finden sich relativ wenig IFN a produzierende Zellen, wovon die meisten
CD11b positiv und in der marginalen Zone lokalisiert sind und nur wenige IFN a

produzierende CD11c positiv sind.
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Abb.10: Immunhistochemische Féarbungen verschiedener Oberflichenmarker an
Gefrierschnitten der Milz einer NDV behandelten Wildtyp Maus.

Abb. A (100x): ERTR-9 (blau) gegen CD11b (rot). Abb. B (400x) Ausschnittsvergré3erung von
A (Kasten) teilweise Doppelpositivitdt (Pfeile) von CD11b und ERTR-9 in der marginalen Zone.
Abb. C (100x): CD11b (blau) gegen MoMa-1 (rot). Abb. D (400x): AusschnittsvergréfRerung von
C (Kasten), keine Doppelpositivitdt von CD11b und MoMa-1.

Abb. E (100x): ERTR-9 (blau) gegen MoMa-1 (rot). Abb. F (400x): Ausschnittsvergréf3erung
von E (Kasten), keine Doppelpositivitdt von ERTR-9 und MoMa-1.
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5.3 Zytokin mRNA Nachweis von CD11b positiven Zellen

Aufgrund der Erkenntnisse aus den immunhistochemischen Farbungen NDV
behandelter Mause wurden die CD11b positiven Zellen aus den Milzen unbehandelter
Mause mittels anti-CD11b-MACS-Beads separiert und die mRNA isoliert. Die PCR-
Messungen wurden mit mMRNA der CD11b positiven (CD11b+) und im Vergleich mit
mRNA der CD11b negativen (CD11b-) Zellen durchgefuhrt. CD11b+ sind die durch die
anti-CD11b-MACS-Beads an eine magnetische Saule gebundenen Zellen, CD11b- alle
Zellen, welche nicht an die Saule gebunden haben.

Aus den Zellen wurde mRNA gewonnen und ein DNA-Verdau durchgefihrt um eine

Kontamination der Probe mit genomischer DNA auszuschlieRen.

5.3.1  Reinheitsprufung mittels Durchflusszytometer

Die Reinheitstiberprifung erfolgte per Durchflusszytometrie (Abb.11). Mit der MACS-
Aufreinigungsmethode wird eine durchschnittliche Reinheit von ~90% erreicht. Von den
restlichen ~10% entsprachen ~52% B-Zellen und ~27% T-Zellen, die verbleibenden

~21% waren Zellen nicht bestimmter Spezifitat.

2527 x Abb.11: Beispiel einer Reinheits-

messung am DurchfluBzytometer

nach CD11b-Aufreinigung.

Grau unterlegt ist die CD11b+
Fraktion, weil3 die CD11b- Zellen. Mit
E der Aufreinigung per anti-CD11b-
| | MACS-Beads wurde eine
| durchschnittliche Reinheit von ~90%

| erzielt, die verbleibenden ~10%

W30 <Mm

\ setzten sich hauptséchlich aus B-

und T-Zellen zusammen.

CD11b FITC
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5.3.2 RT-PCR fur Interferon gamma, Interleukin 12 und Interferon alpha

mRNA aus separierten Milzzellen unbehandelter Mause

Erneut wurde zur Auswertung das Ergebnis von CD11b+ Zellen unbehandelter Wt
Mause als Referenz auf 1,0 gesetzt. Die durchgefiihrte RT-PCR zeigte fir IFN y (Abb.
12) bei CD11b+ Zellen einen minimalen Unterschied (Wt unbehandelt CD11b+ als
Referenz 1,0, C4-/- CD11b+ 0,85). Mehr IFN y mRNA als in der CD11b+ Fraktion
findet sich in den CD11b- Fraktionen sowohl bei Wildtyp als auch bei C4-/- Mausen.

Bei Messungen der IL-12 mRNA Expression findet sich ein geringer Unterschied
zwischen CD11b+ Zellen der Wildtyp Mause (Referenz 1,0) und den CD11b+ Zellen
der C4-/- Mause (1,61). Die CD11b- Fraktion hat im Fall der Wildtyp Mause 0,54 mal
soviel MRNA wie die wt CD11b+ Fraktion. Die CD11b+ Zellen der C4-/- Mause hatten
0,23 mal soviel mMRNA wie die wt CD11b+ Fraktion. (Abb. 13)

Ein signifikanter Unterschied findet sich bei Messung der IFN a mRNA. Die CD11b+
Zellen der C4-/- Mause haben 6,32 mal soviel mRNA wie die CD11b+ Zellen der
Wildtyp Mause. Die CD11b- Fraktion hat bei beiden Mausstammen deutlich niedrigere
mRNA Werte als die Referenz (Abb. 14).

Interferon gamma mRNA

unbehandelt
8,0

7,0 -
6,0 - |
5,0 - .
4,0
3,0 -

2,0
o o W

Wt CD11b+ Wt CD11b- C4-/- CD11b+  C4-/- CD11b-
(Referenz)

xfaxh

Abb. 12: RT-PCR Ergebnis fiir IFN y mRNA von unbehandelten Wildtyp und C4-/- Mdusen
nach CD11b-Aufreinigung.

IFN vy findet sich im Gegensatz zur Referenz (Wt CD11b+ unbehandelt auf 1,0 gesetzt (fett))
signifikant erhéht in den CD11b- Fraktionen, sowohl bei Wildtyp als auch bei C4-/- Mausen.
Kein Unterschied zwischen den CD11b+ Zellen der Wildtyp und C4-/- Mduse. (n> 12, *p<0,04)
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Interleukin 12 mRNA
unbehandelt
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Abb.13: RT-PCR Ergebnis fiir IL-12 mRNA von unbehandelten Wildtyp und C4-/- Mausen
nach CD11b-Aufreinigung.

Bei Messung der IL-12 mRNA besteht ein geringer Unterschied zwischen den CD11b+
Fraktionen von Wildtyp und C4-/- M&usen. In der negativen Fraktion der C4-/- findet sich
signifikant weniger IL-12 mRNA als bei der Referenz (Wt CD11b+ unbehandelt auf 1,0 gesetzt
(fett)).Die CD11b- Fraktion der Wt Mause exprimiert ebenfalls weniger mRNA als die CD11b+
Fraktion, hier nur als Trend (p=0,08) messbar. (n>11, *p=0,0001)

Interferon alpha mRNA
unbehandelt
8,0
*
7o+ -t L
60+--------------o-——————— -
o 50
3 40
x 3’0 J4 - __________ s
2,0 -
1,0 m
0,0 / -
Wt CD11b+ Wt CD11b- C4-/- CD11b+ C4-/- CD11b-
(Referenz)

Abb.14: RT-PCR Ergebnis fiir IFN a mRNA von unbehandelten Wildtyp und C4-/- Mdusen
nach CD11b-Aufreinigung.

Die Werte der IFN a mRNA aus CD11b+ Zellen von C4-/- Méusen heben sich von den als
Referenz gesetzten Wt CD11b+ Zellen (fett) signifikant ab. Niedrigere IFN a mRNA Expression
findet sich in den negativen Fraktionen von Wt und C4-/- M&usen. (n>13, *p=0,05)
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Wt CD11b+| Wt CD11b- C4-/- CD11b+ | C4-/- CD11b-
(Referenz) | x-fach p= x-fach p= x-fach p=
IFN y 1,00 2,26* | 0,02 0,85 0,35 1,97* | 0,04
IL-12 1,00 0,54 0,08 1,61 0,43 | 0,23* |0,0001
IFN a 1,00 0,84 0,8 6,32* | 0,05 0,62 0,58

Tabelle 1: Relative Darstellung der Werte fiir IFN y, IL-12 und IFN a unbehandelter Méduse
nach CD11b Aufreinigung im Bezug auf die als Referenz (1,00) gesetzten Werte Wt
CD11b+ Zellen.

Die Werte fiir Wt CD11b+ Zellen sind als Referenz 1,0 gesetzt, alle weiteren Werte geben das
x-fache dieses Wertes an und den p-Wert im Bezug auf die Referenz. Signifikante Unterschiede
finden sich hauptséchlich zwischen den positiven und negativen CD11b Fraktionen, wobei
zwischen Wt und C4-/- Méausen kaum Unterschiede erkennbar sind. Eine signifikante
Unterscheidung zwischen Wt und C4-/- Mé&usen findet sich innerhalb der CD11b+ Fraktion bei
der IFN a mRNA.

5.3.3 Nachweis von IFRG28 mRNA

Zum Nachweis der lokalen Wirksamkeit des IFN a wurde das Gen IFRG28 getestet,
welches ein klassisch Interferon-induzierbares Gen ist und sich durch eine
reproduzierbare interferonabhangige Expression auszeichnet (R. Zawatzky, pers.
Mitteilung).

Da dieses Gen nur beim Vorhandensein des Interferon Proteins exprimiert wird, ist dies
ein indirekter Nachweis dafiir, das nicht nur IFN a mRNA, sondern auch das Protein
IFN a gebildet wird.

Untersucht wurden CD11b+ Zellen, B-Zellen (B220 positiv) und T-Zellen (CD90 positiv)
unbehandelter Wildtyp und C4-/- Mause (Abb.15A-C).

IFRG28 mRNA findet sich vermehrt bei den C4-/- Mausen exprimiert. Hierbei zeigt sich
eine gesteigerte Expression in der CD11b+ Fraktion und in den B220- und CD90-

Fraktionen.

74



Ergebnisse

Abb.15: RT-PCR Ergebnis fiir IFRG28 mRNA von unbehandelten Wildtyp und C4-/-

Méusen nach CD11b-Aufreinigung.

Insgesamt wird bei C4-/- Mdusen mehr IFRG28 mRNA exprimiert als bei Wt M&usen. Die Werte

der positiven Fraktion der unbehandelten Wt Mause sind jeweils als Referenz auf 1,0 gesetzt

(Wt CD11b+, Wt B220+ und Wt
CD90+). (n=5)

Abb. A: Die IFRG28 mRNA bei
unbehandelten Mausen findet sich
in der CD11b+
Fraktion. In der CD11b+ Fraktion
der C4-/- Méuse fand sich etwa
doppelt soviel IFRG28 mRNA wie
bei den Wt Méuse.

hauptséchlich

Abb. B: Es findet sich eher in der
B220 negativen Fraktion der C4-/-
Méuse IFRG28 mRNA. Die B220
positive Fraktion der C4-/- Méause
exprimiert 1,5mal soviel IFRG28
mRNA als die Referenz (Wt
unbeh. B220+).
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5.4 Zytokinproduktion nach Applikation von IgM anti-dsDNA-

Immunkomplexen

Fur die weiteren Untersuchungen wurde ein neues Immunkomplexmodell etabliert. Ein
muriner monoklonaler IgM Antikérper gegen dsDNA wurde hierfir intravenos appliziert.
Antikérper gegen dsDNA gelten als diagnostisch wegweisend beim SLE, aus diesem
Grund wurde dieses neue Immunkomplexmodell gewahlt, um den Einfluss des
wichtigen Lupus relevanten Antigens dsDNA untersuchen zu kdnnen. Verwendet

wurde der IgM anti-dsDNA-Antikérper der Hybridomzelllinie 111s.19.

5.41 Nachweis endogener DNA

Als Antigen flr den applizierten Antikdrper sollte kdrpereigene endogene DNA dienen,
welche zunédchst nachgewiesen werden musste. Der Nachweis erfolgte mit einem
selbstentwickeltem ELISA unter Einsatz des 111s.19 Antikdrpers (anti-dsDNA-IgM).

Im Gegensatz zu den Wildtyp Mausen, welche im ELISA negativ waren, konnten wir
bei den C4-/- Mausen im Serum extrazellulare DNA nachweisen (Abb.16). Sechs von
neun C4-/- Mausen waren positiv im ELISA-Test. Beim Wildtyp waren alle getesteten
Mause negativ (n=6).

Durch die Einfihrung eines selbstentwickelten sensitiveren Nachweissystems, des
TUNEL-Dotblots, war es moglich, auch bei Wildtyp-Mausen endogene (apoptotische)
DNA nachzuweisen (Abb. 17). Das in dem TUNEL-Reagenz enthaltene Enzym TdT
hangt an die bei der Apoptose entstehenden freien DNA-Enden markierte dNTP-
Nukleotide an. Hierbei handelt es sich um eine qualitative, nicht um eine quantitative
Methode.

Anhand dieser Ergebnisse wurde sichergestellt, das die korrespondierenden

Zielantigene intravaskular fur das i.v. applizierte IgM anti-dsDNA zur Verfliigung stehen.
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Endogene DNA im Serum

arb. Units

Wt C4-/-

Abb. 16: Nachweis endogener DNA im Serum von Wt und C4-/- Mdusen mittels ELISA.
In dem Serum der Wildtyp Méduse war keine DNA messbar, bei den C4-/- Mdusen konnte ein

Wert von 28,1 arb. Units ermittelt werden. (n> 6, *p=0,003).

A B C

Abb.17: Nachweis endogener apoptotischer DNA im Serum von Wt und C4-/- Mdusen
mittels TUNEL-Dotblot.

Abb. A: Nachweis endogener DNA aus Serum von Wt Méusen. Abb. B: Nachweis endogener
DNA aus Serum von C4-/- Méusen. Abb. C: Als Negativkontrolle wurde Serum eingesetzt, aus

welchem im Vorwege die DNA isoliert worden ist.

5.4.2 Untersuchung zur Anreicherung des radioaktiv markierten IgM

anti-dsDNA in verschiedenen Organen

Die Untersuchungen zur spezifische Deposition des IgM anti-dsDNA in den Organen
wurden mittels radioaktiv markierten Antikorpers durchgefuhrt.

C4-/- sowie Wildtyp Mausen wurden 4 pg des IgM anti-dsDNA i.v. injiziert, welcher
zuvor mit dem Radionuklid Jod'?® markiert wurde. Nach Verabreichung des radioaktiv
markierten Antikdrpers reichert sich dieser in Organen oder Gewebe an. Das
kurzlebige Radionuklid sendet Gamma-Strahlung aus, die mit Hilfe eines geeigneten

Detektors gemessen werden kann.
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Um die spezifische Menge pro Organ zu bestimmen, wurden verschiedene Organe wie
Milz, Leber, Niere und Blut 30 Minuten nach Applikation des Antikdrpers entnommen
und die Aktivitat mittels eines Bohrloch-Gammazahlers bestimmt.

Die Verabreichung von IgM anti-dsDNA fuhrte zu einer deutlichen Anreicherung in der
Milz verglichen mit der Aufnahme in die Niere oder die Leber. Nach 30 Minuten
befindet sich noch ein Teil des Antikérpers in der Zirkulation, welches an den relativ
hohen Blutwerten zu erkennen ist. Allerdings zeigte sich nur ein unwesentlicher
Unterschied zwischen C4-/- und Wildtypmausen (Abb.18).

Die Verteilung der Aktivitat im Koérper kann in einem Szintigramm als Bild dargestellt
werden. Die Registrierung der Gamma-Strahlung erfolgte mit einer Szintigraphie
Dreikopfkamera (Abb.19).

Anreicherungsorte flr das radioaktiv markierte IgM sind die Leber und die Milz. Die
Nieren sind Giberdeckt durch die stark positive Leber. Freies Jod'?® findet sich vermehrt
in der Schilddrise. Die i.v.-Injektionsstelle ist im oberen Schwanzdrittel unterhalb der
ebenfalls leicht positiven Blase gut sichtbar. Ansonsten ist keine Beteiligung anderer
Organe auffallend.

Die schwache Strahlung der gesamten Maus wird durch den noch in der Zirkulation

befindlichen restlichen Antikdrper verursacht.

IgM anti-dsDNA Deposition
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c
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o2 J
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o

2000 -

1000 -

Milz Leber Niere Blut

Abb.18: Anreicherung des IgM-anti-dsDNA-Antikérpers nach 30 Minuten bei Wt und C4-/-
Méusen (Angabe in Counts per minute/mg Organ).

Es war kein signifikanter Unterschied zwischen Wt und C4-/- Mdusen messbar. Signifikante
Anreicherungen des Antikérpers fanden in der Milz und im Blut im Verhéltnis zur Leber oder zur
Niere statt, unabhédngig vom Mausstamm. Die héchsten Werte wurden fiir die Milz ermittelt.
(n>5, *p<0,008)
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Abb. 19: Szintigramm 30
Minuten nach 4 ug IgM anti-
dsDNA-J'®-Injektion.

In der Schilddriise sammelt
sich das ungebundene J'.
Eine starke Anreicherung findet
sich in Leber und Milz (die
Nieren sind durch die Leber
liberdeckt). Deutlich erkennbar
ist die Injektionsstelle am

Schwanz und die Blase.

5.4.3 Deposition des IgM anti-dsDNA in der marginalen Zone der Milz

Zum Nachweis der Lokalisation des applizierten IgM anti-dsDNA innerhalb der Milz
wurde der Antikdrper mit Biotin markiert und 5 pg i.v. injiziert. Die Milzentnahme fur die
immunhistochemischen Farbungen erfolgte nach 30 Minuten.

In den immunhistochemischen Farbungen ist eine Deposition des Antikdrpers an der
marginalen Zone zu erkennen. Zwischen Wildtyp- und C4-/- Mausen gibt es keinen
sichtbaren Unterschied (Abb. 20 A-D).
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Abb.20: Immunhistochemische Féarbung des biotin-markierten IgM anti-dsDNA
Antikérpers (blau) gegen PNA (rot) in der Milz.

Abb. A (100x) und B (400x): Immunhistochemische Férbung bei einer Wildtyp Maus. Abb. C
(100x) und D (400x): Immunhistochemische Féarbung bei einer C4-/- Maus. Zu sehen ist die
Anlagerung des Antikérpers (blau) an die marginale Zone der Milz bei beiden Mausstdmmen
(Pfeilképfe B,D).

5.4.4 Interferon gamma, Interleukin 12 und Interferon alpha RT-PCR
nach IgM anti-dsDNA-Applikation

Mit Hilfe der selbst entwickelten Real-time PCR fir murines IFN a, sowie fur IFN y und
IL-12 wurde die Auswirkung der Immunkomplexablagerungen auf die
Zytokinproduktion untersucht. Um festzustellen, ob sich die Zytokinprofile bei
Anwesenheit von Immunkomplexen an der marginalen Zone verandern, wurde den
Mausen 20 ug des IgM anti-dsDNA-Antikorpers i.v. injiziert und nach 6 h die Milz
entnommen und die CD11b+ Zellen isoliert.
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Sowohl bei Wildtyp als auch bei C4-/- Mdusen kam es nach IgM anti-dsDNA-
Applikation zu einem signifikanten Anstieg der IFN y mRNA in der CD11b+ Fraktion,
geringe Anstiege sind auch in der negativen Fraktion zu messen (Abb. 21, Tabelle 2).
In der IL-12 Produktion wirkt sich die Immunkomplexdeposition hauptsachlich auf die
auf die CD11b+ Fraktion der C4-/- Mause aus.

Die CD11b+ Fraktion der C4-/- Mause produziert nach IgM anti-dsDNA-Applikation
3,55 mal soviel IL-12 mRNA wie die Referenz. Im Vergleich zeigt sich nur eine
geringfligige Steigerung in der positiven Fraktion der Wildtyp Mause (Abb. 22, Tabelle
3).

Die Immunkomplex-Anreicherung bewirkt sowohl beim Wildtyp als auch bei den C4-/-
Mausen eine signifikante Steigerung der IFN a mRNA. Die Zellen der CD11b+ Fraktion
produzieren bis zu 40 mal mehr IFN a mRNA als die Referenz (Abb. 23, Tabelle 4).
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Interferon gamma mRNA
nach IgM anti-dsDNA-Applikation
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Abb.21: RT-PCR Ergebnis fiir IFN y mRNA nach IgM anti-dsDNA-Applikation und CD11b
Aufreinigung bei Wildtyp und C4-/- Madusen.
Ein Anstieg der IFN y mRNA in der CD11b+ Fraktion ist zu erkennen. Die CD11b- Fraktion zeigt
keine Verédnderung nach IgM anti-dsDNA-Applikation. (n=5, *p<0,004)

Interferon wt CD11b+ wt CD11b- C4-/- CD11b+ | C4-/- CD11b-
gamma x-fach| p= |x-fach| p= |xfach| p= |xfach| p=
Unbehandelt
1,00 2,26 | 0,02 | 0,85 | 0,35 | 1,97* | 0,04
(Vgl. 5.3.2)
20 g anti- . .
6,58" | 0,004 | 2,34 | 0,11 |10,527| 0,002 | 2,24 | 0,22
dsDNA-IgM

Tabelle 2: Relative Darstellung der Werte fiir IFN y unbehandelter und mit IgM anti-dsDNA
behandelter Méduse nach CD11b-Aufreinigung im Bezug auf die als Referenz (1,0)

gesetzten Werte der Wt CD11b+ Zellen.

Die Werte fiir Wt CD11b+ Zellen sind als Referenz 1,0 gesetzt, alle weiteren Werte geben das

x-fache dieses Wertes an und den p-Wert im Bezug auf die Referenz. Die Applikation von IgM
anti-dsDNA fiihrt in der CD11b+ Fraktion sowohl beim Wildtyp als auch bei den C4-/- Mdusen
zu einem signifikanten Anstieg der IFN y mRNA.
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Interleukin 12 mRNA
nach IgM anti-dsDNA-Applikation
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Abb.22: RT-PCR Ergebnis fiir IL-12 mRNA nach IgM anti-dsDNA-Applikation und CD11b
Aufreinigung bei Wildtyp und C4-/- Mdusen.
Eine signifikante Erhbhung der IL-12 mRNA im Vergleich zur Referenz (wt unbeh. CD11b+(fett))

ist in der positiven Fraktion bei C4-/- Mdusen messbar. (n=5"p=0,006)

wt CD11b+ wt CD11b- C4-/- CD11b+ | C4-/- CD11b-

Interleukin 12 x-fach p= x-fach p= x-fach p= x-fach p=
Unbehandelt

1,00 0,54 | 0,08 | 1,61 | 0,43 | 0,23 |0,0001
(Vgl. 5.3.2)
20 ug anti-

2,02 | 032 ]| 064 | 0,32 | 3,55* | 0,006 | 0,49 | 0,13
dsDNA-IgM

Tabelle 3: Relative Darstellung der Werte fiir IL-12 unbehandelter und mit IgM anti-dsDNA
behandelter Mduse nach CD11b-Aufreinigung im Bezug auf die als Referenz (1,0)
gesetzten Werte der Wt CD11b+ Zellen.

Die Werte fiir Wt CD11b+ Zellen sind als Referenz 1,0 gesetzt, alle weiteren Werte geben das
x-fache dieses Wertes an und den p-Wert im Bezug auf die Referenz.
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Interferon alpha mRNA
nach IgM anti-dsDNA-Applikation
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Abb.23: RT-PCR Ergebnis fiir IFN a mRNA nach IgM anti-dsDNA-Applikation und CD11b
Aufreinigung bei Wildtyp und C4-/- Mdusen.

Sowohl in Wildtyp als auch in C4-/- Médusen zeigt sich ein deutlicher Anstieg in der CD11b+
Fraktion. In der negativen Fraktion ist nur bei den Wildtyp Mé&usen ein signifikanter Anstieg zu
verzeichnen. (n=8,*p<0,004)

wt CD11b+ wt CD11b- C4-/- CD11b+ | C4-/- CD11b-
Interferon alpha

x-fach p= x-fach p= x-fach p= x-fach p=
Unbehandelt

1,00 0,54 | 1,00 | 6,32* | 0,05 | 0,53 | 0,42
(Vgl. 5.3.2)
20 g anti- * * *

33,47 |0,0001] 9,34 | 0,015 |40,95%|0,0001| 1,95 | 0,64
dsDNA-IgM

Tabelle 4: Relative Darstellung des Wertes fiir IFN a unbehandelter und mit IgM anti-
dsDNA behandelter Mduse nach CD11b-Aufreinigung im Bezug auf die als Referenz (1,0)
gesetzten Werte der Wt CD11b+ Zellen.

Die Werte fiir Wt CD11b+ Zellen sind als Referenz 1,0 gesetzt, alle weiteren Werte geben das

x-fache dieses Wertes an und den p-Wert im Bezug auf die Referenz.
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5.4.5 Nachweis von IFRG28 mRNA nach IgM anti-dsDNA-Applikation

Da hier der Nachweis von IFN a Protein im Bioassay misslang, wurde alternativ die
Aktivierung des interferoninduzierten Genes IFRG28 nach IgM-Applikation untersucht.
Untersucht wurden CD11b (Abb. 24A), B220 (Abb. 24B) und CD90 (Abb. 24C)
aufgereinigte Zellen nach der Applikation von 20 ug IgM anti-dsDNA-Applikation an
wenigen Wildtyp Mausen. Deutlich zeigt sich, dass das interferoninduzierte Gen
IFRG28 ca. 20 h nach IgM anti-dsDNA-Applikation in der CD11b+ und zu einem
geringeren Teil auch in der CD11b- Fraktion verstarkt exprimiert wird. In B-Zellen
(B220+) kommt es kaum zu einer verstarkten Expression. Die T-Zellen (CD90+)
exprimieren weniger IFRG28 mRNA als die CD 90- Fraktion (Abb. 24 A-C).

A IFRG28 mRNA B IFRG28 mRNA
nach IgM anti-dsDNA-Appliaktion nach IgM anti-dsDNA-Appliaktion
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Abb. 24: RT-PCR Ergebnis fiir IFRG28 mRNA 20
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5.5 Untersuchung der Zytokine nach TNP-Ficoll-Applikation

Da die Ablagerung von IgM anti-dsDNA offenbar zu einer deutlichen Zytokinantwort
fuhrt, wurde untersucht, ob dies ein spezifischer Effekt des IgM anti-dsDNA-DNA-
Komplexes ist oder ob dies eine unspezifische Folge der Anlagerung an sich ist.
Hierfr wurde ein T-zellunabh&ngiges Antigen verwendet.

Die Kohlenhydratverbindung TNP-Ficoll gilt als T-zellunabhangiges Antigen und lagert
sich nach i.v.-Verabreichung in der marginalen Zone der Milz an. TNP (2,4,6-
Trinitrophenyl) ist ein Hapten, wird dieses an einen sogenannten ,Carrier‘ gekoppelt,
entscheidet dieser Uber die T-zellab- bzw. -unabhangigkeit. Der Nachweis im
Gefrierschnitt der Milz erfolgt mittels eines anti-TNP-Antikdrpers.

Die Anlagerung von TNP-Ficoll an die marginale Zone der Milz ist bei der

immunhistochemischen anti-TNP-Farbung gut zu erkennen (Abb. 25).

T T et e O e S S O
Abb. 25: Immunhistochemische Farbungen von TNP gegen CD11b und B220 bei
Wildtypmé&usen 6 h nach TNP-Ficoll-Applikation.

Milzentnahme 6 h nach 25 ug TNP-Ficoll-Injektion. Abb A (200x): Farbung von TNP (blau)
gegen CD11b (rot). Abb. B (200x): Farbung von TNP (blau) und B220 (rot). Deutlich erkennbar

ist die spezifische Anreicherung von TNP (blau) in der marginalen Zone der Milz (Pfeile).

Zur Zytokinbestimmung wurde den Mausen 25 jpg TNP-Ficoll i.v. injiziert, die
Milzentnahme erfolgte 6 h nach Applikation. Die Aufarbeitung des Materials und
Gewinnung der mRNA wurden entsprechend den anderen Versuchen durchgefiihrt. Die
Deposition eines T-zellunabhangigen Antigens fihrt bei der CD11b+ Fraktion zu keiner
gesteigerten Expression der IFN y mRNA. Die negativen Fraktionen der Wildtyp und
C4-/- Mause produzieren signifikant mehr IFN y mRNA. Im Vergleich zur Injektion des
IgM anti-dsDNA zeigen sich hier nur geringe Unterschiede in der IFN y mRNA-

Expression. Das IgM flihrte zu einem Anstieg der IFN y mRNA in der positiven Fraktion
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sowohl von WT als auch C4-/- Mausen (s. 5.4.4), TNP-Ficoll zeigte keinen Einfluss auf
diese Fraktionen (Abb. 26, Tabelle 5).

Weiterhin ist TNP-Ficoll kaum in der Lage die IL-12 mRNA-Expression zu beeinflussen.
In der positiven Fraktion der Wildtyp Mause ist eine minimale Steigerung zu vermerken,
eine signifikante Steigerung der IL-12 mRNA ist in der positiven Fraktion der C4-/-
Mause nach TNP-Ficoll-Injektion nachweisbar (ahnliche Reaktionen zeigten sich bei
IgM anti-dsDNA-Applikation). Kaum Veranderungen sind in den negativen Fraktionen
messbar (Abb. 27, Tabelle 6).

Bei Messungen der IFN a mRNA Expression zeigt sich, dass TNP-Ficoll einen, dem
IgM anti-dsDNA gegenteiligen Effekt hat. Es kommt eher zu einer verringerten
Expression der IFN a mRNA nach TNP-Ficoll-Gabe (Abb. 28, Tabelle 7).
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Interferon gamma
nach TNP-Ficoll-Applikation

8
7 .
6 i *
s 5 1 | * |
gep T o
3 i
3 l
1 .
i = | ]
Wt CD11b+ WtCD11b+ WtCD11b- C4-/- C4-/-
unbeh. +TNP-Ficoll +TNP-Ficoll CD11b+ CD11b-
(Referenz) +TNP-Ficoll +TNP-Ficoll

Abb.26: RT-PCR Ergebnis fiir IFN y mRNA nach TNP-Ficoll-Applikation und CD11b
Aufreinigung bei Wildtyp und C4-/- Méusen.

Sechs Stunden nach Applikation des TNP-Ficolls kommt es zu einer signifikanten Steigerung der
IFN y mRNA in der CD11b- Fraktion bei Wildtyp und C4-/- M&usen im Vergleich zur Referenz
(Wt unbeh.CD11b+ Zellen). (n>7, *p<0,02)

Interferon Wit CD11b+ Wt CD11b- | C4-/- CD11b+ | C4-/- CD11b-
gamma x-fach| p= |x-fach| p= |[x-fach| p= |[x-fach| p=
Unbehandelt
1,00 2,26*| 0,02 | 0,85 | 0,35 | 1,97 | 0,04
(Vgl. 5.3.2)
20 pg anti-dsDNA-

6,58* | 0,004 | 2,34 | 0,11 [10,52*| 0,002 | 2,24 | 0,22
IgM (Vgl. 5.4.4)

25 ug TNP-Ficoll

219 | 0,41 | 3,17* 0,004 | 1,17 | 0,81 | 2,59* | 0,02

Tabelle 5: Relative Darstellung der Werte fiir IFN y unbehandelter, mit IgM anti-dsDNA
und TNP-Ficoll behandelter Mduse nach CD11b-Aufreinigung im Bezug auf die als
Referenz (1,0) gesetzten Werte der Wt CD11b+ Zellen.

Die Applikation von TNP-Ficoll fiihrt zu einer signifikanten Steigerung der IFN y mRNA in der
CD11b- Fraktion bei Wildtyp und C4-/- Méusen.

Die negativen Fraktionen der Wildtyp und C4-/- Mduse produzieren signifikant mehr IFN y
mRNA &hnlich dem unbehandelten Zustand
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Interleukin 12 mRNA

nach TNP-Ficoll-Applikation

xfach
N

Wt CD11b+ Wt CD11b+ Wt CD11b-

C4-/- C4-/-
unbeh. +TNP-Ficoll +TNP-Ficoll CD11b+ CD11b-
(Referenz) +TNP-Ficoll +TNP-Ficoll

Abb.27: RT-PCR Ergebnis fiir IL-12 mRNA nach TNP-Ficoll-Applikation und CD11b
Aufreinigung bei Wildtyp und C4-/- Mdusen.

Es sind nur geringe Verédnderungen in der IL-12 mRNA Expression nach Applikation des TNP-
Ficolls bei C4-/- und Wildtyp M&usen messbar. (n>7, *p=0,02)

Wt CD11b+ Wt CD11b- | C4-/- CD11b+ | C4-/- CD11b-
Interleukin 12

x-fach| p= |x-fach| p= |x-fach| p= |x-fach| p=
Unbehandelt

1,00 0,54 | 0,08 | 1,61 | 0,43 | 0,23* |0,0001
(Vgl. 5.3.2)
20 pg anti-dsDNA-

2,02 | 0321 0,64 | 0,32 | 3,55* | 0,006 | 0,49 | 0,13
IgM (Vgl. 5.4.4)
25 pg TNP-Ficoll

2,00 | 0,17 | 0,54 | 0,08 | 2,75* | 0,02 | 0,60 | 0,14

Tabelle 6: Relative Darstellung der Werte fiir IL-12 unbehandelter, mit IgM anti-dsDNA
und TNP-Ficoll behandelter Mduse nach CD11b-Aufreinigung im Bezug auf die als
Referenz (1,0) gesetzten Werte der Wt CD11b+ Zellen.

In der CD11b+ Fraktion der C4-/- Mduse kommt es zu einer signifikanten Steigerung der IL-12

mRNA Expression im Gegensatz zur Referenz (Wt CD11b+ unbeh. auf 1,0 gesetzt).
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Interferon alpha mRNA
nach TNP-Ficoll-Applikation
8
7 S
6 .
e B
g4
X 3
2 i
1 i
0 — B s B . |
Wt CD11b+ Wt CD11b+ Wt CD11b- C4-/- C4-/-
unbeh. +TNP-Ficoll +TNP-Ficoll CD11b+ CD11b-
(Referenz) +TNP-Ficoll +TNP-Ficoll

Abb.28: RT-PCR Ergebnis fiir IFN a mRNA nach TNP-Ficoll-Applikation und CD11b
Aufreinigung bei Wildtyp und C4-/- Mdusen.

Es sind nur geringe Verdnderungen in der IFN a mRNA Expression 6 h nach Applikation des
TNP-Ficolls bei C4-/- und Wildtyp Mé&usen messbar. Eher kommt es zu einer Reduktion des
Interferons. (n>7)

Wt CD11b+ Wt CD11b- C4-/- CD11b+ | C4-/- CD11b-
Interferon alpha

x-fach| p= |x-fach| p= |[x-fach| p= |x-fach| p=

Unbehandelt

1,00 0,54 | 1,00 | 6,32 | 0,05 | 0,53 | 0,42
(Vgl. 5.3.2)
20 pg anti-dsDNA- * * *

33,4™ |0,0001] 9,34 | 0,015 |40,957|0,0001] 1,95 | 0,64
IgM (Vgl. 5.5.1)

25 pg TNP-Ficoll
043 | 05102 |03 ] 162 ]| 09 | 0,35 | 0,15

Tabelle 7: Relative Darstellung der Werte fiir IFN a unbehandelter, mit IgM anti-dsDNA
und TNP-Ficoll behandelter Mduse nach CD11b-Aufreinigung im Bezug auf die als
Referenz (1,0) gesetzten Werte der Wt CD11b+ Zellen.

Deutlich zu sehen ist die Steigerung der IFN a mRNA Expression bei Applikation von IgM anti-
dsDNA wéhrend es eher zu einer Verringerung der mRNA Expression bei TNP-Ficoll-Gabe
kommt.
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5.6 Die Bedeutung der IgM anti-dsDNA-Lokalisation fur die
Entstehung SLE-typischer Autoantikorper

Die Applikation von IgM anti-dsDNA flihrt offenbar zu einer gesteigerten Aktivierung
von IFN a. Zum Nachweis ob hier ein Zusammenhang zum SLE besteht, wurde die
Induktion von IgG anti-dsDNA-Antikérpern nach der Injektion von IgM anti-dsDNA-

Antikérpern untersucht.

5.6.1 Nachweis von IgG anti-dsDNA-Antikorpern nach IgM anti-dsDNA-
Applikation

Wahrend innerhalb des Beobachtungszeitraumes von 27 Tagen keine spontane
Bildung von IgG anti-dsDNA bei unbehandelten Mausen gleichen Alters zu
verzeichnen war, flhrte die zweifache Applikation von IgM anti-dsDNA am Tag 0 und
Tag 19, zu einer messbaren IgG-Immunantwort gegen dsDNA und zu einem
Immunglobulinklassenwechsel, messbar an den Tagen 10, 19 und 27 (Abb. 29).

Auch am Tag 66 und 94 nach Applikation des IgM anti-dsDNA-Antikérper sind zum Teil
noch hohe IgG-Titer im Serum nachweisbar.

Immunfluoreszenzfarbungen der Niere zeigen eine deutliche Immunkomplex-
ablagerung in den Glomeruli, hier dargestellt durch eine anti-IgG- (griin) und anti-C3-
(rot) Farbung bei einer Wildtyp Maus am Tag 67 nach der ersten Applikation des IgM-
anti-dsDNA (Abb. 30A-D).
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anti-dsDNA IgG
nach IgM anti-dsDNA-Applikation
1,6

1,4 1
12 - * l
1,0 BEWt +PBS
EWt +igM

0,6 1
0,4 1

*
0,2 - * _I-"'-l
0.0 - ‘
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o
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*

1. Immunisierung 2. Immunisierung
Tage

Abb. 29: Ergebnisse des anti-dsDNA-IgG ELISA zu verschiedenen Zeitpunkten bei
Wildtyp-Médusen nach Applikation von IgM anti-dsDNA und PBS.

Blutentnahme am Tag 0 vor Immunisierung, BE am Tag 10 und Tag 19 nach 1. Immunisierung,
BE am Tag 27 nach 2. Immunisierung am Tag 19. Nach Applikation des IgM anti-dsDNA ist
eine IgG anti-dsDNA Immunantwort an den Tagen 10, 19 und 27 messbar. (n>16, *p<0,05)

Abb. 30: Inmunfluoreszenzfiarbung gegen Maus-IgG und C3 in der Niere am Tag 67 nach
IgM anti-dsDNA-Applikation bei einer Wt Maus.

Deutlich zu sehen ist die Ablagerung von IgG-Immunkomplexen (A, griin) und von C3 (B rot) in
den Glomeruli der Niere. Die Kolokalisation (gelb) des IgG und des C3 ist in der Abb. C gut zu
erkennen. In Abb. D ist ein Glomerulum gezeigt von einer Wildtyp Maus ohne IgG anti-dsDNA

Titer. Hier findet sich keine Immunkomplexdeposition in dem Glomerulum.
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5.6.2 Interferon alpha Blockierung bei IgM anti-dsDNA-Applikation

Die Bestimmung von IgG-Autoantikbrpern nach IgM anti-dsDNA-Injektion wurde in
Analogie zu 5.6.1 mit IFNR-/- Mausen durchgefiihrt, so dass das IFN a keinen Einfluss
auf die Zellen ausuben kann. IFNR-/- Mause haben einen Defekt in dem Klasse |
Interferonrezeptor und sind nicht in der Lage Typ | bzw. Il Interferon vermittelte Signale
umzusetzen.

Vergleicht man die bei Wildtyp Mausen gewonnenen Daten mit den gemessenen
Werten bei IFNR-/- Tieren ist eine signifikante Reduktion der Immunantwort an den
Tagen 19 und 27 zu verzeichnen. Am Tag 10 ist noch kein signifikanter Unterschied
zwischen den Mausstdmmen messbar (Abb. 31).

Der Interferonrezeptormangel fuhrt somit zu einer signifikant reduzierten Immunantwort
nach IgM anti-dsDNA-Gabe.

anti-dsDNA-IgG
nach IgM anti-dsDNA-Applikation

1,6
1,4
1,2 -
10 EWt + IgM
0.8 1 B IFNR-/-
0,6 - +IgM

0,4 - N

v |_T_|ﬁ

0.0 B i = ‘

do 1 d10 d19 1 427
Tage

1. Immunisierung 2. Immunisierung

arb. Units

Abb.31: Ergebnisse des anti-dsDNA-IgG ELISA zu verschiedenen Zeitpunkten bei
Wildtyp- und IFNR-/- Mdusen nach Applikation von IgM anti-dsDNA.
Blutentnahme am Tag 0 vor Immunisierung, BE am Tag 10 und Tag 19 nach 1. Immunisierung,

BE am Tag 27 nach 2. Immunisierung am Tag 19. (n>16, *p<0,007)

Um zu untersuchen inwieweit die Blockierung des IFN a mittels eines Antikrpers

mdglich ist, wurde der anti-IFN a-Antikdrper 4EA1 eingesetzt.

Zunachst wurden zur Uberprifung, ob 4EA1 in vivo eine Interferon-blockierende

Wirkung hat, in einem Vorversuch Mause mit NDV zur Interferoninduktion stimuliert.
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Ein Teil der Mause (n=4) erhielt zeitgleich i.v. den anti-IFN a-Antikdrper 4EA1. Die

IFRG28

xfach
o
ke

Wt +NDV Wt + NDV +

200 pg 4EA1

Abb.32: RT-PCR Ergebnis fiir IFRG28 mRNA
3,5 Tage nach NDV-Applikation allein oder
mit einem blockierenden anti-IFN a-
Antikorper bei Wildtyp Mausen

Nach 3,5 Tagen ist eine deutliche Reduktion der
IFRG28 mRNA bei Einsatz des blockierenden

Antikérpers (4EA1) zu sehen. (n>2)

IFRG28 mRNA an
ergab

Messung der

Splenozyten eine deutliche
Reduktion

Gens (Abb. 32).

des interferoninduzierten

In einem weiteren Versuch wurde der
anti-IFN a-Antikdérper zusammen mit
dem IgM anti-dsDNA eingesetzt. 20 ug
IgM anti-dsDNA wurden gemeinsam mit
200 pg anti-IFN

appliziert. Anschlielend wurde zu

a-Antikdrper i.v.

verschiedenen  Zeitpunkten  Serum
entnommen und mit dem IgG anti-
dsDNA-ELISA getestet. Durch die
gemeinsame Verabreichung von IgM
anti-dsDNA dem IFN o-

blockierenden Antikérper kam es zu

und

einer Reduktion der Immunantwort an
den Tagen 10 und 21 (Abb. 33).

IgG anti-dsDNA
0,20
0,16 - 1
EIgM anti-
2 012 dsDNA allein
e W4EAT + IgM
5 0081 anti-dsDNA
0,04 -
0,00 i i
do d10 d21

Abb. 33: Ergebnisse des anti-dsDNA-IgG ELISA zu verschiedenen Zeitpunkten bei
Wildtyp Médusen nach Applikation von IgM anti-dsDNA und IgM anti-dsDNA in

Kombination mit dem blockierenden anti-IFN a-Antikérper 4EA1.

Die Applikation von IgM anti-dsDNA zusammen mit 200 ug des blockierenden anti-IFN a-

Antik6rpers 4EA1 fiihrt zu einer Reduktion der Immunantwort am Tag 21. (n>11)
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Bei dem anti-IFN a-Antikérper 4EA1 handelt es sich um einen Ratte anti-Maus 1gG1-
Antikorper, welcher von einer eigenen Hybridomzellllinie produziert wird, bisher fehlt
ein geeigneter Kontrollantikérper fur diese Untersuchungen, deshalb wurde zunachst
nur das IgM anti-dsDNA allein als Kontrolle genutzt. Die bisher ermittelten Ergebnisse
mit dem Interferon-blockierenden Antikérper 4EA1 sind daher als vorlaufig zu
betrachten. Aufgrund der nicht unerheblichen Kosten und des grof’en Zeitaufwandes
(z.B. Aufreinigung grofler Mengen des 4EA1-Antikérpers) sind die weiteren

Experimente nicht mehr Inhalt dieser Arbeit.
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6 Diskussion

Der Systemische Lupus erythematodes ist eine Immunkomplexerkrankung
autoimmuner Ursache. Die derzeitigen Erklarungsmodelle postulieren eine reduzierte
Elimination apoptotischer Koérperchen bzw. eine ungenigende B-Zellregulation bei
Mangel der Komplementfaktoren C1, C4 und C2. Eine zentrale Rolle spielt wohl das
Zytokin IFN a, da bei Patienten mit SLE regelmaRig erhdhte IFN a -Spiegel oder die
erhdhte Expression von interferoninduzierten Genen beobachtet wird nun die
Applikation von IFN a zu therapeutischen Zwecken gelegentlich die Induktion von SLE
typischen Autoantikdrpern als Nebenwirkung aufweist.

Verschiedene Beobachtungen, wie die Deposition von Immunkomplexen an der
marginalen Zone bei C4-Mangel (Zachrau et al. 2004) und die Fahigkeit von
Makrophagen der marginalen Zone IFN a zu produzieren (Eloranta und Alm 1999,
Siegal et al. 1999), fihrten zu der folgender Hypothese:

Beim Mangel der Komplementkomponente C4 kommt es im Mausmodell zu einer
ungentigenden Elimination endogener DNA, die durch natirliche Antikbrper vom Typ
IgM gebunden werden. Die Anlagerung der DNA-Immunkomplexe steigert die
Produktion von IFN a in der marginalen Zone der Milz. Diese IFN a Sekretion
unterstiitzt die humorale Immunreaktion gegen die im Immunkomplex gebundenen
Antigene und fiihrt somit zu Bildung von Autoantikérpern gegen nukleére Antigene.

Diese Hypothese wird im folgenden anhand der erbrachten Ergebnisse diskutiert.

6.1 Untersuchungen an unbehandelten Mausen

6.1.1 Nachweis von Interferon gamma und Interleukin 12 bei

unbehandelten Mausen

Die untersuchten Zytokine IFN y und IL-12 zeigten zwischen Wildtyp und C4-/- Mausen
keine signifikant unterschiedliche Expression bei Messung der Gesamt-RNA der Milz.

Bei dem untersuchten Zytokin IFN y zeigten sich zwar signifikante Unterschiede
zwischen den CD11b+ und CD11b- Zellen, aber keine Unterschied zwischen Wildtyp
und C4-/- Mausen. Hierbei handelt es sich also um einen reinen zellspezifischen und

nicht mausspezifischen Unterschied.
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Bei IL-12 ist ein etwas niedrigerer Wert in der CD11b- Fraktion der C4-/- Mause als in
der entsprechenden Fraktion der Wildtyp Mause nachweisbar. Ansonsten sind auch
hier keine Auffalligkeiten zwischen Wildtyp und C4-/- Mausen erkennbar.

Diese zwei Zytokine wurden untersucht, weil neben IFN a auch andere Zytokine als
auffallig verandert beim SLE beschrieben werden. So zeigten friihe Studien beim SLE,
dass neben IFN a auch das Typ Il Interferon IFN y und IL-6 im Serum erhdht vorliegen
(Hooks et al. 1979, Ytterberg und Schnitzer 1982, Al-Jadani et al. 1993). Eine
vermehrte IL-12- und TNF a-Produktion sind ebenfalls beschrieben und hier wird ein
Zusammenhang mit Stérungen in der NFkB-Aktivierung gesehen (Al-Jadani et al.
1993, Tokano et al. 1999, Ilvashkiv 2003, Palucka et al. 2005).

Diese Aktivierung scheint beim SLE eher Folge des Krankheitsgeschehens, als einer
der auslésenden Faktoren zu sein, da in der Frihphase vor Krankheitsbeginn keine
Unterschiede bzw. Aktivierung bei Wildtyp und C4-/- Mausen beobachtet werden

konnten.

6.1.2 Nachweis von Interferon alpha bei unbehandelten Mausen

Zunachst wurden bei unbehandelten C4-/- Mausen in verschiedenen Altersgruppen
Untersuchungen des Serums mittels ELISA und Bioassay durchgefuhrt. Hierbei war
kein IFN a Protein nachweisbar.

Andere Studien zeigten bei einem anderen Lupus-Maus-Modell (NZB/NZW), dass
ebenfalls kein zirkulierendes IFN a messbar war (Santiago-Raber et al. 2003, Mathian
et al. 2005).

Obwohl SLE-Patienten in mehr als 90% der Falle ein auffalliges IFN-Erscheinungsbild
in der Mikroarray-Analyse zeigten, konnten nur bei ca. 50% erhdhte IFN a-Werte im
Serum nachgewiesen werden. Dies kdnnte an der Sensitivitat der im IFN-Serum-Assay
verwendeten Antikérper liegen, die moglicherweise nicht alle zirkulierenden
Interferontypen erkennen kénnen oder an der Anwesenheit von anti-Interferon-
Antikérpern im Serum der Patienten (Bennett et al. 2003).

Offenbar lagen auf Proteinebene bei den C4-/- Mausen die ermittelten Werte im Serum
unterhalb der Nachweisgrenze bzw. das IFN a wird bevorzugt in bestimmten Geweben
produziert (Farkas et al. 2001, Mathian et al. 2005) und ist lokal wirksam, ohne das
signifikante Mengen in die Zirkulation gelangen. Deshalb wurden in dieser Arbeit
weitere Untersuchungen mit der wesentlich sensitiveren Methode der quantitativen

Real-time RT-PCR an Splenozyten durchgefihrt.
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Schon bei jungen unbehandelten Mausen fand sich mittels der Real-time RT-PCR ein
aktiviertes Typ | Interferonsystem. Die CD11b+ Zellen der C4-/- Mause produzierten
signifikant mehr IFN a mRNA als die vergleichbare Fraktion der Wt Mause. Zu diesem
Zeitpunkt gab es noch keinen Hinweis auf eine Autoimmunerkrankung, da kein
Nachweis von IgG anti-dsDNA im Serum mittels ELISA moglich war. Aulerdem
zeigten zwei unabhangige Untersuchungen (Chen et al. 2000, Paul et al. 2002), dass
die Entwicklung von Autoantikérpern alters- und haltungsabhangig sind und in der
Regel nicht vor dem achten Lebensmonat bei C4-/- Mausen zu erwarten ist. Die von
uns untersuchten Mause waren in einem Alter von 6-16 Wochen, so dass daher noch

keine spontane Lupusmanifestation zu erwarten war.

Erkenntnisse = zum  spontan  aktivierten Typ | Interferonsystem ohne
Krankheitsmanifestation fehlen bisher vollstandig im humanen System. Studien zum
humanen Lupus beginnen friihestens nach Auftreten der ersten Krankheitssymptome,
da das vorherige Bestimmen einer Lupuspradisposition, wie z.B. im Maus-Modell, nicht
moglich ist. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, das eine Aktivierung des IFN a-

Systems stattfindet bevor erste Krankheitssymptome auftreten.

6.1.3 Nachweis von IFRG28 mRNA bei unbehandelten Mausen

Die Expression des Gens IFRG28 war bei unbehandelten C4-/- Mausen gering. Es
zeigte sich eine moderat gesteigerte (nicht signifikante) Produktion der IFRG28 mRNA
in den CD11b+ Zellen und in den negativen Fraktionen nach B220- bzw. CD90-
Aufreinigung und dies ist schlussig, da die CD11b+ Zellen in den negativen Fraktionen
der B220- bzw. CD90-Aufreinigungen enthalten sind.

Die Menge des produzierten IFN a Proteins bei jungen unbehandelten C4-/- Mausen
scheint also noch so gering zu sein, dass es zu keiner signifikanten IFRG28 mRNA
Erhéhung fuhrt.

6.1.4 Charakterisierung der Interferon alpha produzierenden Zellen
Die IFN a produzierenden Zellen wurden als CD11b+ identifiziert, da zum einen in der

RT-PCR die CD11b+ Fraktion die hochste IFN a mRNA Konzentration aufwies, zum

anderen die immunhistochemischen Farbungen teilweise eine Kolokalisation von IFN a
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produzierenden Zellen und CD11b+ Zellen in der marginalen Zone der murinen Milz
zeigten. Bei Doppelfarbungen mit den Markern CD11b und ERTR-9 war eine
eindeutige Doppelpositivitdt sichtbar, bei Doppelfarbungen mit dem Marker fir
metallophile Makrophagen (MoMa-1) und CD11b konnte diese Doppelpositivitat nicht
gefunden werden. Dies bedeutet, dass CD11b+, ERTR-9 positive Zellen der MZ als
INF a Produzenten zu betrachten sind.

Die marginale Zone der Milz dient als Filter fir die schnelle Aufnahme von Pathogenen
(Morse et al. 2001, Zandvoort und Timens 2002) und fiir IgM- Immunkomplexe aus
dem Blutstrom (Zachrau et al. 2004). In diesem speziellen Bereich der Milz, welcher
die weille Pulpa umgibt, sind hauptsachlich Makrophagen, dendritische Zellen,
Marginalzonen B-Zellen (MZ B-Zellen), aber nur sehr wenige T-Zellen lokalisiert
(Cyster et al. 2000).

Auch Eloranta und Alm (1999) zeigten, dass sich nach i.v.-Immunisierung mit dem
inaktivem Herpes Simplex Virus die Mehrheit der IFN a produzierenden Zellen in der
marginalen Zone der Milz befinden. Weitere Gegenfarbungen mit SER-4 (metallophile
Makrophagen) und ERTR-9 (MZ Makrophagen) zeigten, dass zum Grossteil die
metallophilen Makrophagen doppelt positiv fur IFN a sind. Es handelt sich bei den dort
beschriebenen Zellen nicht um B- oder T-Zellen. Auch Makrophagen der roten Pulpa
sind ausgeschlossen. Die metallophilen Makrophagen zeigten in dieser Arbeit keine
Doppelpositivitat mit den interferonproduzierenden Zellen. Dieser Widerspruch kdnnte
durch die Natur der verwendeten Viren begriindet sein. Der bei Eloranta und Alm
(1999) verwendete Herpes Simplex Virus ist ein DNA-Virus, welcher vom TLR 9
erkannt werden kann, wahrend NDV als dsRNA-Virus an den TLR 3 bindet (O’Neill
2004). Anhand der RT-PCR Ergebnisse bei unbehandelten C4-/- Mausen oder nach
IgM anti-dsDNA-Applikation kénnen die interferonproduzierenden Zellen als CD11b+
identifiziert werden.

Als eine wichtige Quelle endogenen IFN a kommen dendritische Zellen (DC) in Frage,
die im Menschen hauptsachlich vom Typ der plasmazytoiden dendritischen Zellen
(pDC) sind (Siegal et al. 1999). Im humanen System scheinen die pDC in der
Zirkulation die starksten IFN a Produzenten zu sein (Siegal et al. 1999) und wurden als
mogliche Quelle des bei SLE-Patienten nachgewiesenen IFN a Spiegels diskutiert
(Pascual et al 2003, Palucka et al. 2003). In der Maus kommen offenbar sowohl pDC
als auch DC vom myelozytaren Typ (mDC) als interferonproduzierende Zellen in Frage
(Eloranta und Alm 1999). Letztere finden sich unter anderem in der marginalen Zone
lymphatischer Organe.

Da pDC beim Menschen haufig als CD11b negativ beschrieben werden (Banchereau

et al. 2000) spricht dies fir mDC als Quelle des friihen IFN a in diesem Maus-Modell.
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6.2 Induktion von Zytokinen durch IgM-Immunkomplexe

6.2.1 Nachweis endogener DNA im Serum

Zur Generierung von Immunkomplexen sollte der IgM anti-dsDNA Antikdrper
kdrpereigene DNA als Antigen binden, so dass kein Antigen zusatzlich zugefuhrt
werden muss. Dazu wurde die Menge naturlicher endogener DNA im Serum mittels
ELISA nachgewiesen. Hier konnte gezeigt werden, dass deutlich mehr endogene DNA
im Serum von C4-/- Mausen nachweisbar war als beim Wildtyp. Dies kdnnte ein
Hinweis fur die gestérte Elimination apoptotischer Koérperchen sein. Andere
Arbeitsgruppen beschrieben, dass komplementdefiziente Mause eine verminderte
Fahigkeit zur Clearence von apoptotischen Korperchen hatten, wenn diese
intraperitoneal appliziert wurden (Taylor et al. 2000, Potter et al. 2003).

Dies legte den Schluss nahe, dass die nachgewiesene DNA mdglicherweise
apoptotischen Ursprungs ist. Daher wurde zum Nachweis von apoptotischer DNA der
TUNEL-Dotblot etabliert. Diese Methode erwies sich als sehr sensitiv, da nun auch bei
unbehandelten Wildtyp Mausen ebenso wie bei C4-/- Mausen der Nachweis
endogener, apoptotischer DNA im Serum gelang.

Aus den Untersuchungen dieser Arbeit ist also zu schlieRen, dass die Eliminierung von
zirkulierenden Immunkomplexen und apoptotischen Korperchen in C4-/- Mausen
verlangsamt ist. Dies ist nachweisbar schon bevor die Mause erste Anzeichen einer
Autoimmunerkrankung zeigen. Dennoch weisen auch Wt Mause zumindest im
sensitiven TUNEL-Dotblot endogene apoptotische DNA auf. Eine Akkumulation dieser
potentiellen Immunogene koénnte die Toleranz stéren und eine Immunantwort gegen
Selbstantigene bedingen (Chen et al. 2000).

Verschiedene Studien untersuchten die Natur der mdglichen Epitope fir anti-DNA-
Antikérper. Monoklonale Antikdrper und das Serum von SLE-Patienten sind eher in der
Lage, denaturierte DNA zu binden als die komplexe helikale Form und unter anderem
auch Einzelstrang-DNA, Einzelstrang-RNA, sowie Doppelstrang-RNA (Stollar et al.
1986, Karounos et al. 1988, Isenberg et al.1994, Marion et al. 1997).

Viele der Autoantigene welche eine Rolle beim SLE spielen, werden in hohen
Konzentrationen von apoptotischen Korperchen exprimiert. Dies konnte ein Hinweis
darauf sein, dass diese apoptotischen Koérperchen eine Quelle fur die beim SLE
typischen Autoantigene sind (Casciola-Rosen et al. 1994, Rosen et al. 1995). Die
Apoptose spielt nicht nur eine bedeutende Rolle bei der Entfernung moglicher

autoreaktiver Zellen, sondern auch bei der Bereitstellung von Selbst-Antigenen,
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welches dann mitverantwortlich fir den Verlust der peripheren Toleranz ist (Navratil
und Ahearn 2000). Normale gesunde Individuen haben eine endogene DNA-
Konzentration von unter 10 ng/ml im Plasma, wahrend bei SLE-Patienten mit aktivem
Krankheitsbild sehr unterschiedliche, aber hdhere Konzentrationen von DNA im
Plasma messbar waren (Varianz von 25 ng/ml bis >5000 ng/ml) (Steinman 1975,
McCoubrey-Hoyer et al. 1984, Bret et al. 1990).

Erhoéhte Spiegel zirkulierender DNA, welche im Plasma von SLE Patienten gefunden
wurden, sind zumeist koérpereigenen Ursprungs und keine Fremdpathogene und
stammen aus apoptotischen Vorgangen (Rumore und Steinman 1990, Isenberg et al.
1994). Ein geringerer Anteil ist womoglich bakteriellen Ursprungs (Steinman 1984).

Es ist also davon auszugehen, dass der verabreichte IgM anti-dsDNA Antikorper in

vivo ausreichend korpereigene DNA als Antigen findet.

6.2.2. Distribution von IgM anti-dsDNA in vivo

Die Verteilung des IgM anti-dsDNA in den verschiedenen Organen wurde mit radioaktiv
markierten Antikdrpern untersucht. Nach der intravendsen Injektion lagerte sich ein
geringer Anteil in Leber und Niere an, ein Teil des IgM verblieb nach 30 Minuten in der
Zirkulation, die grélte Organanreicherung fand sich in der Milz. Hier fand sich
signifikant mehr IgM anti-dsDNA als in der Leber oder der Niere. Eine bildliche
Darstellung der gesamten Maus mittels einer Szintigraphiekamera veranschaulicht die
an der Deposition des IgM beteiligten Organe.

Wahrend bei Zachrau et al. (2004) C4-/- Mause im Vergleich zu Wildtyp Mausen
deutlich mehr IgM-NP-IC (anti-Nitrophenyl-IlgM + Nitrophenyl (NP)-BSA) in der
marginalen Zone der Milz anlagerten, konnte dies fir IgM anti-dsDNA-DNA-
Immunkomplexe nicht gezeigt werden. Dies konnte auf unterschiedliche
Konzentrationen bzw. Verhaltnisse von Antigen und Antikdrpern oder einer besonderen
Affinitat der MZ Makrophagen flir die endogene DNA beruhen. So konnte bei Zachrau
et al. (2004) bei hohen Konzentrationen von Antigen und Antikérper ebenfalls kein
Unterschied zwischen Wildtyp und C4-/- gesehen werden, welches mdglicherweise auf
den Verbrauch von Komplementkomponenten durch die Immunkomplexe
zurUckzufuhren war.

Die Hauptaufnahmeorgane flir IgG-Immunkomplexe sind die Leber und die Milz (Chen

et al. 2000, Nash et al. 2001). Fur IgM-Komplexe wurde eine vermehrte Aufnahme in
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der Milz gezeigt (Youd et al. 2002), insbesondere bei bestehender
Komplementdefizienz (Zachrau et al. 2004).

Ahnlich wie bei den Untersuchungen von Youd et al. (2002) und Zachrau et al. (2004)
zeigten die immunhistochemischen Farbungen die marginale Zone als Ort, an welchem
sich die IgM-dsDNA-Immunkomplexe anlagerten. Die marginale Zone der Milz scheint
eine zentrale Rolle in der Entstehung der Autoimmunitat einzunehmen, da autoreaktive
B-Zellen dort nachgewiesen wurden (Zeng et al 2000, Li et al. 2002) und diese auch
aulerhalb der Keimzentren der Proliferation und somatischen Mutation unterliegen
(William et al. 2002, MacLennan et al. 2003).

6.2.3 Zytokinproduktion nach IgM anti-dsDNA-Applikation

6.2.3.1 Interferon alpha Produktion nach IgM anti-dsDNA-Applikation

Die bis zu vierzigfache signifikante Steigerung von IFN a mRNA 6 h nach Applikation
des IgM anti-dsDNA in der CD11b+ Fraktion von Wt und C4-/- Mausen unterstreicht
die Bedeutung dieser IgM-Immunkomplexe und ihrer Anlagerung an der marginalen
Zone der Milz. Als indirekter Beweis fur die Bildung des Proteins IFN a dient wiederum
der Nachweis des Gens IFRG28. Im Fall von IL-12 ist nur eine geringere Steigerung
der mRNA Expression gegenlber den unbehandelten Mausen zu erkennen, wahrend

IFN y mRNA bis auf das Zehnfache signifikant erhoht produziert wird.

Murine DC werden deutlich effektiver durch IC aktiviert; welche Chromatin bzw. DNA-
enthalten, als durch solche IC, welche andere fremde Proteine enthalten. Einer der
Aktivierungswege fur Chromatin- bzw. DNA-enthaltende Immunkomplexe fuhrt offenbar
Uber den TLR 9 (Leadbetter et al. 2002, Boule et al. 2004, Means et al. 2005).

Beim Menschen exprimieren plasmazytoide DC und B-Zellen relativ viel TLR 9 im
Gegensatz zu anderen Zellpopulationen. PDC und B-Zellen sind deshalb wohl die in
der Detektion von DNA sensitivsten Zelltypen (Hornung et al. 2002).

Die Deposition von TNP-Ficoll, einem T-zellunabhangigen Antigen, innerhalb der
marginalen Zone fuhrte nicht zu einer Aktivierung von IFN a. Dies zeigt, dass nicht die
Deposition an sich, sondern die IgM anti-dsDNA-Immunkomplexe flir die Aktivierung
der IFN a Produktion verantwortlich sind. Endogene DNA, welche stets im Serum
vorhanden ist, bewirkt allein keine Aktivierung, ebenso wie naturliches IgM, welches

immer in der Zirkulation vorhanden ist.
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Die Aktivierung von CD11b+ Zellen der marginalen Zone durch IgM anti-dsDNA
Immunkomplexe zur Produktion von IFN o scheint auf besondere Rezeptoren
angewiesen zu sein. Diese unterscheiden sich von denen, die typische T-
zellunabhangige Antigene (TNP-Ficoll) bendtigen, da die Lokalisation von TNP-Ficoll
innerhalb der marginalen Zone nicht zu einer Aktivierung von IFN o flhrte. Neben der
Lokalisation der Antigene an der marginalen Zone der Milz ist also eine besondere Art
bzw. Struktur der Antigene erforderlich, um die Internalisierung und Aktivierung
bestimmter Rezeptoren zu induzieren.

Es wurde gezeigt, dass B-Zellen durch DNA-IgG-Komplexe aktiviert werden kénnen
und diese effektive Aktivierung auf eine Kreuzvernetzung des B-Zellrezeptors mit
einem zweiten DNA-reaktiven Rezeptor zurlckzufihren ist. Der FcyRlla (CD32)
fungiert bei 1gG-Immunkomplexen anscheinend als dieser Rezeptor (Means et al.
2005). Die Aktivierung der B-Zellen schlagt bei MyD88-Defizienz fehl, oder wenn die
TLR 9 Kaskade durch Chloroquin blockiert ist. TLR 9 ist also das Schllsselelement,
um eine DNA-IC-bedingte Zellaktivierung zu erreichen (Marshak-Rothstein et al. 2004).
TNP-Ficoll wird nicht von TLR 9 erkannt und flhrt deswegen wohl nicht zu einer
erhdhten IFN a Expression.

Die Stimulation von TLR 9 ist abhangig von der Anwesenheit unmethylierter DNA,
welche zudem reich an ,CpG-motifs“ sein sollte (Krieg et al. 1995). Es wird
beschrieben, dass Vertebraten-DNA generell nicht immunstimulatorisch wirkt (Messina
et al. 1991), es sei denn, sie wird in Zellen transfiziert (Zhu et al. 2003). Dies weist
darauf hin, dass die Internalisierung des Chromatins bzw. DNA eine wichtige Rolle fir
die Zellaktivierung spielt. Der TLR 9 gehort zu den intrazellular liegenden Rezeptoren
(O’Neill 2004), deshalb ist eine Internalisierung der Liganden zu seiner Aktivierung
notwendig. Verschiedene Wege sind hierfir denkbar, z.B. kénnte durch grolte Mengen
des Antigens bzw. der IC eine Versorgung des Rezeptors mittels Phagozytose
stattfinden, aber auch das Vorhandensein eines speziellen DNA-Rezeptors wird
diskutiert (H. Wagner, Vortrag beim Herbsttagung der Deutschen Gesellschaft fir
Immunologie 2004). Fur IgG-IC wurde die Internalisierung iber CD32 (FcyRlla) zu TLR
9 gezeigt (Means et al. 2005). CD32 kann allerdings kein IgM binden und daher ware
hierfir also ein weiterer Rezeptor erforderlich. Li et al. (2004) konnten jedoch auch eine
Stimulierung von B-Zellen mit Vertebraten-DNA zeigen; sie unterschieden hierbei
zwischen aktiver (DNA von Mitogen-stimulierten Milzzellen) und nicht aktiver DNA
(DNA von unstimulierte Milzzellen).

Die bessere Immunogenitat bakterieller DNA wird hauptsachlich auf das vermehrte

Vorhandensein unmethylierter ,CpG-motif* zurlickgeflhrt. Vertebraten-DNA enthalt
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auch einige wenige unmethylierte ,CpG-motif‘, welche somit als mégliche Liganden zur

Stimulierung dienen kdnnten (Cross et al. 1997).

Vertebraten DNA kann aber auch in komplexierter Form mit Immunglobulinen DC zur
IFN a Produktion anregen. DNA-Immunkomplexe, welche aus dem Serum von SLE
Patienten isoliert wurden, aktivieren humane plasmazytoide dendritische Zellen IFN a
in vitro zu produzieren (Vallin et al. 1998 und 1999). Weiterhin flhrte die Verabreichung
von apoptotischen Zellen zusammen mit IgG von SLE-Patienten ebenfalls zu einer IFN
a -Induktion in der Zellkultur (Bave et al. 2001). Untersuchungen zu IgM und DNA bzw.
IgM-Chromatin-Immunkomplexen fehlten bisher vollstandig. Dabei scheint die Rolle
von IgM als naturlicher und erster Antikorper (Ochsenbein und Zinkernagel 2000) und
sein spezielles Verhalten im Organismus von grof3er Bedeutung zu sein, da IgM-IC im
Gegensatz zu IgG-IC in vivo eine besondere Affinitat zu der marginalen Zone der Milz
haben (Youd et al. 2002, Zachrau et al. 2004). Da die MZ Makrophagen als IFN a
Produzenten gelten (Eloranta und Alm 1999), war ein zentraler Bestandteil der
Hypothese, dass IgM-IC aufgrund ihrer Anlagerung an die MZ Makrophagen zu einer

IFN a Produktion fuhren. Dazu wurden erstmals IgM anti-dsDNA in vivo verwendet.

6.2.3.2 IFRG28 mRNA Produktion nach IgM anti-dsDNA-Applikation

Als indirekter Nachweis der IFN a Proteinausschittung nach IgM anti-dsDNA-
Applikation wurde das interferoninduzierbare Gen IFRG28 untersucht.

Die IFRG28 mRNA wurde nach Stimulation mit IgM anti-dsDNA in CD11b+ Zellen
starker exprimiert. IFN a/f3 ist im ,Priming“ von Zellen im Sinne einer autokrinen
Regulation beteiligt (Taniguchi und Takaoka 2001). Die Expression von IFN a mRNA
und IFRG28 mRNA in denselben Zellen spricht flir solch einen ,Feedback®-
Mechanismus.

In dieser Arbeit konnte in B-Zellen keine Steigerung von IFRG28 nach IgM anti-dsDNA-
Stimulation nachgewiesen werden. Rozzo et al. (2001) fanden jedoch eine erhdhte
Expression des interferoninduzierten Genes Ifi202 in B-Zellen von Lupus-Modell-
Mausen (NZB/NZW). Das daraus resultierende Protein p202 ist unter anderem in die
Inhibition der Apoptose involviert. Somit kdnnte die Inhibition der Apoptose
autoreaktiver B-Zellen bei erhdhter p202 Expression einer der Mechanismen sein, liber
welche eine Lupusanfalligkeit entsteht. Mit dem eigenen Nachweis des
interferoninduzierten Gens IFRG28 und des beschriebenen Nachweises von I[fi202
konnte also gezeigt werden, dass IFN a zumindest auf CD11b+ und auf B-Zellen in der
Milz eine Wirkung hat. Der Anstieg der IFRG28 mRNA in der CD90+ Fraktion kdonnte
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auch auf die gesteigerte Produktion von IFN y zurlckzuflhren sein, da IFRG28 auch

durch IFN y induzierbar ist und dieses Zytokin auf T-Zellen wirkt.

6.2.3.3 Interferon gamma und Interleukin 12 mRNA Produktion nach IgM
anti-dsDNA-Applikation

Nach IgM-Applikation ist auch eine signifikante Steigerung von IFN y und IL-12 in den
CD11b+ Zellen messbar. Von Boule et al. (2004) wurde beschrieben, dass die Bindung
von DNA-IgG-IC zu einem charakteristischen Zytokinprofil fur die Zytokine BAFF und
IL-12 in vitro fuhrt, und dieses wurde unter anderem Uber TLR 9 vermittelt.

Bei einigen untersuchten SLE-Patienten wurden erhdhte Spiegel von IL-12 und IFN y
im Serum gefunden. IL-12 ist in der Lage, proinflammatorische Zytokine wie IFN y zu
induzieren (Tokano et al. 1999). Bei den erhohten Spiegeln von IL-12 wird ein
Zusammenhang mit pulmonalen Erkrankungen gesehen, wahrend kein
Zusammenhang zu renalen Erkrankungen nachweisbar war (Tokano et al. 1999),
allerdings bei erhdhten IFN y-Spiegeln ein Zusammenhang zu renalen Erkrankungen
gezeigt wurde (Al-Janadi et al. 1993). Die IL-12 Spiegel im Serum von SLE-Patienten
variieren sehr stark und bisher ist kein auslésender bzw. regulierender Faktor
eindeutig identifiziert worden, auch die Rolle des IL-12 insgesamt scheint unklar.
Wahrscheinlich ist, dass diese proinflammatorischen Zytokine bei den entzlindlichen

Vorgangen des SLE von Bedeutung sind (Smolen et al. 2005).

6.2.4 IgM anti-dsDNA-Applikation induziert IgG-Autoantikorper

Die zweifache Applikation von IgM anti-dsDNA am Tag 0 und am Tag 19 fihrte zu
einem Immunglobulinklassenwechsel und zu einer IgG-Immunantwort gegen dsDNA
messbar an den Tagen 10, 19 und 27. Auch an den Tagen 66 und 94 waren noch
langanhaltende deutlich erhéhte IgG anti-dsDNA Titer nachweisbar. Diese dauerhafte
Produktion von autoreaktivem IgG flihrte zur Deposition von IgG-Immunkomplexen in

den Glomeruli der Niere und somit zu ersten pathologischen Symptomen des SLE.
Die DNA an sich ist ein schlechtes Antigen und die Selbsttoleranz ihr gegentiber ist

schwer zu Uberwinden. Eine generelle Induktion von Antikérpern gegen dsDNA in

nichtautoimmunen Mausen erwies sich bisher als problematisch (Isenberg et al. 1994).
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Da in dieser Arbeit aber lediglich durch die Applikation des IgM anti-dsDNA (im Sinne
einer passiven Immunisierung) eine aktive langanhaltende IgG-Immunantwort
ausgeldst werden konnten, scheint die Anwesenheit von IgM bzw. das Komplexieren
der DNA mit dem IgM eine wichtige Rolle zu spielen.

Die Lokalisation der DNA-IC an der marginalen Zone scheint dabei von grof3er
Bedeutung zu sein, da z.B. in NZB/NZW Mausen die MZ B-Zellen als anti-DNA-
Antikérper produzierenden Zellen identifiziert wurden (Zeng et al. 2000, Grimaldi et al.
2001). Untersuchungen beschrieben zu dem eine vermehrte Anzahl autoreaktive B-
Zellen, die sich gehauft in der marginalen Zone aufhalten (Li et al. 2002).

B-Zellen von SLE-Patienten und von Lupus-Modell-Mausen neigen zu einer
Uberreaktion nach einem immunologischen Stimulus (Grammer und Lipsky 2003).
Diese Uberreaktion kdnnte durch das an der marginalen Zone gebildete IFN a
ausgelost werden, da dieses immunstimulatorische Effekte hat (Le Bon et al. 2001). In
dieser Arbeit konnte mittels der IgM-Applikation auch eine Autoimmunreaktion in per se
nicht autoimmunen Mausen (Wt) ausgelést werden. Zwar kénnen auch transgene anti-
dsDNA-B-Zellen in nicht autoimmunen Mausen persistieren, aber es kommt
normalerweise zur keiner Sekretion antinuklearer Antikdrper (Nakamura et al. 1987,
Pisetsky et al. 1990, Fields et al. 2003).

Paul et al. (2002) zeigte, dass nach LPS-Gabe die B-Zellen drei Monate alter C4-/-
M&use, welche bis zu diesem Zeitpunkt noch gesund waren, IgM anti-dsDNA
produzierten. B-Zellen von C4+/+ Mause produzierten auch IgM, allerdings kein
autoreaktives. Da LPS ebenfalls ein Interferon-Induktor ist (Maehara und Ho 1977),
konnte dies ein weiteres Indiz sein daflir sein, dass IFN a autoreaktive B-Zellen
aktiviert. Dazu passen auch die Ergebnisse von Bengtsson et al. (2000), welche
zeigen, dass die erhdhten IFN a Serumwerte bei Patienten mit dem Aktivitatsgrad des
SLE, Fieber und mit der Autoantikdrperproduktion korrelieren. Der Nachweis einer
langanhaltenden IgG anti-dsDNA-Produktion (nach 66 und 94 Tagen) kénnte ebenfalls
auf die Aktivitat von IFN a zurlckzufiihren sein, da dieses nicht nur die humorale
Immunantwort verstarkt, sondern dartber hinaus an der Induktion langanhaltender
Antikorperproduktion und der Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses
beteiligt ist (Le Bon et al. 2001).

Bislang war es also schwer auch Langzeit-Antikbrperantworten gegen DNA bzw.
transgene autoreaktive B-Zellen in vivo zur Antikbrperproduktion anzuregen. In dieser
Arbeit gelang die Generierung einer langanhaltenden IgG-Immunantwort lediglich
durch die passive Immunisierung mit einem IgM anti-dsDNA und dies zeigt, dass die
Anwesenheit von IgM bzw. das Komplexieren der DNA im Immunkomplex von

besonderer Bedeutung hierfur ist.
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6.2.5 Blockierung von Interferon alpha

Da die IFN a -Produktion mit der Bildung von IgG-Autoantikérpern einhergeht, wurde
versucht die zentrale Rolle des IFN a zu verfizieren. IFNR-/- Mause haben einen
Defekt in dem Klasse | Interferonrezeptor und sind nicht in der Lage, Typ | bzw. Typ Il
Interferon vermittelte Signale umzusetzen. Es wurde versucht, in IFNR-/- Mausen eine
ahnliche Immunreaktion nach IgM-Gabe zu reproduzieren. Die IFNR-/- Tiere zeigten
jedoch eine signifikant verminderte IgG-Bildung als die Wildtyp Mause.

Weitere Ergebnisse in dieser Arbeit zeigen, dass ein blockierender anti-IFN a-
Antikorper ebenfalls zu einer Reduktion der autoreaktiven IgG anti-dsDNA-Antwort
fuhrt. Bei dem blockierenden anti-IFN a-Antikérper 4EA1 handelt es sich um einen
Ratte anti-Maus IgG1-Antikorper, aber bisher fehlt ein geeigneter Kontrollantikérper fur
diese Untersuchungen. Deshalb wurde zunachst nur das IgM anti-dsDNA allein als
Kontrolle genutzt und somit sind die Daten mit dem Interferon-blockierenden Antikérper

4EA1 als vorlaufig zu betrachten.

Die Verkreuzung von Lupus-Modell-M&usen (lpripr, NZB/NZW) mit IFNR-/- M&usen
fuhrten ebenfalls zu einer deutlichen Verminderung der Krankheitssymptome,
Organschadigung und Sterblichkeit sowie zu einer Reduktion der Anzahl der anti-
dsDNA IgG-produzierenden Zellen. Auflerdem waren die anti-dsDNA-IgG
Serumspiegel deutlich vermindert (Braun et al. 2003, Kono et al. 2003, Santiago-Raber
et al. 2003). In der vorgelegten Arbeit konnte eine IgG-Autoantikérperbildung nicht bei
allen Mausen mit Interferonrezeptordefizienz verhindert werden, die durchschnittlichen

Serumspiegel sanken dennoch signifikant.

Viele friihe Studien zeigten, dass das Typ | Interferon-System bei Patienten mit SLE
aktiviert ist. Dies zeigte sich in erhéhten Serumwerten (Hooks et al. 1979, Preble et al.
1982, Strannegard et al. 1982, Ytterberg und Schnitzer 1982) sowie bei neueren
Untersuchungen mittels Mikroarray-Analyse auch fur interferonregulierte Gene (Han et
al. 2003, Crow et al. 2003, Baechler et al. 2003, Bennett et al. 2003).

Die Effekte von IFN a auf das Immunsystem beinhalten die Stimulation von Th1-Zellen
und B-Zellantworten, sowie die Proliferation von ,Memory“ CD8+-T-Zellen (Blanco et
al. 2001, Ronnblom und AIm 2002). Die Entstehung von Autoantikérpern und
Autoimmunerkrankungen ist eine haufige Nebenwirkung bei mit IFN a behandelten
Patienten (Rénnblom et al. 1991, Schilling et al. 1991, Brassard et al. 2002). Die
Pradisposition fur SLE konnte auch bei Mausen durch die Behandlung mit IFN a zu

einer manifesten Erkrankung fuhren. Dies war sowohl der Fall bei direkter Behandlung
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mit IFN a, als auch bei Behandlung mit starken IFN a Induzenten wie ,Poly Inosinic
acid: Poly Cytidylic acid“ (Sergiescu et al. 1979, Heremans et al. 1978, Braun et al.
2003, Mathian et al. 2005).

Daneben ist das Interferon in der Lage, die Immunantwort zu verstarken, einen Ig-
Klassenwechsel zu induzieren, die Entwicklung eines immunologischen Gedachtnisses
und die Langzeit-Antikdrperproduktion zu beeinflussen (Le Bon et al. 2001).

Eine erhdhte Interferonproduktion kann ebenfalls die Differenzierung und Reifung von
dendritischen Zellen (Blanco et al. 2001) und die Entwicklung von Autoantikérpern und

Autoimmunitat zur Folge haben (Rénnblom und Alm 2002).

Bereits bei niedrigen Spiegeln von Typ | und Typ Il Interferonen werden die Zellen in
ein Zustand erhohter zellularer Reaktivitdt gegenlber Antigenen versetzt, ein
Phanomen welches als ,Priming“ bezeichnet wird (Taniguchi und Takaoka 2001).
AulRerdem wurde gezeigt, dass niedrige Dosen von IFN a, die noch nicht antiviral
wirksam sind, in der Lage sind, das Krankheitsgeschehen in Lupus-Modell-Mausen
(NZB) zu foérdern (Heremans et al. 1978). Ahnlich wie die Entstehung der
Autoimmunerkrankung von verschiedenen Faktoren abhangt (Chen et al. 2000, Paul et
al. 2002) scheinen weitere Faktoren (z.B. Infektionen, Apoptose bzw. vermehrte DNA
im Serum) ebenfalls eine Rolle in der Aktivierung des IFN-Systems zu spielen.

Obwohl die Defizienz des Interferonrezeptors sowohl in der vorgelegten Arbeit als auch
in  verschiedenen Kreuzungsexperimenten mit Lupus-Modell-Mausen (Ipripr,
NZB/NZW) (Braun et al. 2003, Kono et al. 2003, Santiago-Raber et al. 2003) eine
veringerte Autoantikérperproduktion zeigten, konnte praktisch kein positiver Effekt bei
MRL/lprlpr-IFNR-/- Mausen gesehen werden (Hron und Peng 2004). MRL/lprlpr-Mause
sind die Lupus-Modelle mit den schwersten Krankheitsverlaufen und einer
Lebenserwartung von unter sechs Monaten. Mdéglicherweise kénnen diese Mause
daher nicht von der Defizienz des Interferonrezeptors profitieren.

Interessanterweise werden bei SLE-Patienten nicht nur Autoantikérper gegen nukleare
Antigene, sondern auch gegen diverse andere Antigene nachgewiesen z.B. IFN a und
C1qg (Panem et al. 1982, 1983 und 1984, Gorg et al.1993, Hogharth et al. 1996).
Sowohl bei Patienten mit SLE als auch im Mausmodell scheinen hohe Antikorpertiter
gegen dsDNA mit der Entwicklung von anti-C1g-Autoantikrpern korreliert zu sein
(Hogharth et al. 1996, Siegert et al.1991).

Bengtsson et al. (2000) zeigte, das erhdohte dsDNA-IgG-Serumspiegel auch mit
erhdhten IFN a Serumspiegeln einhergehen.

Interessanterweise werden IFN a und C1q vermehrt in der marginalen Zone der Milz

gebildet. Autoimmunreaktionen gegen diese Selbstantigene filhren daher zu der
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Vermutung, dass der IFN a Stimulus an der marginalen Zone noch weitere
persistierende autoreaktive B-Zellen in der MZ aktiviert, die dann gegen dort

vorhandene MZ-(Selbst) Antigene eine Immunantwort generieren.

6.2.6 Neue Therapieoptionen beim Systemischen Lupus erythematodes

Wahrend der letzten zwei Dekaden hat sich die Prognose beim SLE durch frihere
Diagnostik und effektivere therapeutische Mdglichkeiten erheblich verbessert. Die 10-
Jahres-Uberlebensrate liegt in den meisten westlichen Lander bei ca. 95%.
Therapeutisch werden in erster Linie Immunsupressiva wie Corticosteroide oder
Cyclophosphamid eingesetzt. Wenn auch die Lebenserwartung durch diese Therapie
entscheidend verlangert werden konnte, fihrt dieses chronische Leiden haufig zu
Frahinvaliditat oder zu Dialysepflicht. Daneben sind diese Therapieformen mit diversen
Nebenwirkungen behaftet uns es scheint wiinschenswert, neue Therapieoptionen zu
prufen.

Daher gibt es Uberlegungen, die Neutralisierung von IFN a durch blockierende
monoklonale Antikérper in die Behandlung von Lupus einzubinden (Schmidt und
Ouyang 2004).

Bei anderen Autoimmunerkrankungen wie dem insulinpflichtigen Diabetes mellitus, bei
dem ebenfalls ein Zusammenhang mit IFN a besteht (Chehadeh et al. 2000), schiitzt
die Behandlung von Diabetes-Mausen mit blockierenden Interferon-Antikdrper vor der
Erkrankung (Stewart 2003). Der Ansatz, gegen die IFN a -Induktoren bzw. die
gebildeten Immunkomplexe vorzugehen, erweist sich als wenig erfolgversprechend, da
offenbar verschiedene Substanzen IFN a induzieren kénnen (apoptotische Zellen,
dsDNA, dsDNA-IC, etc.). Zudem wirkten die therapeutische Antikdrper gegen die IC
pathogen und fuhrten zu einer weiteren IFN a -Produktion (Stewart 2003).

Eine der Gefahren bei der anti-IFN a-Therapie zeigt sich darin, dass IFNR-/- Mause
offenbar anfalliger gegenuber viralen Infektionen sind (Muller et al. 1994). Anderseits
kommt es jedoch durch Blockierung des IFN-Signalweges zu einer deutlichen
Reduktion von MZ B-Zellen und dies geht mit einer Reduktion der polyklonalen und
autoreaktiven Immunglobuline einher (Zeng et al. 2000, Grimaldi et al. 2001, Kono et
al. 2003).

Die B-Zellproliferation scheint beim SLE von verschiedenen Zytokinen beeinflusst zu
werden. IL-6, IL-12 und das IFN a induzierte BAFF scheinen bei Uberexpression SLE-
ahnliche Symptome zu férdern (Banchereau et al. 2000, Mackay et al. 2003).
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Proinflammatorischen Zytokinen, wie z.B. TNF a, IFN v, IL-18, IL-6 und IL-1 werden als
Verstarker der entziindlichen Symptome beim Lupus diskutiert. TNF a wird dabei fur
die Entzindungsreaktionen und die Gewebezerstérung beim SLE mitverantwortlich
gemacht (Smolen et al. 2005). Allerdings zeigt sich bei der Therapie mit einen TNF a-
Blocker ein erhéhtes Risiko Antikérper gegen dsDNA auszubilden (Aringer et al. 2004)
und das Interferonsystem zu aktivieren (Palucka et al. 2005).

Untersuchungen von SLE-Patienten zeigten, dass nach Behandlung mit
Glucocorticoiden eine Abschwachung der IFN a -Signatur in Leukozyten zu
beobachten war. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, IFN a als mdgliches Ziel in der
Behandlung von SLE zu diskutieren um ggf. die Glucocorticoiddosen reduzieren zu
konnen (Bennett et al. 2003).

Ein weiterer therapeutischer Ansatzpunkt koénnte in der Modifikation des TLR 9
Signalweges liegen. TLR 9 wird als der Rezeptor flir endogene DNA angesehen und ist
neben der IFN a -Induktion offenbar direkt in die B-Zellregulation und IgM-Produktion
involviert (Rutz et al. 2004, He et al. 2004). Das urspringlich in der Malariaprophylaxe
eingesetzte Chloroquin findet auch Anwendung bei milderen Formen des SLE.
Mittlerweile ist bekannt, dass Chloroquin offenbar in den Signaltransduktionsweg des
TLR 9 eingreift, indem es durch die pH-Verschiebung in intrazellularen Lysosomen die
TLR 9-Aktivierung behindert (Rutz et al. 2004).

Das Serum von SLE-Patienten besitzt die Fahigkeit, die DC -Differenzierung zu
induzieren, wobei dies auf der Anwesenheit und Funktion des IFN a beruht. Man
kénnte daher von einer Dysregulation der DC durch die gesteigerte IFN a-Produktion
bei SLE-Patienten sprechen. Deshalb ware es eine weitere Moéglichkeit diese IFN a-
produzierende Zellen als zentrales Ziel fur neue therapeutische Ansatze zu nutzen
(Blanco et al. 2001, Pascual et al. 2001).

Insgesamt konnte in dieser Arbeit die Bedeutung des IFN a-Systems flr die Induktion
des SLE gezeigt werden. Dabei scheint die Induktion des IFN a durch korpereigene
endogene DNA im IC uber TLR 9 zu erfolgen. Die Bereitstellung groRer Mengen von
Selbstantigenen durch die verminderte Clearence von apoptotischen Materials beim
Mangel der Komplementkomponente C4 scheint diesen Vorgang zu beginstigen.
Offenbar ist IFN a ein zentrales Zytokin fur die Induktion von Autoantikdrpern gegen
dsDNA.

Neue therapeutische Ansatze umfassen daher die Elimination von zirkulierender
endogener DNA oder von DNA-enthaltenden Immunkomplexen, die Modifizierung des
TLR 9 Signalweges, die Beeinflussung der interferonproduzierenden Zellen, sowie die

Blockade des IFN selbst bzw. dessen Rezeptors. Das in dieser Arbeit vorgestellte
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Modell der IgM anti-dsDNA induzierten Autoantikdrperproduktion konnte den Erfolg
einer IFN a Blockade belegen und eroffnet daher auch die Madglichkeit weitere

therapeutische Optionen zu priifen.
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7 Zusammenfassung

Der Systemische Lupus erythematodes ist eine Immunkomplexerkrankung autoimmuner
Ursache aus dem Formenkreis der Kollagenosen. Eine genetische Assoziation wird
unter anderem zu den frihen Komplementkomponenten C1, C2 und C4 gesehen.
Aktuelle Erklarungsmodelle postulieren eine ungentigende B-Zellregulation beim Mangel
von C1, C4 oder C2 als auch eine reduzierte Elimination apoptotischer Kdorperchen.
Einen weiteren zentralen Faktor scheint das antivirale Zytokin Interferon a darzustellen,
da bei Patienten mit Systemischen Lupus erythematodes regelmaRig erhdhte Interferon
a Spiegel oder eine erhdhte Expression von Interferon induzierten Genen beobachtet
werden. Des Weiteren wurde bei Applikation von Interferon a zu therapeutischen
Zwecken gelegentlich die Induktion von Systemischen Lupus erythematodes typischen
Autoantikorpern als Nebenwirkung beobachtet.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei Komplementdefizienz eine gesteigerte
Expression von Interferon a in der Milz schon vor der ersten Krankheitsmanifestation
auftritt. Junge, noch gesunde C4 defiziente Mause zeigen ein leicht aktiviertes
Interferonsystem, wahrend Interleukin-12 und Interferon y zu diesem Zeitpunkt nicht
auffallig waren. Eine besondere Rolle fur die Interferon a- und Autoantikérperproduktion
kommt hierbei der marginalen Zone der Milz zu. Zunachst konnten CD11b positive
Zellen der marginalen Zone als die Interferon a-produzierenden Zellen identifiziert
werden. Zudem kam es hier zur Deposition von in vivo gebildeten Immunkomplexen aus
IgM anti-Doppelstrang-DNA und koérpereigner DNA, welches zu einer signifikant
gesteigerten Interferon a- und Interferon y-Produktion in den CD11b positiven Zellen
fUhrte. Die IgM-Immunkomplexe induzierten eine humorale Immunreaktion gegen die im
Immunkomplex gebunden Antigene und flhrten zur Bildung von IgG-Autoantikdrpern
gegen nukleare Antigene. Diese IgG-Autoantikérper waren auch nach 94 Tagen noch
nachweisbar und es kam zu einer renalen Ablagerung. Schliel3lich konnte durch
Blockierung des Interferon a bzw. des Interferonrezeptors die Produktion der IgG-
Autoantikorper deutlich reduziert werden. Diese Ergebnisse bestatigen die Hypothese,
dass der Mangel der Komplementkomponente C4 zu einer ungenitgenden Elimination
endogener DNA fihrt. Antikérper vom Typ IgM koénnen anschlielend eine
Immunkomplexbindung mit der DNA eingehen und dies flihrt zu einer Anlagerung in der
marginalen Zone der Milz. Diese Deposition flhrt zur gesteigerten Produktion von
Interferon a und somit zur langfristigen Bildung von Autoantikérpern gegen nukleare
Antigene. Demzufolge kénnte die Beeinflussung des Interferon alpha-Systems einen
neuen therapeutischen Ansatzpunkt in der Behandlung der Autoimmunerkrankung

Systemischer Lupus erythematodes darstellen.
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