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Einleitung

1 Einleitung

Der Systemische Lupus erythematodes (SLE) ist eine autoimmune Systemerkrankung
aus dem rheumatischen Formenkreis, dem pathogenetisch die Bildung von
Autoantikérpern und Immunkomplexen vor allem gegen nukledre Antigene zu Grunde
liegt. Auf genetischer Ebene wird eine Assoziation des SLE zu Defekten von
Komponenten des klassischen Komplementaktivierungsweges
(Komplementkomponenten C1, C4, C2) gesehen. Diese Defekte scheinen
pradisponierend fiir SLE sowohl beim Menschen, als auch bei Tieren zu sein, wie
entsprechende tierexperimentelle Studien zeigen [1-7]. Dariiber hinaus ist bekannt, dass
Patienten mit akutem SLE vermehrt ein aktiviertes Typ I Interferonsystem aufweisen
und somit erhohte Interferon alpha (IFN-a) Spiegel im Serum messbar sind. Weiterhin
entwickeln Patienten, die zu therapeutischen Zwecken humanes, rekombinantes IFN-a
erhalten teilweise SLE-dhnliche, autoimmunologische Phdnomene [8-13]. Neuere
Erkenntnisse zeigen, dass in Komplement C4 defizienten Madusen ein aktiviertes
Interferon alpha System vorliegt [14].

Trotz verschiedener Erklarungsansitze fiir die Induktion dieser Autoimmunerkrankung,
bleibt weiterhin unklar, weshalb es in Abwesenheit von C1 oder C4 zu einem Verlust

der B-Zelltoleranz kommt, und welche Rolle hierbei das Zytokin IFN-a spielt.

Um Erkenntnisse in dieser Frage zu gewinnen, ist es notwendig festzustellen, wie das
[FN-a System in C4 def. Médusen aktiviert wird, und auf welche Weise dieses aktivierte
[FN-a System zu einer aufgehobenen B-Zelltoleranz fiihrt. In dieser Dissertation wurde
deshalb die Zellpopulation bestimmt, die IFN-a in C4 def. Méusen spontan und durch
Stimulation mit Frithformen SLE-typischer Antikdper (IgM anti dsDNA) produziert.
Hieraus wurden Riickschliisse auf den Aktivierungsweg dieser Zellen erwartet.
Weiterhin wurde die Auswirkung des IFN-a auf das zellulire Mikromilieu der Milz
untersucht, mit besonderem Augenmerk auf die Marginalzonen B-Zellen (MZB-Zellen).
Diese Zellpopulation konnte ein geeigneter Kandidat fiir eine Produktion einer ersten
Linie von Autoantikorpern sein, und wire somit von Bedeutung fiir die Frithform des

SLE.



Einleitung

1.1 Angeborene und adaptive Mechanismen des Immunsystems

Das Immunsystem (lat. immunis = frei, unberiihrt) des menschlichen Korpers ist ein
komplexes System aus ineinander greifenden Mechanismen unterschiedlicher Struktur,
deren Ziel es ist, den Korper gegen pathogene Einfliisse zu schiitzen. Es unterscheidet
dabei zwischen korpereigenen und korperfremden, sowie zwischen harmlosen und
pathogenen Strukturen. Dadurch ist der Organismus in der Lage, gezielt gegen
Pathogene wie Viren, Bakterien oder Parasiten vorzugehen. Durch diese Fiahigkeit
erlangt das Immunsystem eine liberlebenswichtige Rolle fiir den Organismus.

Von ihrer grundlegenden Struktur her lassen sich diese Mechanismen in zelluldr versus

humoral (lat.: humor = Fliissigkeit) und angeboren versus adaptiv unterscheiden.

Tabelle 1: Wichtige Bestandteile des Immunsystems
unterteilt in angeboren vs. adaptiv und humoral vs. zelluldr (Abkiirzungen siche

Abkiirzungsverzeichnis S. 7) [15].

Angeborene Komponenten | Adaptive Komponenten

Zellulire Komponenten | Monozyten/Makrophagen B-Lymphozyten

dendritische Zellen Plasmazellen
Natiirliche Killerzellen Memory B-Zellen
Granulozyten T-Lymphozyten (CD4,
CDg8)
Humorale Komponenten | Komplementsystem Antikorper

C-reaktives Protein

Ein wichtiges System der humoralen, angeborenen Immunantwort stellt das
Komplementsystem dar, das aus Serumproteinen besteht. Zellulire Komponenten des
angeborenen Immunsystems sind Monozyten/Makrophagen, natiirliche Killerzellen
(NK-Zellen) und Granulozyten. Die angeborenen Mechanismen haben die Eigenschaft
schnell, aber weniger spezifisch auf ein Antigen reagieren zu koénnen.

Bei hoheren Lebewesen hat sich zusitzlich das angeborene Immunsystem entwickelt,
welches variabel und hochspezifisch auf neue pathogene Reize reagieren kann. Dieses
System ist in der Lage in Form eines immunologischen Gedéchtnisses, Pathogene, die

zuvor bereits den Organismus befallen haben besonders schnell zu erkennen, und
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Einleitung

effektiv abzuwehren. Zum adaptiven Immunsystem gehoren auf zelluldrer Ebene T- und
B-Lymphozyten, sowie als humorale Faktoren die Antikorper, die von Plasmazellen
sezerniert werden. Plasmazellen stellen Antikdrper-produzierende B-Lymphozyten dar.
Fiir die Spezifitdt des adaptiven Immunsystems wird jedoch Zeit benétigt, bis es zur
vollen Entfaltung nach Kontakt mit einem neuen Pathogen kommen kann. Nur das
Zusammenspiel aus schneller, unspezifischer, angeborener und langsamer, spezifischer
adaptiver Immunitét sorgt fiir eine effiziente Abwehr von Pathogenen [15-17].

Im Folgenden werden die Systeme der Abwehr, die fiir diese Dissertation von

Bedeutung sind nédher beschrieben.

1.1.1 Das Komplementsystem

Das Komplementsystem stellt eine Gruppe von Serumproteinen dar und wird zum
angeborenen humoralen Immunsystem gerechnet. Komplementkomponenten besitzen
die Féhigkeit Bakterien zu lysieren, die an ihren korrespondierenden Antikorper
gebunden sind. Durch die Eigenschaft dieser Substanzen die Aktivitidt von Antikorpern
bei der Abwehr von Bakterien zu komplementieren, erhielten sie ihren Namen.
Erstmalig wurde das Komplementsystem 1896 durch den belgischen Bakteriologen
Jules Bordet (1870-1961) beschrieben.

Das Komplement besteht nach heutigem Kenntnisstand aus mehr als 30 verschiedenen
Plasmaproteinen mit enzymatischem Charakter, die interagieren und deren Aktivierung
als Kaskade ablauft [15].

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

Der klassische Aktivierungsweg des Komplementsystems wird durch einen
Immunkomplex (IC) bestehend aus IgG/IgM, dessen spezifischem Antigen und
Komplement Clq/r/s induziert. Das in diesem IC komplexierte Clg/r/s aktiviert C4,
welches iiber einen Thioester kovalent an die Oberfliche des Antigens gebunden wird.
Komplexiert mit C2 bildet C4 die C3-Konvertase. Beim alternativen Weg wird die
spontan aktivierte Komplementkomponente C3 direkt iiber den Thioester an die
Pathogenoberfldche gebunden und bildet zusammen mit weiteren Faktoren ebenfalls
eine C3-Konvertase. Ein weiterer Aktivierungsweg erfolgt iber Mannan-bindendes-
Lektin, welches an Strukturproteine auf der Oberfldche von Bakterien bindet und somit
direkt liber C4 ohne Clq eine Komplementaktivierung ermdglicht. Die gemeinsame

Endstrecke aller drei Wege verlauft liber die C3-Konvertase, die in der Lage ist, C3 in
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das aktivierte C3b zu konvertieren. C3b induziert die weiteren Komplementfaktoren
C5-C9. Diese bilden den Membranangriffskomplex (MAC), der durch Porenbildung
eine Zyto- oder Bakteriolyse hervorruft [18, 19]. Abb. 1 gibt einen Uberblick iiber die
Komplementkaskade des klassischen und alternativen Weges.
Komplementspaltprodukte wie C4a, C3a und C5a werden als Anaphylatoxine
bezeichnet, die die Vasopermeabilitit erhohen und die Mastzellaktivierung sowie -
degranulation stimulieren [20]. C5a aktiviert zusitzlich die Leukozytenchemotaxis.
Sind Komplementspaltprodukte an bakteriellen Oberflichen angelagert, so unterstiitzen
sie liber die Komplementrezeptoren CR1 (CD35) und CR3 (CD11b/CD18) die
Erkennung und Phagozytose von Mikroorganismen durch Makrophagen. Auch an der
Abrdumung von Immunkomplexen und apoptotischem Zelldetritus sind die Faktoren
des klassischen Aktivierungsweges beteiligt.

Im Falle einer Defizienz der Komplementfaktoren des klassischen Aktivierungsweges
(C1, C2, C4) resultiert so eine verminderte Abrdumung von apoptotischem Material

[21].

Abb.1: Komplementkaskade
i mit klassischem wund alter-
Antigen ——— % ) -
Antikérper 3\ §Q\? i‘c1 Komplex nativem Aktivierungsweg.

/| Uber verschiedene Zwischen-

Q,
L Yeu! .
\75(3 Coeiliue Con Bl 2 stufen entsteht die C3-

verzeichnis S. 7). (Quelle: US

T Klassischer Weg @ C3 Konvertase Konvertase, die in der
i 4 emeinsamen Endstrecke die
l C\I/t:matlver @»  C3 Hydrolyse 8
9 l N Blidung des zytolytischen MAC
e . .
S e C 2 Rt i induziert. C4a, C3a und CS5a
/
¥ .
& C3b spaltet C5 wirken auBerdem chemo-
/' \ in C5a und C5b taktisch auf Leukozyten und
@ 9
l C5b, C6, C7, C8 und C9 induzieren Phagozytose von
Die Zelle :. bilden zusammen den . . ..
schwilt r@% Membranangriffskomplex Mikroorganismen (Abkiir-
anund | zungen  siehe  Abkiirzungs-
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Federal Government — public
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1.1.2 Interferon alpha

Interferon (IFN) wurde 1935 von Hoskins beschrieben, der feststellte, dass eine
Substanz existiert, die nach einer Virusinfektion vor weiteren viralen Infekten schiitzt.
Isaacs und Lindenmann charakterisieren 1957 ein Protein, welches nach einem
Virusinfekt mit einer weiteren, gleichzeitigen Infektion ,,interferiert”, pragten somit den
Namen Interferone und erkannten den parakrinen Charakter der Funktion des
Interferons [22, 23]: Nach seiner Sezernierung sorgt es flir eine antivirale Resistenz der
Zellen in der direkten Umgebung.

Mittlerweile weill man, dass Interferon nicht ein einzelnes Protein darstellt, sondern
zwel Proteinfamilien existieren: Die Typ-I- und Typ-II-Interferone. Das einzig bekannte
Typ II Interferon ist IFN y. Im Gegensatz dazu stehen die Typ I Interferone. Sie sind
eine Gruppe eng verwandter Proteine, im Menschen kodiert auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 9, in der Maus auf Chromosom 4. Dort finden sich mindestens 13 IFN-a
Genloci, ebenso wie IFN B, IFN «, IFN w und IFN T [24].

Eine bestimmte Subpopulation dendritischer Zellen wird als Hauptproduzent von IFN-a
beschrieben. Sie werden als plasmazytoide-DCs (PDCs) bezeichnet [25-29].

Die wichtigsten Stimuli fiir die IFN-a Produktion sind dsRNA, DNA- und RNA-Viren
[25-31] und bestimmte Oligonukleotide verschiedener Bakterien. Diese so genannte
CpG-DNA enthilt unmethylierte CpG-Motive [32], welche bei Vertebraten nur in sehr
geringer Menge vorkommen. In apoptotischer DNA, wie sie in den SLE-typischen
Immunkomplexen vorkommt, finden sich jedoch etwa fiinf bis sechs mal mehr
unmethylierte CpG-Motive, als in gewdhnlicher, nativer Vertebraten-DNA [33, 34].
Bemerkenswert ist, dass diese Immunkomplexe, in denen humane dsDNA gebunden an
[gG-anti-dsDNA Antikorper vorliegt, eine interferogene Wirkung haben [35, 36].
Zunehmend setzt sich die Erkenntnis durch, dass IFN-a nicht allein antiviral wirkt,
sondern auch eine wichtige Rolle in der Modulation von angeborener und erworbener
Immunitét spielt: Das produzierte Typ-I-Interferon induziert die Entwicklung von
unreifen Monozyten zu Antigen prisentierenden Zellen, die darauthin wiederum in der
Lage sind T-Helfer Zellen zu stimulieren und zu spezifizieren. Dies gilt vor allem fiir T-
Helfer-Zellen vom Typ Th2. Auflerdem rekrutieren sie durch die Produktion von
Chemokinen weitere Th1-Zellen an den Ort der Entziindung. [32, 37-43].

Im Bereich der B-Zellen verringert Typ I Interferon die Schwelle zur Aktivierung der
Zellen zu antikorperproduzierenden Plasmazellen [38, 44, 45], verhindert die Apoptose

von B-Zellen und sorgt so fiir verlingertes Uberleben [46, 47]. AuBerdem sorgt es fiir
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einen Immunglobulinklassenwechsel vom Typ IgM zum Typ IgG durch die Induktion
der B-Zell-stimulierenden Molekiile BLys und APRIL (A Proliferation Inducing
Ligand) [38, 39, 43, 48].

1.1.3 Die Marginale Zone der Milz
In der Milz unterscheidet man das Parenchym in rote und weille Pulpa. In der weilen
Pulpa sind Leukozyten, in der roten Pulpa Erythrozyten pradominant. Die weille Pulpa
befindet sich zirkuldr angeordnet um die Arteriolen, die die Milz mit Blut versorgen.
Das Blut gelangt iiber zentrale Arteriolen und terminale Arteriolen in die marginalen
Milzsinus. Dabei verlangsamt sich die Stromungsgeschwindigkeit und der Kontakt
zwischen Blutpartikeln und dem Endothel steigt [49]. Jenseits der marginalen Milzsinus
liegt die marginale Zone (MZ), in der mononukledre Zellen und lymphatische Zellen
lokalisiert sind. Zu den mononukledren Zellen zdhlen Monozyten, Marginalzonen
Makrophagen (MZM) und myeloide dendritische Zellen (MDCs). Zu den
lymphatischen Zellen zidhlen Marginalzonen B-Zellen (MZB).
Diese Architektur erlaubt einen besonders raschen Kontakt der Abwehrzellen mit
Antigenen aus dem Blut [50, 51]. An der MZ werden sowohl IFN-a Produktion [52], als
auch das Vorkommen von autoimmunen MZB-Zellen beschrieben [53]. Dariiber hinaus
kommt es an der MZ zur Ablagerung von intravends applizierten Immunkomplexen,
vom Typ IgM. Bei Injektion von frithen SLE-typischen Antikérpern vom Typ IgM-anti-
dsDNA, kommt es zusitzlich konsekutiv zu einer signifikanten Steigerung der IFN-a-
Produktion in der Milz [14, 54]. Der Aktivierungsweg fiir dieses Zytokin, welches eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese von SLE spielt, war bisher ungeklart.
Zusammengefasst liegt an der MZ eine Kolokalisation vor, von:

1. abgelagerten Antigen-enthaltenden IgM-Immunkomplexen,

2. Zellen, die in der Lage sind, Antigen zu phagozytieren, zu prasentieren, und

moglicherweise proinflammatorische Zytokine, wie IFN-a zu produzieren,
3. einer signifikanten Steigerung der IFN-o Produktion durch Injektion von
dsDNA-enthaltenden Immunkomplexen vom Typ IgM.

Zusammen mit den vorliegenden autoimmun préspezifizierten MZB-Zellen weist dies
auf eine wichtige Rolle der MZ in der Pathogenese von Autoimmunitit hin, die im

Einzelnen jedoch noch nicht bekannt ist.
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Abb. 2: Darstellung der Marginalen Zone der Milz

A: Immunhistochemische Férbung von Milzschnitten, Marginalzonen Makrophagen
(blau), Metallophile Makrophagen (rot), B: VergroBerung: 100 fach, Ausschnitt 200
fach; C: Schematische Darstellung der MZ [50], MZM und metallophiler Makrophage:
lange Pfeile, MDC: Pfeilkopt (Abkiirzungen sieche Abkiirzungsverzeichnis S. 7).

1.1.3.1 Mononukleiire Zellen und ihre Marker

In der MZ der Milz befinden sich verschiedene Populationen mononukledrer Zellen.
Diese gehdren zum einen der myeloiden Reihe, zum anderen der plasmazytoiden Reihe
an.

Zur myeloiden Reihe gehoren die myeloiden Monozyten, die Makrophagen und die
myeloiden dendritischen Zellen [55].

Zur plasmazytoiden Reihe gehoren die plasmazytoiden dendritischen Zellen (PDCs).

15



Einleitung

Myeloide Monozyten konnen in eine inflammatorische und eine residente Fraktion
untergliedert werden. Erstere ist charakterisiert durch starke Expression von CD11b,
einem typischen myeloiden Zellmarker, sowie fehlende Expression von CDI1lc, und
fehlender Expression von MHC 11, was ihren unreifen Zustand kennzeichnet [55-57].
Die zweite Population von Monozyten ist die residente Population. Sie tragt ebenfalls
grofle Mengen CD11b, zusétzlich aber auch moderate Mengen CD11c. Auch sie haben
kein MHC 1II auf ihrer Oberfldche. Sie verweilen langer im Gewebe und haben eine
langere Lebenszeit als inflammatorische Monozyten. Beide Populationen zeigen eine
Hochregulierung von CDI1c¢ und MHC II und damit Annahme von DC &hnlichem
Phinotyp nach inflammtorischem Reiz [55-59].

Myeloide dendritische Zellen (MDCs) sind charakterisiert durch eine grofle Menge
CDl1c auf ihrer Oberfldche. Gleichzeitig exprimieren sie den Myeloidenmarker CD11b
und den Marker CD4 in unterschiedlicher Menge. An Hand ihrer Expressionsstérke fiir
CD4 sind sie zu unterscheiden in zwei Subpopulationen: Eine Subpopulation ist stark
positiv fiir CD4, eine andere ist negativ [59-61].

Sie exprimieren auf ihrer Oberfliche grole Mengen CD11c und MHC II, wenn sie in
einem reifen Zustand vorliegen. Zudem exprimieren sie CD45R (B220) auf niedrigem
Niveau, welches auch ein Marker fiir B-Zellen ist, und CD8a in groer Menge. Sie
exprimieren kein CD11b.

Die PDCs entwickeln sich aus Vorldufern (pPDCs), die ebenfalls negativ sind fiir
CD11b, aber CD11c, MHC 1II und CD8a in geringerem Malle tragen als reife PDCs.
CD45R (B220) hingegen exprimieren sie stark [27-29, 62]. In zahlreichen
Untersuchungen wurde bereits herausgefunden, dass diese Zellen in der Lage sind,
grofle Mengen IFN-a zu produzieren [25, 63, 64]. Dies wird im folgenden Kapitel néher

beschrieben.

1.1.3.2 Interferonproduzierende Zellen

Auf Grund der Tatsache, dass IFN-a eine entscheidende Rolle in der Pathogenese von
SLE zu spielen scheint, ist es von Interesse, die Zellpopulation zu identifizieren, die das
IFN-o in SLE Patienten und in unserem Mausmodell produziert. Die derzeitige
Erkenntnislage iliber die Natur dieser Zellpopulation ist sehr heterogen:

IFN-o kann grundsitzlich von jeder Zellart synthetisiert werden, wenn diese

beispielsweise von einem Virus befallen wird [65, 66]. Dariiber hinaus sind PDCs in der
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Lage, grofle Mengen IFN-a zu sezernieren [25, 63, 64]. Es wird aus diesem Grund
angenommen, dass sie eine wichtige Rolle in der Pathogenese von SLE spielen [65, 66].
Dem gegeniiber stehen Erkenntnisse, dass nicht die PDCs alleine, sondern abhéngig von
Organ und Stimulus auch die MDCs grole Mengen IFN-a sezernieren: Nach
Stimulation mit Herpes Simplex Virus produzieren Marginalzonen Makrophagen,
Metallophile Makrophagen und MDCs der Milz grofle Mengen IFN-a. Diese Mengen
iibertreffen insgesamt sogar die produzierten Mengen der PDCs [52, 67, 68].

Die =zelluldre Internalisierung des Stimulus scheint fiir die Aktivierung der
interferonproduzierenden Zellen ebenfalls eine wichtige Rolle zu spielen: Einerseits
wird durch die Hemmung der Endozytose durch Chloroquin oder Bafilomycin A die
IFN-0-Produktion auf einen Stimulus hin gehemmt [63]. Andererseits spielt bei der
Aktivierung der Interferon-Produzenten durch dsDNA enthaltende Immunkomplexe
(IC), wie sie beim SLE vorkommen, der Fc-Rezeptor-Ila (FcyRIla) eine entscheidende
Rolle. Er sorgt ebenfalls fiir eine Internalisierung des erkannten Fc-Anteils der
Immunglobuline im IC [35, 36, 69]. Innerhalb der Zelle kénnen diese ICs, bzw. die
enthaltene dsDNA an zytoplasmatische Strukturen prasentiert werden, wie z.B. den Toll
like Rezeptor 9 (TLRY), der intrazelluldr, endosomal vorliegt.

Eigene Ergebnisse zeigen ebenfalls, dass Zellen, die den myeloiden-Maker CD11b in
grofler Menge exprimieren, IFN-a produzieren:

C4 def. Miuse besitzen ein spontan aktiviertes IFN-a System. Diese IFN-a Produktion
kann in C4 def., wie auch in wt Méausen durch die Injektion von Vorstufen von SLE
typischen Antikdrpern von Typ IgM gegen dsDNA gesteigert werden. In beiden Fillen
tragen die IFN-a Produzenten gro3e Mengen des myeloiden-Markers CD11b auf ihrer
Oberfliche. = Weitere = Vorergebnisse der  Arbeitsgruppe zeigen in  der
Immunhistochemischen Farbung, dass die Zellen, die nach Stimulation mit Newcastle
Disease Virus (NDV) IFN-a produzieren, sowohl CD11b, als auch CDI11c auf ihrer
Oberflache exprimieren [14]. Sie widren demnach der myeloiden Reihe zuzuordnen. Fiir
die weitere Untersuchung der Rolle der C4 Defizienz in der Pathogenese von SLE und
in Anbetracht der Tatsache, dass abhingig von Organ und Stimulus unterschiedliche
Zellen IFN-a produzieren, war es wichtig zu erfassen, welche Zellen in C4 def. Méusen
spontan und nach Stimulation mit DNA enthaltenden Immunkomplexen IFN-a an der

MZ produzieren.
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1.1.3.4 Marginalzonen B-Zellen (MZB)

Marginalzonen B-Zellen (MZB) sind eine Population von B-Zellen, die in der
Marginalen Zone der Milz lokalisiert sind. Sie zeichnen sich durch eine Kombination
aus den Oberflichenmarkern CD21/35, CD1d und CD23 aus [70]. CD 21/35 ist der
Komplementrezeptor 2 (CR2), der auf den meisten peripheren B-Lymphozyten, auf
residenten Peritonealmakrophagen und follikuldr-dendritischen Zellen (FDCs) in der
Maus vorhanden ist [71, 72]. Insbesondere auf Marginalzonen B-Zellen kommt CD21
in grofBer Menge vor. CD1d ist ein Oberfldchenprotein mit struktureller Homologie zum
MHC I und findet sich auf den meisten peripheren- und Knochenmarkslymphozyten,
sowie auf DCs. MZBs exprimieren CD1d stark [73-78]. CD23 ist ein Fc Rezeptor fiir
IgE und findet sich auf reifen, ruhenden B-Zellen, aber nicht auf B1-B-Zellen oder T-
Zellen. Auf MZB-Zellen ist CD23 méBig stark exprimiert [79-82].

MZB-Zellen haben die Aufgabe, die Zeit zwischen dem Einsatz der angeborenen und
dem Einsatz der adaptiven Immunitit zu iiberbriicken. Aus diesem Grund wird die
Gruppe der Lymphozyten zu denen die MZB-Zellen gehdren als innate-like
Lymphozyten bezeichnet [70, 83].

Hauptsédchlich durch zwei Mechanismen erhalten die MZB-Zellen die Moglichkeit
schnell auf Antigene aus dem Blut zu reagieren:

Zum einen reagieren sie unspezifischer als andere B-Zellen vor allem auf Glykolipide
und Kohlenhydratketten, wie sie sich in der Hiille von umkapselten Bakterien finden
[70].

Zum anderen sind die MZB-Zellen durch ihre Lokalisation in der MZ, wo sich
arterielles Blut in die Milzsinus entleert und sich der Blutstrom verlangsamt an einem
idealen Platz, um auf die aus dem Blut gefilterten Antigene zu regieren [51]

Es bestehen zahlreiche Interaktionen von MZB-Zellen mit den Zellen in ihrer direkten
Umgebung, vor allem mit MZM und DCs:

Die MZM sind in der Lage Antigene rasch aus der Blutbahn zu filtern und an die MZ zu
binden. In unmittelbarer Ndhe zu ihnen finden sich ebenfalls DCs durch deren
produziertes IFN-o. die Uberlebenszeit der MZB-Zellen verlingert wird und sie in einen
praaktivierten Zustand versetzt [44, 52, 84]. Die DCs sind dariiber hinaus eine wichtige
Quelle fiir Proliferations- und Uberlebensfaktoren der B-Zellen, v.a. Zytokine aus der
TNF Familie, wie die Zytokine BAFF (B-cell activating factor belonging to the TNF
family) und APRIL (a proliferation inducing ligand). IFN-a ist ein Induktor fiir die
Sekretion des Zytokins BAFF [85-87].
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MZB-Zellen sind wesentlich stdrker als follikuldre B-Zellen in der Lage naive CD4 T-
Zellen vor zu aktivieren und fiir ein Antigen zu spezifizieren (engl.: primen) [88].

Die genannten Eigenschaften machen die MZB-Zellen auch zu einer moglichen Quelle
fiir autoreaktive Antikorper. So ist es bekannt, dass innerhalb der CD1d hochpositiven
Fraktion vermehrt Zellen enthalten sind, die auf dsDNA reagieren. Diese stellen
dadurch die Vorldufer fiir spatere Plasmazellen dar, die Antikdrper gegen dsDNA in
verschiedenen Maus-Modellen fiir SLE produzieren [89, 90].

Dariiber hinaus findet man in bestimmten SLE Modellen elevierte Zellzahlen innerhalb
der MZB Population. Es konnte bislang noch nicht endgiiltig bewiesen werden, ob die
MZB-Zellen selbst die Quelle fiir die SLE typischen Autoantikérper sind, oder ob sie
iiber die Spezifizierung von CD4 T-Zellen fiir eine Aktivierung von follikuldren B-
Zellen sorgen. Die Autoantikdrperproduktion durch MZB-Zellen, sowie auf ein
gehduftes Auftreten autoimmuner B-Zellen in der marginalen Zone konnte jedoch in
mehreren Experimenten gezeigt werden [91-93].

Fraglich war demnach, ob und welche Verdnderungen im Mikromilieu der B-
Lymphozyten in der Milz von C4 def. Méusen vorliegen. Hieraus sollten Riickschliisse

auf die mogliche Aktivierung der MZB Zellen zu ziehen sein.

1.2 Systemischer Lupus Erythematodes

Beim SLE handelt es sich um eine autoimmune Systemerkrankung, die mit der Bildung
von Antikorpern gegen nukledre Antigene einhergeht. lhre genaue Pathogenese ist
bisher ungeklért, es wird eine multifaktorielle Genese angenommen. Der SLE verlduft

chronisch, wobei unterschiedliche Organe des Korpers befallen werden.

Epidemiologie:

In unterschiedlichen Ethnien existieren unterschiedliche Inzidenzen fiir die Entwicklung
eines SLE. Die Gesamt-Inzidenz aller Ethnien liegt bei 5,1 Neuerkrankungen pro
100000 Einwohner pro Jahr [94]. Die Prdvalenz betragt 52,2/100000. Die hdochste
Préavalenz haben Menschen afrokaribischen Ursprungs in Grofbritannien im Alter von
15-64 Jahren: Mit 159,4/100000 liegt sie mehr als dreimal so hoch, wie innerhalb der
Allgemeinbevolkerung [95, 96].
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Genetische und hormonelle Faktoren scheinen eine wichtige Rolle in der Pathogenese
von SLE zu spielen: im Erwachsenenalter betrifft die Erkrankung Frauen 10-13-mal
hiufiger als Ménner. Etwa 80 % aller SLE-Erkrankungen betreffen Frauen im
gebarfahigen Alter [94]. Familienangehdrige ersten und zweiten Grades von SLE-
Patienten zeigen eine stark erhohte SLE-Priavalenz [97].

Trotz verbesserter diagnostischer Mdglichkeiten und somit fritherer Erkennung und
Therapie erleiden die Halfte aller erkrankten Patienten schwere Organschidden [98].
Auch hier sind afroamerikanische Menschen héaufiger betroffen als die
Allgemeinbevolkerung [99]. Die Mortalitdt ist gegeniiber der Normalbevolkerung
dreifach erhoht. Die Uberlebensrate liegt 10 Jahre nach Diagnosestellung bei 80 %, 20
Jahre nach Diagnosestellung bei 65 % [100, 101].

Athiologie und Pathogenese

Die genaue Pathogenese des SLE ist bislang unbekannt. Es existieren jedoch
verschiedene Erkldarungsmodelle, die eine multifaktorielle Genese annehmen.

Weibliche Geschlechtshormone scheinen ein Faktor fiir die Penetranz von SLE zu sein,
da Frauen im gebdrfdhigen Alter am héufigsten von der Erkrankung betroffen sind [94].
Insbesondere Polymorphismen von Genen, die die Ostrogenhydroxylierung regulieren,
weisen eine Assoziation mit der Pathogenese von SLE auf [102, 103].

Ethnische Faktoren scheinen ebenfalls fiir die Entstehung von SLE zu priadisponieren,
wie an der Haufigkeitsverteilung zu erkennen ist.

Es ist lange bekannt, dass UV-Licht die Ausprigung des diskoiden Lupus
erythematodes der Haut provoziert und auch bei ca. 20 % der SLE-Patienten
systemische Krankheitsexazerbationen verursachen kann [104].

Fiir verschiedene Medikamente (z.B. Procainamid, Chlorpromazin, u.a.) ist bekannt,
dass sie SLE induzieren oder bestehenden SLE verschlimmern [97, 105].

Weiterhin werden Viren wie zum Beispiel Cytomegalie-Virus (CMV), Epstein-Barr-
(EBV) und Parvovirus B19 als fordernde Faktoren fiir die Entstehung eines SLE
diskutiert [106, 107].

Der SLE weist eine Assoziation mit verschiedenen genetischen Besonderheiten auf
[108-110]: Bei SLE Patienten werden gehéduft Defekte der Komplementkomponenten
Clg, C4 und C3 gefunden. Speziell fiir Komplement C4 besteht ein erheblicher

Polymorphismus mit dem Vorkommen von so genannten Null-Allelen, die zu einer

20



Einleitung

Defizienz des Komplementfaktors C4 fithren. Die Defizienz von frithen
Komplementkomponenten des klassischen Aktivierungsweges (Clq, C2, C4)
pradisponiert fiir eine Ausbildung SLE-typischer Antikorper [21, 111-113].

Umwelt: Viren UV-Licht Medikamente Hormone

U U U U

Virus B-Zellen

DNA |D) Typl = T-Zellen o)

RNA )| Inter- o) Dendritische o) SLE
Immun- feron Zellen
komplexe 9 9 MHC =

i i i 0

Genetik: Komplement MHC FcyRlla

Abb. 3: Schema beeinflussender Faktoren in der Pathogenese des SLE
Systemischer Lupus Erythematodes hat eine multifaktorielle Genese, bei der Umwelt-
Faktoren auf der einen Seite, und genetische Faktoren auf der anderen Seite eine Rolle

spielen (Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis S. 7).

Im Serum von SLE Patienten finden sich verschiedene Autoantikorper, die zur Bildung
von Immunkomplexen fithren. Diese Immunkomplexe lagern sich besonders in
GefdBwinden und serésen Hiillen ab, verursachen multiple Inflammation und sind
somit verantwortlich fiir die sehr variierenden klinischen Symptome. Pathognomonisch
fir den SLE sind Antikorper gegen doppelstrangige DNA, die als Chromatin im
Zellkern vorliegt und das menschliche Erbgut enthélt. Dariiber hinaus kommen noch
weitere Antikorper gegen nukledre Antigene vor, wie Antikorper gegen Einzelstrang-
DNA (ssDNA), gegen Histone (H1-H4) und Non-Histon-Proteine (Sm, SS-A/Ro, SS-
B/La u.a.). Man findet auch AntikOrper gegen zytoplasmatische Antigene, gegen
Serumkomponenten, zum Beispiel Antiphospholipid-Antikorper, oder gegen Blutzellen,
zum Beispiel gegen Oberflachenstrukturen von Erythrozyten.

Gleichzeitig werden gehduft niedrige Spiegel von Komplementkomponenten gefunden.
Dies deutet auf einen Verbrauch oder eine Defizienz hin (s. Kapitel 1.2.1 der

Einleitung) [114].
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Tabelle 2: Vorkommen und Haufigkeit der Antikorper entsprechend der
Richtlinien des American College of Rheumatology (ACR) [114]

(Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis S. 7)

Antikorper / Serumabnormitit Haufigkeit
Antinukleire Antikorper (ANA) 94 %
Antikorper gegen

*  Doppelstrang DNA (anti-dsDNA) 74 %

* Nonhistonproteine 50-70 %
Niedrige Komplementfaktoren 77 %
Klinik

Die Klinik ist sehr variabel, da unterschiedliche Organsysteme befallen werden konnen.
Auch treten nicht alle Symptome gleichzeitig auf, sondern konsekutiv im Laufe des
Lebens. Die Diagnose ist weitgehend klinisch zu stellen.

In Tabelle 3 werden die 11 klinischen Symptome angegebnen, die durch das ACR als

Diagnosekriterien fiir SLE bezeichnet werden:

Tabelle 3: Diagnosekriterien fiilr SLE, entsprechend den Kriterien des American
College of Rheumatology [114]

(Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis S. 7)

Organregion Symptom

Haut Gesichtserythem (Schmetterlingserythem)
Diskoides Erythem

Photosensitivitit Erytheme als Reaktion auf Sonnenlicht

Schleimhiiute Orale und nasopharyngeale Ulzerationen

(haufig schmerzlos)

Gelenke Non-erosive Arthritis, Befall von >2
Gelenken

Herz und Lunge Pleuritis ODER
Perikarditis

Niere Persistierende Proteinurie ODER
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Zell-Zylinder (z.B. Erythrozytenzylinder)

Neurologische Phinomene Bewusstseinstriibung ODER

Psychose

Hamatologisch Hémolytische Andmie ODER
Leukozytopenie ODER
Lymphozytopenie ODER
Thrombozytopenie

Immunologische Phinomene Antikorper gegen:
Doppelstrang DNA
Phospholipide

Sm-nukledre Antigene

Antinukleire Antikorper (ANA) Vorliegen abnormaler Titer von ANA

Liegen gleichzeitig vier oder mehr der oben angegebenen Symptome vor, ohne, dass sie
durch Einwirkung eines Medikaments oder einer anderen Erkrankung erkldrt werden

konnen, ist die Diagnose SLE mit 95 % Spezifitit und 85 % Sensitivitit zu stellen.

1.2.1 Zusammenhang zwischen Komplementdefizienz und Entstehung von
Systemischem Lupus Erythematodes

In den Seren von Patienten mit SLE werden regelmifBig verminderte Spiegel an
Komplementfaktoren gefunden [114]. Dies ist einerseits auf einen Verbrauch von
Komplementfaktoren wéhrend der Bildung von Immunkomplexen begriindet,
andererseits wird auf genetischer Ebene eine Assoziation des SLE zu Defekten von
friihen Komponenten des klassischen Komplementaktivierungsweges (Komplement C1,
C4, C2) gesehen. Verschiedene Experimente zeigen, dass diese Defekte fiir SLE
pradisponieren, sowohl im Tiermodell [3] als auch im Menschen [1]. Es scheint eine
Hierarchie der Defekte des klassischen Aktivierungsweges und der Assoziation im
Bezug auf Anfilligkeit und Schwere der Erkrankung zu geben. Patienten mit einem
Defekt des Cl-Komplexes [2, 4, 6, 7] oder C4-Proteines [4-6] haben die hdchste
Anfilligkeit (>80 %) und schwersten Verldufe. Defekte von Komplementfaktor C2 sind
wesentlich seltener mit SLE assoziiert und verlaufen deutlich gutartiger [4, 6]. C3

Defizienz ist weder in Mausen noch im Menschen mit SLE assoziiert [115].
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In Komplement Clg-defizienten-Médusen wurden erhohte Mengen apoptotischen
Materials in der Niere gefunden. Diese Méduse wiesen dabei eine Glomerulonephritis
auf, die ebenfalls ein typisches Symptom des SLE ist [21]. Es zeigt sich dariiber hinaus,
dass in Maiusen, die defizient fiir Clq und C4 sind, eine signifikant verminderte
Aufnahme intraperitoneal injizierter apoptotischer Zellen durch Peritonealmakrophagen
haben. Dies gilt in schwécherer Form ebenso fiir Komplement C4 defiziente Méuse.
Dass dieses Ergebnis auf das fehlende Komplement zuriickzufiihren ist, konnte dadurch
gezeigt werden, dass die gleichzeitige Injektion von l6slichem Komplement Clq zu
einer signifikanten Steigerung der Aufnahme apoptotischer Zellen fiihrte [116]. Dieses
apoptotische Material enthdlt Strukturen wie dsDNA und nukleédre Histon-Proteine , die
Antigene von SLE-typischen Autoantikorpern darstellen [117].

Bemerkenswert ist, dass in Individuen mit SLE erhohte Spiegel apoptotischer DNA im
Serum vorliegen [118]. In bisher unveroffentlichten Ergebnissen unserer Arbeitgruppe
fanden wir ebenfalls signifikant erh6hte Spiegel an endogener DNA in C4-def. Miusen.
In mehreren Studien konnte in in-Vitro-Experimenten gezeigt werden, dass
apoptotisches Material in der Lage ist IFN-a zu induzieren, wenn es mit IgG anti-
dsDNA als Immunkomplex vorliegt [35, 36, 119].

Zusammenfassend wird deutlich, dass Komplementdefizienz und die konsekutive
Einlagerung apoptotischen Materials mit der Pathogenese des SLE eng verkniipft sind.
Es verbleibt unklar, auf welche Weise apoptotische DNA, die in komplementdefizienten
Individuen vermehrt vorliegt, die Produktion von Autoantikopern durch B-
Lymphozyten aktiviert. Durch apoptotische DNA induziertes IFN-a kdnnte als zweiter
Stimulus fiir autoimmun préspezifizierte B-Lymphozyten fungieren. Im folgenden

Kapitel wird der Zusammenhang zwischen IFN-a und SLE beschrieben.

1.3 Interferon alpha und Systemischer Lupus erythematodes

In den Seren von an SLE erkrankten Menschen zeigen sich erhohte IFN-a Spiegel,
wenn diese unter einem akuten entziindlichen Schub der Erkrankung leiden [11-13,
120]. Es scheint dariiber hinaus eine Korrelation zwischen der Schwere der Erkrankung
und der Hohe der Serum IFN-a Spiegel zu geben [10].

In der jiingeren Vergangenheit konnte mit Hilfe von so genannten Microarryas ein

Expressionprofil der Gene von peripheren mononukledren Blutzellen von SLE-
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Patienten erstellt werden. Es wurde gezeigt, dass bei ca. der Hilfte aller SLE-Patienten
eine Aktivierung Interferon-regulierter Gene nachweisbar ist [121-124]. Dariiber hinaus
scheinen diese Verdnderungen mit der Krankheitsintensitit und der Organmanifestation
zu korrelieren [125, 126].

Die Entstethung von Autoantikbrpern und Autoimmunerkrankungen ist eine
Nebenwirkung der Therapie mit rekombinantem IFN-a [8, 9]. Bei 19 % der Patienten,
die eine Langzeitbehandlung mit IFN-a erhielten, manifestierte sich eine
Autoimmunerkrankung [127-129]. Bet 8 % aller Patienten konnten nach
Interferontherapie Antikorper gegen dsDNA nachgewiesen werden und in 22 % der
Félle fand man ANAs [130].

Nach Interferontherapie werden nicht nur die Induktion von SLE, sondern auch von
verschiedenen anderen Autoimmunerkrankungen wie pernizidse Andmie, autoimmune
Thyreoiditis und Myasthenia gravis, autoimmune Hepatitis, insulinpflichtiger Diabetes
mellitus, rheumatoide Arthritis, Polymyositis, Vaskulitis [131, 132] beschrieben, ohne
dass es bislang einen ausreichenden Erkldrungsansatz fiir diese Phdnomene gibt. Die
Griinde fiir dieses weite Spektrum an Autoimmunerkrankungen sind nicht bekannt.

Eine Typ I IFN-Behandlung beeintrichtigt die Toleranzerhaltung und ist in der Lage
eine de novo autoimmune Reaktion zu initiieren. Bereits existierende, aber klinisch bis
dahin unauffillige autoimmune Prozesse konnen durch Typ 1 IFN-Behandlung
exazerbieren [65, 66].

Wie schon beschrieben sind Immunkomplexe bestehend aus Chromatin und IgG anti-
dsDNA aus Seren von SLE-Patienten in der Lage IFN-a zu induzieren. Hier wird noch
einmal der Zusammenhang zwischen den SLE-pathognomonischen IgG anti-dsDNA-
Immunkomplexen und dem aktivierten IFN-a-System deutlich [35, 36, 119].
Zusammenfassend ist festzustellen, dass ein Zusammenhang zwischen der Defizienz
von Komplementkomponenten des klassischen Aktivierungsweges, der konsekutiven
Deposition von apoptotischer DNA in Geweben, sowie der darauf folgenden Synthese
von IFN-a zu bestehen scheint. Dieses IFN-o wiederum scheint eine wichtig Rolle in
der Pathogenese von SLE zu spielen.

Sowohl der Aktivierungsweg des IFN-a-Systems durch apoptotische DNA, als auch die
Art der Aktivierung von B-Lymphozyten moglicherweise durch IFN-a verbleiben

bislang unklar.
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2 Zielsetzung

Der Systemische Lupus Erythematodes ist eine Systemerkrankung, die durch die
Ablagerung von Immunkomplexen autoimmuner Antikdrper in verschiedenen Geweben
des Korpers ausgelost wird. Eine Assoziation besteht zur Defizienz friiher
Komplementkomponenten des klassischen Aktivierungsweges (C1, C2 und C4). Als
Erklarung fiir diese Assoziation wird derzeit einerseits eine verringerte Phagozytose von
apoptotischem Material postuliert, andererseits eine gestdrte Regulation autoreaktiver
B-Lymphozyten. Neuere Erkenntnisse zeigen eine erhohte Menge von endogener DNA,
wie sie in apoptotischem Material vorkommt, sowohl in C4 defizienten Miusen, als
auch in Patienten mit systemischem Lupus Erythematodes.

Ein weiterer bedeutender Faktor scheint das antivirale Zytokin Interferon-a zu sein, da
bei Patienten mit systemischem Lupus Erythematodes regelméfig ein aktiviertes
Interferon-a-System beobachtet wird. Die Applikation von Interferon-a zu
therapeutischen Zwecken weist gelegentlich die Induktion von fiir systemischen Lupus
Erythematodes typischen Autoantikdrpern als Nebenwirkung auf.

In Komplement C4 defizienten Mausen liegt ein spontan aktiviertes Interferon-o System
vor. Die Injektion von frithen, flir systemischen Lupus Erythematodes typischen
Antikdrpern vom Typ IgM fiihrt zu einer Ablagerung dieser Antikdrper an der
Marginalen Zone der Milz und zu einer konsekutiven Aktivierung des Interferon-o
Systems.

Diese Beobachtungen veranlassten zu folgender Hypothese:

Beim Mangel der Komplementkomponente C4 kommt es im Mausmodell zu einer
ungeniigenden Eliminierung endogener DNA, die durch natiirliche Antikérper vom Typ
IgM gebunden werden. Die Ablagerung der DNA-Immunkomplexe an der marginalen
Zone steigert die lokale Produktion von Interferon-a. Diese Interferon-o Sekretion
unterstiitzt die humorale Immunreaktion gegen die im Immunkomplex gebundenen
Antigene und fiihrt somit zu Bildung von Autoantikdrpern gegen nukledre Antigene
durch die, an der marginalen Zone vorkommenden Marginalzonen B-Zellen.

In der vorliegenden Dissertation soll die Rolle des Interferon-a innerhalb dieser
Hypothese nidher untersucht werden:

Ziel ist es, die Population, die fiir die Produktion des Interferon-a verantwortlich ist zu
identifizieren und die Auswirkung der erhohten Interferon-a Spiegel auf die Zellen der

marginalen Zone der Milz zu untersuchen. Von besonderem Interesse sind hier die
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Interferon-a-Produzenten selbst, sowie die Marginalzonen B-Zellen, die eine Quelle fiir
die fiir den systemischen Lupus Erythematodes typischen Autoantikérper darstellen.

Die Subpopulationen der mononukledren Zellen der Milz sollen mit Hilfe von
Durchflu8zytometerie-unterstiitzter Zellsortierung aufgetrennt, und beziiglich ihrer
Interferon-a  Produktion mittels Real Time Polymerase Kettenreaktion untersucht
werden. Die Méuse sollen zuvor mit frithen, Lupus-typischen Antikérpern vom Typ
[gM stimuliert werden.

Um Hinweise auf die Entstehung von Autoimmunitit und die Rolle von Interferon-a zu
bekommen, werden in einem zweiten Schritt die Auswirkungen von Interferon-a auf
das zelluldre Mikromilieu der Marginalen Zone der Milz untersucht. Hierzu soll eine
durchfluBzytometrische Analyse der mononukledren Zellen und der Marginalzonen B-
Zellen in Wildtyp, Komplement C4 defizienten und in Komplement C4-Interferon-
Rezeptor defizienten Mausen durchgefiihrt werden.

Die Zielsetzung dieser Arbeit liegt daher in der Charakterisierung des Zusammenhangs
zwischen interferonproduzierenden, und den von Interferon aktivierten Zellen im
Mikromilieu der marginalen Zone der Milz. Hieraus konnen wichtige Erkenntnisse iiber
die Entstehung von systemischem Lupus Erythematodes gewonnen und neue

Therapieoptionen abgeleitet werden.
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3 Material

3.1 Mause

Verwendet wurden Wildtyp (wt) und C4 defiziente (C4-/-) Méuse vom Stamm
C57BL/6 (Charles River Laboratories, Wilmington/USA). Der genetische Hintergrund
der C4-/-Mause ist die Kreuzung der Stamme C57BL/6. Der genetische Hintergrund der
verwendeten Interferon-Rezeptor defizienten (IFNR-/-) Maiuse, welche uns
freundlicherweise vom DKFZ Heidelberg iiberlassen wurden, ist ebenfalls der Stamm
C57BLY/6.

Der Tierversuchsantrag fiir dieses Projekt gemall des Antrags mit der Nummer 29/c/04,
Aktenzeichen V742-72241.122-33 (1-1/04) vom 26.03.2004 wurde durch das
Ministerium fiir Natur und Umwelt des Landes Schleswig-Holstein bewilligt. Der
Tierversuchsantrag fiir dieses Projekt gemidl des Antrags mit der Nummer 29/d/05,
Aktenzeichen V 742-72241.122-33 (6-1/05) vom 19.04.2005 wurde durch das
Ministerium fiir Natur und Umwelt des Landes Schleswig-Holstein bewilligt. Der
Tierversuchsantrag fiir dieses Projekt gemdll des Antrags mit der Nummer 29/A04/06,
Aktenzeichen V 312-72241.122-33 vom 17.11.2005 wurde durch das Ministerium fiir
Natur und Umwelt des Landes Schleswig-Holstein bewilligt. Die Einwilligung der

Ethikkommission der Medizinischen Universitit zu Liibeck liegt ebenfalls vor.

3.2 Gerate

* Tagman RT-PCR Cycler: ABI Prism 7700 (Applied Biosystem, Weiterstadt)
¢  Coulter Counter T-660 (Beckman Coulter, Krefeld)

¢ Coulter Counter ACT 8 (Beckman Coulter, Krefeld)

* DurchfluBzytometer Epics® XL-MCL (Beckman Coulter, Krefeld)

*  DurchfluBzytometer Cytomics® FC 500 (Beckman Coulter, Krefeld)

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

* BD-FACS-Vantage™ SE (Becton, Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
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3.3

34

3.5

Laborbedarf

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

HiTrap'™ IgM Purification Column (Amersham Biosciences, Freiburg)
Microcon- 10, 30-, 100- Filter (Millipore GmbH, Schwalbach)

Nunc® Stericup Filtrationssystems (Millipore GmbH, Schwalbach)

Objekttrager Super Frost (Menzel Gléser, Braunschweig)

PD-10 Séule von Sephadex (Amersham Pharmacia, Buckinghamshire/UK).
Pipettenspitzen, 1-10 pl, 10-100 pl, 200-1000 pl (Greiner, Niirtingen)
Separationssdulen Grofle MS (Miltenyi, Biotec, Bergisch Gladbach)

Zellkulturmedien und —zusatze

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

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

L- Glutamin (BioWhittacker, Heidelberg)

2-Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt)

Natrium-Pyruvat (BioWhittacker, Heidelberg)

Penicillin 10000 E/ml, Streptomycin 10000pg/ml (BioWhittacker, Heidelberg)

Chemikalien und Reagenzien

Biotinamidocaproate N-Hydroxysuccinimide Ester (Sigma-Aldrich, Steinheim)
humanes Albumin (DRK Blutspendedienst, Springe)

Fast Blue BB Base (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Ficoll Typ 400 (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Jung Einbettmedium fiir Gefrierschnitte (Leica instruments, Nussloch)
Levamisole (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Naphthol AS-MX Phosphate (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Poly-L-Lysin (Sigma, Taufkirchen)

Protein-G-Agarose (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
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e Saponin (Sigma-Aldrich, Steinheim)
*  TNP-(AECM)-Ficoll (Biosearch Technologies, USA)
¢  Tween 20 (Merck, Darmstadt)

3.6 Antikorper

Alle nicht anderweitig gekennzeichneten Antikorper stammen von der Firma

Pharmingen, San Diego/USA.

Unkonjugiert:
¢ Ratte anti-Maus [gG2b CD 16/32. (Fc-Block) [Klon2.4G2]

Markierung mit Peroxidase (HRP):

* Anti-Fluorescein (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

Markierung mit Biotin:
* Maus anti-Ratte [gG1/2a [Klon G28-5]
e Ratte anti-Maus IgG2b CD11b [Klon M1/70]
e Ratte anti-Maus IgM ERTR-9 [Klon SIGNR1] (BMA Biomedicals AG,
Augst/Schweiz)
* Ratte anti Maus IgG2b 1-A/1-E (MHC II) [Klon M5/114.15.2]
e Ratte anti Maus [gG2a CD45R/B220 [Klon RA3-6B2]
* Ratte anti Maus IgG2a CD23 [Klon B3B4]

Markierung mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC):
¢ Ratte anti Maus IgG2b CD4 [Klon YTS191.1] (Immunotech, Krefeld)
e Ratte anti-Maus IgG2b CD11b [Klon M1/70]
* Ratte anti-Maus IgG2b CD21/CD35 [Klon 7G6]
e Ratte anti-Maus MOMA-1 IgG2b (ImmunoKontact AMS Biotechnology
GmbH, Wiesbaden)

* Isotypkontrolle anti Ratte IgG2b (eBioscience)

Markierung mit Phycoerythrin (PE):
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* Hamster anti Maus IgG1 lambda CD11c [Klon HL3]
¢ Ratte Anti Maus [gG2b CD1d [Klon1B1]

* Isotypkontrolle anti Hamster IgG1 (eBioscience)

Markierung mit PE-Cy35:
¢ Ratte anti Maus IgG 2a CD45R (B220) [Klon RA3-6B2]
* Ratte anti Maus [gG2a CD8a [Klon 53-6.7]

* Isotypkontrolle anti Ratte [gG2a (eBioscience)

Markierung mit magnetischen Beads:
e B220-Beads (Miltenyi Biotec, Weilheim)
¢ (CDI11b-Beads (Miltenyi Biotec, Weilheim)
* (CD90.2 (Thyl.2)-Beads (Miltenyi Biotec, Weilheim)
* (D 19-Beads (Miltenyi Biotec, Weilheim)

3.7 Sekundirreagenzien
Avidin ist ein Glycoprotein, das eine hohe Affinitit zu Biotin hat und mit ihm einen
festen Komplex bildet. Verschiedene Antikdrper wurden in biotinylierter Form
eingesetzt. Zur Verwendung am  DurchfluBzytometer ist deshalb eine
Sekundarbehandlung mit Avidin nétig, an das Fluorochrome konjugiert sein miissen. In
der Immunhistochemie kommen ebenfalls biotinylierte Antikérper zum Einsatz. Hier ist
eine Sekundédrbehandlung nétig mit Avidin, an das alkalische Phosphatase (AP) und
Horse Radish Peroxidase (HRP) gekoppelt sind. Letztere werden durch die Umsetzung
von Substrat fiir die Lichtmikroskopie sichtbar (s.u.).

* Avidin PE (Sigma-Aldrich, Steinheim)

* Avidin PE-Cy5 (Sigma-Aldrich, Steinheim)

* Avidin AP (Sigma-Aldrich, Steinheim)

* Avidin HRP (Sigma-Aldrich, Steinheim)

3.8 Seren
* Anti-dsDNA-Antikérper positives Mausserum (Alpha Diagnostic, San
Antonio/USA)

*  Normal Mouse Serum (DakoCytomation, Glostrup/Dénemark)
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3.9

3.10

3.11

Normal Rat Serum (DakoCytomation, Glostrup/Danemark)

Primer und Sonden

Primersequenzierung (TIB Molbiol, Berlin):

Sequenz IFN-a Forward-Primer 5" CCT gAg AgA gAA gAA ACA CAgC

Sequenz IFN-a Reverse-Primer [ 5" CAA gTT ggC TgA ggA AgA SA

Sequenz IFN-a Reverse-Primer I 5° Cag CAA gTT AAC TgA ggA AgA
CA

Sondensequenzierung von ABI (Applied Biosystems, Weiterstadt):
Sequenz IFN-a 5'FAM-CTg TgC CTg ggA ggT ggT CAg AgC-TAMRA

Gebrauchsfertice  Sonden/Primer-Kits von ABI  (Applied Biosystems,

Weiterstadt):
Rodent GAPDH Control VIC Probe

Losungen und Kits (gebrauchsfertig)

AmpliTaq Gold™ Polymerase (250U, 5U/ul) (Applied Biosystems, Weiterstadt)
BioWhittaker™ Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, 0,0095 M (Cambrex,
Verviers/Belgien)

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

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

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

Zelllinien

Die Hybridomzelllinie 111s.19 produziert einen Maus-anti-Maus Antikorper gegen

dsDNA vom Typ IgM. Sie wurde freundlicherweise von Tony Marion

(Tennessee/USA) zur Verfiigung gestellt.
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Die Hybridomzelllinie 4EA1 produziert einen Ratte-anti-Maus Antikérper gegen
Interferon Alpha vom Typ IgG1 und wurde freundlicherweise von Rainer Zawatzky
(DKFZ Heidelberg) zur Verfiigung gestellt.

Beide Zelllinien wachsen in folgendem Zellmedium: BioWhittaker™ RPMI 1640. Es
wird zusitzlich mit 10 % FCS, 1 % L-Glutamin und 1 % Penicillin-Streptomycin

(Biochrom, Berlin) auf 500 ml Medium versetzt.
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4 Methoden

4.1 Aufreinigung monoklonaler Antikorper aus der Zellkultur

Die verwendeten monoklonalen Antikérper sind spezifisch gegen dsDNA gerichtete
Immunglobuline vom Typ IgM. Sie werden von der Hybridomzelllinien 111s.19
produziert.

Fir die Herstellung einer solchen monoklonalen Hybridomzelllinie werden
antigenspezifische B-Lymphozyten mit einer Zelllinie nicht-sekretorischer Maus-
Myelomzellen fusioniert. Auf diese Weise kombiniert man die spezifische Sekretion
monoklonaler Antikérper der B-Zellen mit der Langlebigkeit und steten
Teilungsfdhigkeit der Myelom-Zellen. Die produzierten Antikorper werden von den
Zellen in das Kulturmedium abgegeben. Zweimal in der Woche werden die Zellen
zentrifugiert (1200 rpm, 10 Min.), die Kulturiiberstinde gesammelt und die Zellen in

frisches Medium aufgenommen.

4.2 Immunglobulin-Extraktion mittels Affinititsaufreinigung

Die Immunglobulin-Extraktion erfolgt durch spezifisches Ausfillen der jeweiligen

Immunglobulinsubklasse aus dem Kulturiiberstand mittels Affinitatspurifikation.

IgM Die Aufreinigung des monoklonalen IgM anti dsDNA, Klon 111s.19 erfolgte
mit Hilfe der ,HiTrap™ IgM Purification Column“. Die Herstellung der
Losungen und Puffer sowie die Durchfiihrung erfolgten nach Protokoll des

Herstellers.

IgG Die Aufreinigung des monoklonalen IgG anti IFN-a , Klon 4EA1 erfolgt mit

Hilfe von Protein G-Agarose- Séulen.

Puffer

Protein G-Agarose (Boehringer, Mannheim) Bindungspuffer
1,08 g NaH,PO4 H,O
3,27 g Na,HPO4 7TH,O
ad 1 Liter Aqua bidest.
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pH 7,0

Elutionspuffer
0,75 g Glycin
1,0 ml HCI (konz.)
ad 100 ml Aqua bidest.
pH 2,7
Neutralisierungspuffer
12,1 g Tris-Base (Tris-[hydroxymethyl]-aminomethan)
2,0 ml HCI (konz.)
ad 100 ml Aqua bidest.
pH 9,0
BioWhittaker PBS

Protokoll
IgG Aufreinigung aus dem Kulturiiberstand
. Saule (10 ml) préparieren mit Watte, spiilen mit Bindungspuffer, 1 ml Protein
G-Agarose hinzufligen
. Verdiinnung des Kulturiiberstandes mit dem gleichen Volumen an
Bindungspuffer
i Zentrifugation bei 12000 rpm fiir 20 Min.
. Filtern mittels NALGENE® Disposable Filtereinheit mit einer PorengrofBe von
0.45pm.
. Equilibrierung der Sdule durch Hinzufiigen von 20 ml des Bindungspuffers
. Probe iiber die Sdule geben
. ungebundenes Protein auswaschen durch Spiilen der Sdule mit 10 ml
Bindungspuffer
. in Glasroéhrchen je 60 ul Neutralisationspuffer vorlegen (reicht fiir je 1 ml an
eluierter [gG-Losung)
. Elution des gebundenen IgG durch Zugabe von 10-15 ml Elutionspuffer zur
Saule
. Sammeln der ausgewaschenen Fraktionen in den vorbereiteten Glasrohrchen

zu je 1 ml
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. Sdule in den Ausgangszustand versetzen mittels Zugabe von 10 ml
Bindungspuffer, anschlieSend 10 ml 20% Ethanol zugeben
. Aufbewahrung der Séaule, gefiillt mit 20 % Ethanol zum Schutz vor

Austrocknung, bei 4°C

Zum Austausch des Puffers der IgG-Losung wird diese in einen Dialyseschlauch
iiberfiihrt (Dialysis Tubing Cellulose Membrane). Den Dialyseschlauch bei 4°C zwei
Tage in PBS unter Riithren schwimmen lassen, téglich den Austauschpuffer wechseln.

Zur weiteren Konzentration wurden Mikrokonzentratoren eingesetzt. Amicon®
Mikrokonzentratoren sind groBenspezifische Filter. Sie kénnen Molekiile ab einem
bestimmten Molekulargewicht (z.B. 10, 30 oder 100 kDa) =zuriickhalten. Die

Durchfiihrung aller Arbeitsgéinge erfolgte entsprechend der Herstellerangaben.

Anschlieend 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 Ndherung photometrisch
bestimmbar (66).

Proteinkonzentration (mg/ml) = [(1,55 x E280nm)—(0,76 X E260nm)] X Verdiinnungsfaktor
Die Extinktion (E) der verdiinnten Proteinlosung ist demzufolge bei 280nm und 260nm

zu messen und die Werte in die Formel einzusetzen.

4.3.2 Bestimmung der Immunglobulinkonzentration mittels Spektroskopie

Die jeweilige Immunglobulinkonzentration ist durch folgende Formel photometrisch in
guter Ndherung bestimmbar (66).

Ig-Konzentration (mg/ml) = A280nm/€280 nm X 10 mg/ml

[e fiir [gG = 13,6; ¢ fiir IgM = 11,8 (¢ = Extinktionskoeffizient) ]
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4.4 Nachweis der Spezifitit der aufgereinigten Immunglobuline

Der Dotplot weist die Spezifitit der aufgereinigten Immunglobuline (IgM, 1gG) nach.
Bei diesem Verfahren wird ein Proteingemisch, welches DNA enthélt, auf einer
Nitrozellulosemembran fixiert.

Der Proteintransfer erfolgt mit Hilfe des Vakuumtransfersystems, wodurch das auf 200
pl verdiinnte Proteingemisch auf eine Nitrozellulose-Membran gesaugt wird. Die
Membran wird mit einem feuchten Filterpapier unterlegt, um die Transferqualitit 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”. Anschliefend wird der Antigen- Antikorper-Komplex mit einem
AP-gekoppelten  Sekunddrantikorper — detektiert, es erfolgt wiederum eine

Substratumsetzung durch die alkalische Phosphatase.

Puffer
Blockierungslosung
PBS + 3 % BSA
Priméarantikorper
I pg/ml in PBS + 0,1 % BSA
Sekundirantikorper (alkalische Phosphatase konjugiert)
1:1000 in PBS + 0,1 % BSA
Substrat fiir die alkalische Phosphatase
SIGMA FAST™ pNPP-Substrattabletten (Sigma-Aldrich, Steinheim)

4.5 Konjugation von Antikorpern mit Biotin

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

Biotin. Verschiedenen Antikorper wurden biotinyliert.

Puffer
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Pufferlosungen
0.2 M Borséure
1,24 g H;BO;
ad 100 ml Aqua bidest.
0,2 M di-Natriumtetraborat-Decahydrat
7,62 g Na;B4O7x 10 H,O
ad 100 ml Aqua bidest.

Biotinamidocaproate N-Hydroxysuccinimide Ester
(Sigma-Aldrich, Steinheim)
Stopp-Losung
1 M Ammoniumchlorid
53,5 g NH4Cl
ad 1 Liter Aqua bidest.

Protokoll

Biotinylierung von Antikorpern

* zur Proteinldsung gleiche Menge an Puffer (Borsdure + Natriumtetraborat zu

gleichen Anteilen, pH = 8,8) geben

* Hinzugabe von Biotinamidocaproate N-Hydroxysuccinimide Ester (ca. 100 pg

fiir 1 mg Protein)

* 2 h bei Raumtemperatur rithren

* Reaktion stoppen mit 1 M NH4CI — pro pg Biotin 2 pl Stopp-Losung

* Dialyse (Dialysis Tubing Cellulose Membrane) und Aufkonzentrierung mittels

Amicon® Microkonzentratoren

AnschlieBend Kontrolle der Biotinylierung durch Dotplot, wobei jeweils Avidin

(alkalische Phosphatase oder Horseradish Peroxidase konjugiert) als Primarantikérper

fungiert.
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4.6 Immunhistochemie

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

beschichtet und anschliefend wiederum getrocknet.

4.6.2 Gewebebehandlung und Fixierung auf Objekttrigern

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

Zum Schneiden der Gewebe mittels Mikrotom (LEICA CM 1850) wird dieses auf eine
Temperatur von —20°C gekiihlt. Die Schnittdicke der Gewebe betrdgt 5-8 um. Die
Gefrierschnitte werden auf die beschichteten Objekttrager gebracht und 1 h getrocknet.
Anschlieend werden sie fiir 10 Min. in Aceton (4°C) fixiert und wiederum 1 h

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

4.6.3 Farbungen

Mit Hilfe der Farbungen konnen auf den Gefrierschnitten spezifische Antigene
lokalisiert werden. Es gibt verschiedene Methoden der Anfiarbung der Antigene: Es
konnen entweder Antikdrper oder Reagenzien verwendet werden, die sich direkt gegen
das Antigen richten und an die das firbende Agens bereits konjugiert ist. Oder es
werden zundchst Antikorper verwendet, die kein farbendes Agens an sich gebunden
haben. Sie werden erst indirekt mit einem konjugierten Sekundirantikorper oder
Reagenz das gegen den primédren Antikorper gerichtet ist mit einem farbenden Agens
verbunden, sodass es zur Farbreaktion und Lokalisation des Antigens kommen kann.
Als farbende Agenzien werden die Enzyme alkalische Phosphatase (AP) oder
Horseradish Peroxydase (HRP) verwendet. Im Falle der Konjugierung eines
Antikdrpers mit Biotin wird Avidin, konjugiert mit AP oder HRP als Sekundérreagenz
verwendet.

Bei allen Methoden entsteht durch die enzymatische Umsetzung eines Substrates

letztendlich ein gefarbtes Endprodukt.
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Die Aufnahmen der Farbungen wurden mit einer Digitalkamera fotografiert und mit

dem Programm Adobe Photoshop 7.0 (Adobe, Mountain View, CA, USA) bearbeitet.

4.6.3.1 Zweifarben-Fiarbung

Bei der Zweifarben-Farbung  konnen  gleichzeitig zwei  unterschiedliche
Antigenstrukturen nachgewiesen werden. Es ist sowohl moglich, die Antigene direkt
mit konjugierten Antikdrpern zu markieren, als auch indirekt mit Hilfe von konjugierten
Sekundirantikorpern. Bei der enzymatischen Umsetzung der Substrate ist zu beachten,

dass erst das AP-Substrat zur Reaktion gebracht wird und als zweites das HRP-Substrat.

Puffer
Waschpuffer
PBS

Blockierungspuffer
PBS/ Tween 0,05 %/ BSA 1 %

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

Sekundirantikorper (nur bei Biotin- oder FITC-markiertem Primarantikorper)

1:500 bis 1:1000 in Blockierungspuffer

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
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Levamisole

Horseradish Peroxidase — Substrat

AEC-Losung

400 mg 3-Amino-9-Ethyl-Carbazole (Sigma-Aldrich, Steinheim)
ad 25 ml N,N Dimethylformamide

Lichtgeschiitzt aufbewahren!

0,05 M Natriumacetat-Puffer

3,4 g Natriumacetat

ad 500 ml Aqua bidest.

pH 5,0

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

Einbettmedium

Crystal/Mount (Biomeda Corp. Foster City/USA)

Protokoll

Zweifarben-Fiarbung

Objekttrager mit Gewebeschnitten bei Raumtemperatur auftauen (ca. 15 Min.)
mit Liquid Blocker PAP-Pen Gewebe umfahren und trocknen lassen (ca. 10
Min.)

Objekttrager in PBS ca. 10 Min. unter Schiitteln inkubieren

Objekttrager in Block-Puffer ca. 10 Min. unter Schiitteln inkubieren
Objekttrager in einer feuchten Kammer platzieren

200 pl - 250 pl Primérantikorperlosung pro Objekttriger hinzufiigen
(Verdiinnung ca. 1:50 - 1:250), ca. 1 Stunde bei RT inkubieren

mehrmals mit Waschpuffer vorsichtig spiilen

bei AP- oder HRP-konjugiertem Primérantikdrper erfolgt jetzt die
Substratentwicklung; bei Biotin-konjugiertem Primérantikorper Avidin (AP-
oder HRP-konjugiert), bei FITC-markiertem Primarantikérper anti-FITC (AP-
oder HRP-markiert) als Sekundérantikérper fiir ca. 1 Stunde zugeben, danach
mehrmals mit Waschpuffer vorsichtig spiilen

Substratentwicklung:

Fast Blue BB Base (Detektion der Alkalischen Phosphatase)
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Farbe: Blau

. 5 mg Naphthol AS-MX Phosphat in 250 ul N,N Dimethylformamid 16sen

i Die Losung zu 40 ml Tris-Puffer hinzufiigen

. 10 mg Fast Blue BB Base in 250 ul 2 N HCI 16sen, 250 pl 4 % Natriumnitrat
hinzufiigen und fiir 2 Min. bei Raumtemperatur inkubieren, dann die Lésung
sehr langsam zu der 40 ml Tris-Puffer-Losung zugeben

. 10 mg Levamisole (Sigma-Aldrich, Steinheim) hinzufiigen, um die endogene
Alkalische Phosphatase-Aktivitdt zu inhibieren

. Filtern der Losung (Filter mit 0,45 pm Porengrofle, Schleicher & Schuell,
Dassel)

. Objekttrager im Dunkeln mit der Losung fiir 15 bis 60 Min. inkubieren
(Sichtkontrolle auf eventuelle Uberfirbung!)

AEC (Detektion der Horseradish Peroxidase)

Farbe: Rot

. 250 pul AEC-Loésung zu 9,75 ml 0,05 M Natriumacetat-Puffer geben

. Losung filtern; lichtgeschiitzt aufbewahren

. vor Gebrauch 5 pul 30 % Hydrogenperoxid zugeben, um endogene Peroxidase-
Aktivitdt zu verhindern; gut mischen

. im Dunkeln Objekttrager fiir 10 bis 15 Min. (Kontrolle auf eventuelle
Uberfirbung!) mit der Losung inkubieren

. zweimal mit Wasch-Puffer waschen

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

geben, liber Nacht bei Raumtemperatur trocknen lassen

4.6.3.2 Intrazellulire Zytokinfarbung

Bei der intrazelluliren Farbung mit Zytokin-spezifischen Antikérpern kann die
Lokalisation zytokinproduzierender Zellen im Gewebe gezeigt werden.

Zu diesem Zweck werden Zellen in Gewebeschnitten eingesetzt, die auf o. gen. Weise
gewonnen werden. Um intrazelluldr lokalisierte Zytokine mit dem spezifischen
Antikorper zu erreichen ist es ndtig, die Membran der Zellen zu perforieren. Dies
geschieht mit dem Zellgift Saponin. Damit bei diesem Vorgang die Integritit der Zellen
erhalten bleibt ist es notig das Gewebe zuvor mit Paraformaldehyd zu fixieren. Da bei

dem Perforationsvorgang die Oberflachenantigene der Zellen, die man gegebenenfalls
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zusitzlich anfarben mochte zerstort werden konnen, ist es wichtig, dass ithre Markierung

vor der Perforation vorgenommen wird.

Puffer

2 % Paraformaldehyd (PFA)
0,5 g Paraformaldehyd in 25 ml PBS losen bei 50°C fiir 1 h (Aufbewahrung bei
4°C fiir max. 3 Tage)

Saponinpuffer
Stocklosung 10 %: 1 g Saponin + 10 ml HBSS (Lagerung bei 4°C)
1 % Losung: 1 ml 10 % Stocklosung Saponin + 9 ml HBSS

Blockierungspuffer
sieche Einfarb-Farbung

Alkalische Phosphatase — Substrat
sieche Einfarb-Firbung

Horseradish Peroxidase — Substrat

sieche Einfarb-Firbung

Einbettmedium

Crystal/Mount

Protokoll
Intrazelluliare IFN-o Farbung mit dem 4EA1-Antikorper

Acetonfixierte 7 pum Kryoschnitte
5 Min. fixieren mit 2 % PFA eiskalt
=  Waschen mit PBS/Tween
15 Min. blocken mit 1 % BSA/PBS/Tween
=  Waschen mit PBS/Tween
30 Min. Blocken mit 5 % NMS/1 % Saponin

=  Waschen mit 1 % Saponin
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IFN-0-AK (4EAT1) (10 pg/ml)in 2 % NMS/1 % Saponin fiir 2 Std.
=  Waschen mit 1 % Saponin
=  Waschen mit PBS/Tween
1 Std. den FITC-gelabelten Antikorper fiir die Gegenfarbung in 1 %
BSA/PBS/Tween (darf kein Isotyp Ratte IgG1/2a sein, wegen des sekundér
Antikorpers flir 4EAT)
=  Waschen mit 1 % BSA/PBS/Tween
Anti-IgG1/2a-bio (Clone G28-5) Verdiinnung 1:75 fiir 1 Std.
=  Waschen mit 1 % BSA/PBS/Tween
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 Kiivette
AP-Substrat (siehe 4.6.3.1 Einfarb-Féarbung) in einer Kiivette iber Nacht
= Waschen mit PBS
HRP-Substrat (sieche 4.6.3.1 Einfarb-Farbung) fiir ca. 1 Std.
=  Waschen mit PBS
Eindecken mit Crystal-Mount (siehe Einfarb-Féarbung)

Isolierung mononukleérer Zellen aus der Milz

Die Zellseparation ist eine préparative Methode, bei der mononukledre Zellen, die in

einer homogenen Zellsuspension vorliegen durch Dichtezentrifugation aufgetrennt

werden.

Zu diesem Zweck wird ein Leukozytenpraparationsmedium verwendet, das eine hohere

Dichte als die Zellsuspension aufweist. Dieses wird in einem Reaktionstube mit der

Zellsuspension iiberschichtet, sodass sich zwei Phasen ausbilden. Bei der Zentrifugation

wandern Zellen mit hoherer Dichte, wie z.B. Erythrozyten durch die Medium-Phase auf

den Grund des Tubes, Zellen mit geringerer Dichte, z.B. Makrophagen, B- und T-

Lymphozyten, sammeln sich in der Interphase und konnen hier mit einer Pipette

abgenommen werden.
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Puffer

Lymphozyten-Separationsmedium LSM 1077

Protokoll
Isolierung mononukleirer Zellen mittels Ficoll-Auftrennung
. Milz zerreiben mit 2 Objekttrigern (mattes Ende) und in PBS aufnehmen
(Volumen ungeféhr 5 ml)
. Zellsuspension durch ein 40 uM Nylon-Zellsieb geben
. Die Zellsuspension vorsichtig auf das vorgelegte Separationsmedium
schichten (ca. 5 ml vorlegen)
i Zentrifugation 1200 rpm, 4°C, 20 Min.
. AnschlieBend die in der Interphase enthaltenen mononukledren Targetzellen
nehmen und in ein frisches Rohrchen tiberfithren
i 1 x mit eiskaltem PBS auffiillen und zentrifugieren bei 1200 rpm 10 Min.

. Uberstand verwerfen

4.8 Aufreinigung von Zellen nach Oberflichenantigenen

Die Aufreinigung von Zellen anhand ihrer spezifischen Oberflichenmarker ist moglich
mit Antikorpern, an welche magnetische Partikel, so genannte Beads gekoppelt sind.
Der eigentliche Aufreinigungsschritt erfolgt iiber spezielle Sdulen, in denen Stahlwolle
durch ein Magnetfeld diese Beads zuriickhdlt, wihrend die restliche Zellsuspension
ungehindert hindurchfliet. Die Antikérper-Beads (MACS-Beads) wurden von der
Firma Miltenyi (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) bezogen.

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

sterilfiltrieren

Protokoll

Beads- Aufreinigung

45



Methoden

Wichtig: Alle Schritte soweit mdglich auf Eis pipettieren!

e Zellsuspension (s. Isolierung mononukledrer 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)

*  Uberstand verwerfen - Zellen in der Restfliissigkeit resuspendieren und in ein
Mikrotube tiberfiihren.

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

e Danach direkt Zugabe von 10 pl Antikérper-Beads /107 Zellen -15 Min. bei
10°C inkubieren

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

*  Uberstand verwerfen

e Zellen dann in 500 ul MACS-Puffer aufnehmen

e Séaule mit 500 ul MACS-Puffer vorspiilen

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

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

*  Kontrolle der Reinheit am Durchflulzytometer

4.9 Subklassifizierung mononukleirer Zellen der murinen Milz am

Durchflufizytometer

Die DurchfluBzytometrie stellt ein bekanntes Verfahren dar, mit dessen Hilfe Partikel in
einem Fliissigkeitsstrom fokussiert werden konnen. Fiir diese Dissertation wurde das
Cytomics FC 500 der Firma Beckmann Coulter, (Krefeld, Deutschland) verwendet. Es
hat Detektoren fiir fiinf verschiedene Frequenzen emittierten Lichts. Fiir eine genaue
Beschreibung der Methode der DurchfluBzytometrie wird auf die Fachliteratur

verwiesen [133].
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Auf mononukledren Mauszellen befinden sich haufig Fc-Rezeptoren (CD16/32), die
IgG unspezifisch zu binden vermogen. Vor Anfirbung dieser Zellen miissen die Fc-

Rezeptoren deshalb mit Antikdrpern blockiert werden.

Protokoll

Subklassifizierung mononukleirer Zellen der Mausmilz:

2ul unmarkierten Antikérper gegen CD16/32 (FC Rezeptor) pro 1x10° Zellen
* 10 Min. Inkubation bei 4°C
*  2ul fluorochromierten Antikorper pro 1x10° Zellen (im Fall von Antikérpern der
Firma Pharmingen)
* 10 Min. Inkubation bei 4°C
* 5 Min. Zentrifugieren bei 2000 rpm
* Uberstand verwerfen
e Zellen in PBS aufnehmen
Es folgte die Messung am DurchfluBzytometer. Es wurden mindestens 1x10° Zellen

untersucht, um auch kleinere Populationen problemlos darstellen zu kdnnen.

4.10 Isolierung von Subpopulationen mononukleirer Zellen der

murinen Milz am FACS-Sorter

Der FACS-Sorter ist ein Gerdt, mit dessen Hilfe man Zellpopulationen in einer Losung
voneinander separieren kann. Fiir diese Dissertation wurde das BD-FACS-Vantage™
SE verwendet. Fiir eine genaue Beschreibung der Methode der DurchfluBzytometrie
wird auf die Fachliteratur verwiesen [133].

Da es das Ziel war, aus den separierten Zellen nachfolgend mRNA zu isolieren war es
notig, dass eine moglichst grole Anzahl Zellen der Zielpopulation separiert wurde. Aus
diesem Grund wurde ein Pool aus 5 C4 def. Mdusen mit 20ul IgM anti dsDNA 1i.v.
behandelt und nach 6 Stunden Inkubationszeit getotet zur Organentnahme von Milz und
Blut.

Um die Zielpopulation einzugrenzen erfolgte vor dem Sortiervorgang eine
Lymphozytendepletion mittels magnetischen Beads gegen den T-Zell-Marker (CD90.1)
und den B-Zell-Marker (CD19).
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Protokoll

Separierung von Zellen am FACS-Sorter

2pl unmarkierten Antikorper gegen CD16/32 (FC Rezeptor) pro 1x10° Zellen

* 10 Min. Inkubation bei 4°C

+ lulanti CD90.1 Mikrobeads + 1l anti CD19 Mikrobeads pro 1x10° Zellen

* 10 Min. Inkubation bei 10°C

* 5 Min. Zentrifugieren bei 2000 rpm

* 2ul fluorochromierten Antikorper pro 1x10° Zellen (im Fall von Antikérpern der
Firma Pharmingen)

* 10 Min. Inkubation bei 4°C

* 5 Min. Zentrifugieren bei 2000 rpm

* Uberstand verwerfen

e Zellen in PBS aufnehmen

Es folgt der Sorter-Vorgang, bei dem die Zellen in 200ul fetalem Kélber Serum (FCS)

appliziert werden. Nach dem Sorten schlie3t sich unmittelbar die mRNA Isolierung an.

4.11 DNA und RNA-Isolierung aus Zellen

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

des Herstellers.

4.12 DNA-Verdau

Um die isolierte RNA von genomischer DNA zu befreien, welche die RT PCR-
Ergebnisse verfilschen konnte, wird die DNA mittels des DNA-free-Kits verdaut. Die

Mengenangaben und Inkubationszeiten richten sich nach der eingesetzten Zellzahl.

Protokoll
DNA-Verdau mit dem DNA-free-Kit
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* 0,1 Volumen DNase I Puffer und 1-2 pl DNase I (je nach Zellmenge) zu der
RNA hinzufiigen, mixen und 30 Min. bei 37°C inkubieren.

* 0,1 Volumen bzw. 5 pl (je nachdem welches Volumen grofler ist) DNase
Inactivation Reagent hinzugeben, mixen 2 Min. bei RT inkubieren

e Zentrifugieren 10000 g fiir 1 Min.

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

abpipettieren und in ein neues Tube geben.

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

Konzentration mittels Spektroskopie

Durch folgende Formel ist die Proteinkonzentration in guter Ndherung photometrisch
bestimmbar (66).

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

OD DNA = 50; OD RNA =40

4.14 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 ithrem 5°-Ende mit einem fluoreszenten Reporter-Farbstoff und an ihrem
3’-Ende mit einem Quencher-Farbstoff und blockierendem Phosphatrest markiert.
Durch die rdumliche Ndhe 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 Ndhe 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 Verdnderungen
der Fluoreszenzen der verschiedenen Farbstoffe werden mit Hilfe des ABI PRISM 7700
Sequence Detector (Applied Biosystems, Weiterstadt) im geschlossenen Reaktionsgefaf3
Zyklus fiir Zyklus erfasst.
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Aus den isolierten Zellen wurde IFN-a mRNA gewonnen und auf diese Weise die

Menge an produziertem Zytokin quantifiziert.

Puffer
RNasefreies Wasser
. 1 pl Di-ethylpyrocarbonat pro 1 ml Wasser
. 12 h bei 37°C inkubieren
. autoklavieren (120°C, 20 Min.)
Puffer
PCR-Mastermix (Menge je Probe) fiir IFN-a (steril)
2x Master Mix
Multiscribe/RNase Inhibitor
Forward-Primer IFN-a 20 uM
Reverse-Primerl IFN-o 20 uM
Reverse-Primerll IFN-a 20 pM
Sonde IFN-a 5 uM
Rodent GAPDH Primer I
Rodent GAPDH Primer II
Rodent GAPDH Sonde
MgCL, 25 mM
Wasser (RNasefre1)
Puffer
PCR-Mastermix (Menge je Tube) fiir IFRG28 (steril)
2x Master Mix
Multiscribe/RNase Inhibitor
Forward-Primer IFRG28 20 uM
Reverse-Primerl IFRG28 20 uM
Sonde IFRG28 5uM
MgCL, 25 mM
Wasser (RNasefrei)

Puffer
GAPDH-Kontrolle im separaten PCR-Tube
2x Master Mix

25 ul

1,25 pl
0,75 ul
0,75 ul

0,3 ul
0,2 ul
0,2 ul
0,2 ul
3ul

7,6 ul

25 ul
1,25 pl
0,75 ul
0,75 ul
0,4 nl
2 ul
9,85 ul

25 ul

0,75 pl
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Multiscribe/RNase Inhibitor
Rodent GAPDH Primer I
Rodent GAPDH Primer II
Rodent GAPDH Sonde
MgCL, 25 mM

Wasser (RNasefrei)

Protokoll
RT-PCR

Ansatz pro tube:

PCR-Mastermix 40 pl
Bei der IFN-a , IFN y und IL-12-PCR:
RNA-Probe (c=5 ng/1ul) 10 pl
Bei der IFRG28-PCR:

RNA-Probe (c=10 ng/1pul) 10 pl

Thermocycler-Konditionen fiir IFN-q :

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.

Thermocycler-Konditionen fiir IFN vy 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.

Thermocycler-Konditionen fiir 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.

45x

45x

1,25 pl
0,3 pl
0,3 pl
0,3 pl

2 ul
10,85 ul
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62°C 1:00 Min. 45x

Zur Uberpriifung des erfolgreichen DNA-Verdaus wird in einem Doppelansatz die
Multiscribe/RNase Inhibitor (enthélt 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 Positivitét. In diesem Fall

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

4.15 Relative Quantifizierung der RT-PCR

Bei dieser Form der Quantifizierung soll die Zielsequenz (IFN-a) 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 Sequenz. Als Standard dient das so genannte Housekeeping-Gene GAPDH
(murine Glyceraldehyd-3-phosphat-dehydrogenase).

Fiir die experimentellen Proben wurde die Ausgangsmenge der Zielsequenz {iber 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.

4.15.1 Vergleichende Cr-Methode (AACt-Methode)

Sind die Effizienzen fiir beide Amplicons ungefdhr gleich, so ndhert sich die Steigung
der Geraden 0. Mit Hilfe dieser Vorexperimente kann bei Anwendung der AACt-
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 dass eine Standardkurve generiert werden
muss. Im Folgenden sind die absoluten Werte der Steigung des Graphen fiir die
verschieden PCR-Ansétze aufgelistet:

I[FN-a [0,028]

IFRG28 [0,016]

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

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

Hierfiir wurde den Maiusen 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 verdiinnt.

4.16.1 PCR-Bestimmung des C4-/- -Genotyps
Puffer
PCR-Mastermix (Menge je Tube) fiir C4-/-Genotypisierung

10x PE Puffer 2,4 ul
dNTPs 1,92
Neo oIMRO0013 1,4 ul
Neo oIMR0014 1,4 ul
C4 oIMR1265 0,2 ul
C4 oIMR1266 0,2 ul
TaqGold Polymerase 0,2 ul
Wasser (RNasefrei) 10,36 pul
Protokoll

PCR-Ansatz fiir die C4-/- -Genotypisierung
* Ansatz pro Tube:
PCR-Mastermix 45 ul
DNA-Probe (c=4 ng/ul) Sul

e Thermocycler-Konditionen fiir 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 o0
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4.16.2 PCR-Bestimmung des IFNR-/- -Genotyps

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

getrennten Ansitzen eingesetzt.

Puffer

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

10x PE Puffer

MgCl,

dNTPs

IFNR Forward (2 mM)

IFNR Reverse-Primer I (2 mM)
TaqGold Polymerase

Wasser (RNasefrei)

Puffer

S5ul
S5ul
0,11 pl
0,155 pul
0,11 pl
0,5 ul
36,7 ul

PCR-Mastermix (Menge je Tube) fiir IFNR-/- Genotypisierung 11

10x PE Puffer

MgCl,

dNTPs

IFNR Forward (2 mM)

IFNR Reverse-Primer 11 (2 mM)
TaqGold Polymerase

Wasser (RNasefre1)

Protokoll
PCR-Ansatz fiir IFNR I und II PCR
* Ansatz pro Tube:
PCR-Mastermix
DNA-Probe (c=4 ng/ul)

S5ul
S5ul
0,11 pl
0,155 pul
0,13 pul
0,5 ul
36,7 ul

e Thermocycler-Konditionen fiir IFNR I und II

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

54



Methoden

55°C 00:30 Min.

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

10°C %

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

elektrophoretisch getrennt.

Puffer
10x TBE-Puffer
216 g Tris-Base (0,89 M) + 110 g Borsédure (0,89 M) + 14,88 g EDTA (20 mM)
ad 2000 ml Aqua dest (Lagerung bei 4°C)
Puffer
1x TBE-Puffer
200 ml 10X TBE-Puffer ad 2000 ml Aqua dest. (Lagerung bei RT)
pH-Wert auf 8,0 einstellen
Puffer
2 % 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 Geltrdger giefen und ca. 20 Min.
erstarren lassen
Puffer
Gelladepuffer
0,025 g Bromphenolblau + 0,025 g Xylene Cyanol + 1,5 g Ficoll Typ 400 ad 10 g
Aqua dest. (Lagerung bei RT)

Puffer

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

Protokoll
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Gelelektrophorese
* 2 % Agarose-Gel mit 1x TBE-Puffer in der Gelkammer bedecken.
e 2 pl Gelladepuffer mit 10 ul Amplifikat in einer Mikrotiterplatte mischen und
davon 10pl in die Gelschlitze pipettieren.
* C(Ca. 1 Std. bei 60 V laufen lassen.
* In einer Wanne mit ca. 100 ml 1x TBE-Puffer und 10 pl Ethidiumbromid
(Appligene, Heidelberg) 15 Min. anfarben, Betrachtung unter UV-Licht.

Anhand der An- bzw. Abwesenheit der verschieden groBlen Banden kann die
Typisierung durchgefiihrt werden.

Neo oIMR0013 + Neo oIMR0014 280 bp

C4 oIMR1265 + 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 I1 491 bp
130 bp IFNR+/+; 130 bp + 491 bp IFNR+/-; 491 bp IFNR-/-

4.17 Intravenodse und intraperitoneale Applikation, Immunisierung,

Blutentnahme und Serumgewinnung bei Miusen

4.17.1 Intravenose und intraperitoneale Applikation

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

Intraperitoneale (i.p.) Applikation erfolgt ohne Narkose (sterile Kaniile 0,45x13 mm).
Maximales Applikationsvolumen sind 400 pl.

4.17.2 Immunisierung, Blutentnahme und Serumgewinnung

Die Méuse werden je nach Versuchsmodell intravends iliber die Schwanzvene oder

intraperitoneal immunisiert.
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Vor und nach Immunisierung werden z.T. serielle Blutabnahmen vorgenommen, aus

welchen Serum fiir die verschiedenen Versuchsansétze gewonnen wird.

Protokoll

Serumgewinnung
. Aus einer Schwanzvene wird mittels einer Kaniile Blut entnommen.
. 1 h bei Raumtemperatur ruhen lassen

. bei 20°C mit 3500 rpm fiir 3 Min. zentrifugieren.

4.18 Statistik

Die statistische Analyse der Ergebnisse sowie die Berechnungen der Mittelwerte und
Standardabweichungen wurden mit Graph-Pad-Prism© 4.0c fiir Apple-Macintosh
durchgefiihrt. Die Signifikanzen wurden mit dem parametrischen t-Test fiir zwei

unabhéngige Stichproben mit Gauss’scher Verteilung ermittelt.
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S  Ergebnisse

5.1 Charakterisierung der Interferon alpha produzierenden Zellen

in der marginalen Zone der murinen Milz

In der Pathogenese des systemischen Lupus Erythematodes spielt das Zytokin
Interferon alpha eine zentrale Rolle. Eine Defizienz frither Komplementkomponenten
des klassischen Aktivierungsweges (Clq, C2, C4) ist mit der Entstehung eines SLE
assoziiert. Da in C4 def. Méusen ein aktiviertes IFN-a-System vorliegt, scheint hier eine
Verbindung der beiden genannten Phinomene zu existieren. IFN-a-Produktion kann in
Wildtyp, wie auch in C4 def. Miusen durch die Injektion von Vorstufen fiir SLE
typischer Antikérper vom Typ IgM gegen dsDNA gesteigert werden.

Um den Zusammenhang von durch SLE-typische-Antikérper induziertem IFN-a,
Komplement-Defizienz und der Pathogenese von SLE zu verstehen, ist es von gro3em
Interesse, die IFN-a produzierenden Zellen in diesem Modell zu kennen. Vorergebnisse
zeigen, dass sie den Oberflaichenmarker CD11b in groBer Menge exprimieren, und in

der marginalen Zone der Milz lokalisiert sind.

5.1.1 Immunhistochemische Subklassifikation der mononukleiren Zellen der
murinen Milz

Uber die IFN-a Produzenten war bekannt, dass sie immunhistochemisch in der MZ der
Milz zu lokalisieren sind, dass sie positiv sind fiir den Oberflaichenmarker CD11b und
zum Teil ebenfalls fiir den Marker CD11c. Zur weiteren Subklassifizierung der IFN-a
Produzenten in der murinen Milz wurde eine Immunhistochemische Doppelfarbung an
Gefrierschnitten der Milz durchgefiihrt. Zur Etablierung der Methode wurden die Méuse
zundchst mit dem sehr interferogenen Newcastle Disease Virus (NDV) (Stamm
,»Ulster®, erhalten von der Arbeitsgruppe Tumorvirusimmunologie, DKFZ Heidelberg)
stimuliert. Hierbei zeigte sich, dass die CD11b positiven Zellen doppelpositiv mit dem

Marker ERTR-9 (Abb. 4 B), und negativ fiir den Marker MoMa-1 sind (Abb. 4 D).
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Abb. 4: Immunhistochemische Farbungen verschiedener Oberflichenmarker an
Gefrierschnitten der Milz einer mit Newcastle Disease Virus (NDV) (Stamm
»Ulster*) - behandelten Wildtyp Maus.

Dargestellt ist weille Pulpa periarterieller lymphatischer Scheiden, begrenzt von der

marginalen Zone. MoMa-1 positive metallophile Makrophagen (rot, gestrichelter Pfeil)
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finden sich diesseits, ERTR-9 positive Marginalzonen Makrophagen (blau, diinner
Pfeil) finden sich in der Marginalzone jenseits des marginalen Sinus (Pfeilkopf).

A (100x): ERTR-9 (blau) gegen CD11b (rot). B (200x) Ausschnittsvergrof3erung von A
(Kasten) teilweise Doppelpositivitdt (dicker Pfeil) von CD11b und ERTR-9 in der
marginalen Zone. C (100x): CDI11b (blau) gegen MoMa-1 (rot). D (400x):
AusschnittsvergroBerung von C (Kasten), keine Doppelpositivitdit von CD11b und
MoMa-1. E (100x): ERTR-9 (blau) gegen MoMa-1 (rot). F (200x):
AusschnittsvergroBerung von E (Kasten), keine Doppelpositivitit von ERTR-9 und
MoMa-1 (Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis S. 7).

5.1.2 Subklassifizierung der mononukleiren Zellen der Milz

Um die vorcharakterisierten Zellen nun weiter zu bestimmen und eine Zuordnung zu
einer Subpopulation zu ermoglichen wurden die mononukledren Zellen der Milz
unstimulierter Méduse mit Hilfe der Durchflulzytometrie analysiert. Hier wurden fiir
eine erste Analyse die Oberflichenmarker CD11b und CD11c mit MoABs angeférbt.
Ziel war es, sowohl myeloide, als auch plasmazytoide dendritische Zellen zu erfassen.
Diese Analysen ergaben ein Vorliegen von fiinf verschiedenen Populationen mit

unterschiedlichem Expressionsmuster von CD11b und CD11c (Abb. 5):
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Abb. 5: Durchfluflizytometrische Analyse der mononukleiren Zellen der Milz

Mononukledre Zellen der Milz unstimulierter Maéuse, aufgereinigt durch
Dichtezentrifugation. A: Dotplot mit Vorwérts-Seitwérts-Scatter. Es stellen sich drei
Populationen mononukledrer Zellen dar: Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen. B:
Dotplot: Farbung der Splenozyten mit CD11b FITC, CDI11c PE. Es stellen sich fiinf
Populationen mit unterschiedlicher Expression dieser Marker dar (Gate 1-5) C:
Histogramm-Plot: Splenozyten mit CD11b FITC gefarbt (weil) mit Isotypkontrolle
(schwarz). D: Histogramm-Plot: Splenozyten mit CDI11lc PE gefarbt (weill) mit

Isotypkontrolle (schwarz). (Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis S. 7).

Diese fiinf Populationen wurden daraufhin auf ihr Expressionsmuster fiir die in Tabelle

4 aufgefithrten Oberflaichenmarker untersucht, die spezifisch sind fiir unterschiedliche
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Subklassen mononukledrer Zellen. Abb. 6-8 zeigen diese Expressionsmuster der

einzelnen Populationen.

Tabelle 4: Oberflichenmarker monozytarer Zellen in der murinen Milz

Zusammenfassung der Oberflichenmarker der einzelnen  Subpopulationen
mononukledrer Zellen. Expressionsstirken der Marker: +++ hochgradig positiv; ++
mittelgradig positiv; + gering positiv; - negativ (Abkilirzungen siehe Abkiirzungs-

verzeichnis S. 7).

Population | Population | Population | Population | Population
1 2 3 4 5
CD11b +++ +++ ++ i _
CDl11c - ++ +++ -+ ++
MHC 11 - +4+ +++ +++ +
CD8a - - - - +
B220 - - + + T+
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Abb. 6: Durchflullizytometrische Analyse mononukleirer Zellen der Milz auf ihr

Splenozyten, durch Dichtezentrifugation aufgereinigt werden durchfluBzytometrisch
analysiert. Im Vorwirts-Seitwirts-Scatter werden mononukledre Zellen gegatet. A:
Dotplot CD11b FITC und CDI11c PE. B-F zeigen die Expressionsstirke (weill) samt
MHC 1I der

siche
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Abb. 7: Durchfluflzytometrische Analyse mononukleirer Zellen der Milz auf ihr
Expressionsmuster von CD8a

Splenozyten, durch Dichtezentrifugation aufgereinigt werden durchfluBzytometrisch
analysiert. Im Vorwirts-Seitwirts-Scatter werden mononukledre Zellen gegatet. A:
Dotplot CD11b FITC und CDI11c PE. B-F zeigen die Expressionsstirke (weill) samt
Isotypkontrolle (schwarz) fiir CD8a der Gates 1-5 (Abkiirzungen siehe

Abkiirzungsverzeichnis S. 7).
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Abb. 8: Durchfluflzytometrische Analyse mononukleirer Zellen der Milz auf ihr
Expressionsmuster von B220.

Splenozyten, durch Dichtezentrifugation aufgereinigt werden durchfluBzytometrisch
analysiert. Im Vorwirts-Seitwirts-Scatter werden mononukledre Zellen gegatet. A:
Dotplot CD11b FITC und CDI11c PE. B-F zeigen die Expressionsstirke (weill) samt
Isotypkontrolle (schwarz) fiir B220 der Gates 1-5. G: B220 Expression aller
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mononukledren Zellen zur Verdeutlichung der klaren positiv-negativ-Abgrenzung

(Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis S. 7).

5.1.3 Myeloide dendritische Zellen produzieren Interferon alpha nach
Stimulation mit IgM anti dsDNA

Die Aufreinigung mittels anti CD11b Microbeads zeigte die spontane IFN-a Produktion
in C4 def. Miusen innerhalb der CD11b positiven Population [14]. Vor diesem
Hintergrund war es das weitere Ziel, herauszufinden, welche der CD11b positiven
Populationen das IFN-a produzierte.

Zunichst wurde versucht, das entstehende IFN-a auf proteindrer Ebene intrazellulér
nachzuweisen. Zu diesem Zweck wurden Milzzellen mittels Dichtezentrifugation
isoliert (s. Material und Methoden 4.6.3.3). Es war das Ziel, mit Antikérpern gegen die
Oberflachen-Marker CD11b und CDllc, sowie einem Antikdrper gegen intrazelluldr
gelegenes IFN-a anzufiarben. Um dem Antikorper Zugang zu dem intrazelluldren IFN-a
zu gewidhren, musste die Membran der Zellen mit Saponin perforiert werden. Da
hierdurch die Integritit der Zellen zerstort wiirde, muss zuvor eine Fixierung mit
Paraformaldehyd vorgenommen werden. Paraformaldehyd jedoch zerstort die Epitope
fiir die MoABs gegen CD11b und CDllc, sodass vorher mit den MoABs geférbt
werden musste.

Leider war es trotz ausgiebiger Bemiihungen und Modifikationen des Versuchsaufbaus

nicht moglich, auf diese Weise intrazelluldres IFN-a nachzuweisen.

Es wurde deshalb auf die Methode der Tagman RT-PCR zuriickgegriffen, die schon das
spontan produzierte IFN-a in C4 def. Mdusen nachgewiesen hatte.

Wie aus der oben stehenden Abbildung zu sehen existieren verschiedene Populationen,
die positiv fiir den Marker CD11b sind und sich in threm Expressionsgrad an CDl11c
unterscheiden. Da die magnetischen Microbeads gegen CD11b an mdglichst jede Zelle
binden, die CDI11b trdgt, und diese in der Separationssdule zurlickhalten, ist diese
Methode nicht geeignet, die einzelnen Subpopulationen CD11b positiver Zellen
aufzutrennen.

Ideal fiir dieses Problem ist die Methode der fluoreszens-markierten Zell-Sortierung.
Diese Methode erlaubt auf der Grundlage eines FACS Dotblots eine Sortierung der

Zellen verschiedener Gates in verschiedene Reagenzgefille.
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Dieser Versuch wurde im Forschungszentrum Borstel im Labor fiir Immunzellanalytik
durchgefiihrt:

Nach Markierung mit MoABs gegen CD11b (FITC) und CDllc (PE) fand die
Sortierung der Zellen in die beiden CD11b positiven Hauptpopulationen (CD11b+++ /
CDll1c-; CD11b++/ CD11ct+++) statt.

Aus den auf diese Weise gewonnen Zellpopulationen, die eine Reinheit von bis zu 90 %
aufwiesen, wurde die RNA isoliert und in der beschriebenen Tagman RT PCR auf ihren
IFN-a mRNA Anteil untersucht.

Es zeigte sich, dass die Population 3 (CD11b++ CDI1l1ct++) signifikant mehr IFN-a
mRNA produziert als die Population 1 (CD11b+++ CD11c¢c-) (p<0,05). Die exprimierten
Mengen an IFN-a-mRNA der einzelnen Populationen sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

IFN alpha Produktion mononuklearer Zellpopulationen der Milz

I
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g
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Neq. Frakt. (Referenz) Population 3 Population 1

Zellpopulation

Abb. 9: Vergleich der IFN-a Produktion innerhalb verschiedener Populationen
von Splenozyten.

Tagman RT-PCR fiir [IFN-ao mRNA sechs Stunden nach Stimulation mit 20ug IgM anti
dsDNA i.v. Die CD11b++, CD11c+++ Zellen (Population 3) produzieren signifikant
mehr [FN-a, als die CD11b+++, CD11c- Zellen (Population 1) (p<0,05; N = vier Pools
aus je fiinf Mausen): Hauptquelle der IFN-a-mRNA sind die CD11b++ CDI1lct+++
Zellen. Der Negativ Fraktion (schwarz) wurde als Referenz der Wert 1 zugewiesen. Die
anderen Werte beziehen sich x-fach auf diesen Wert (Abkiirzungen siche

Abkiirzungsverzeichnis S. 7).
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Tabelle 5: IFN-a-mRNA Expression der unterschiedlichen Zellpopulationen

IFN-a-mRNA Produktion in mononukledren Zellpopulationen der murinen Milz. Die
Expression der Negativ-Fraktion wird als Referenzwert verwendet und erhélt den Wert
1. Die weiteren Werte beziehen sich x-fach auf diesen Wert (Abkiirzungen siehe

Abkiirzungsverzeichnis S. 7).

Referenz: Population 3: Population 1:
Population Neg. Frkt. | CD11b++; CD11c +++| CD11b+++; CD11c -
IFN-a m-RNA
[Kopien x-fach zur 1 11,9381 0,1138
Referenz]

Da in der Literatur vor allem die pPDCs als die hauptsichlichen IFN-a Produzenten
angesehen werden sollte ausgeschlossen werden, dass sich in dem Anteil an
Verunreinigung (ca. 10 %) der CD11b ++ CD1l1c +++ Population pPDCs befanden.
Wiederum wurden C4 def. Méuse mit IgM anti dsDNA stimuliert und nach sechs
Stunden getdtet. Die mononukledren Zellen der Milz wurden durch
Dichtezentrifugation aufgereinigt. Die aufgereinigten Zellen wurden mit Beads
konjugierten MoABs gegen B220 inkubiert und somit in eine B220 positive und eine
B220 negative Fraktion gespalten. Aus diesen beiden Fraktionen wurde die RNA
isoliert und der Anteil an IFN-oo mRNA mit Hilfe der Tagman RT PCR bestimmt. Es
zeigte sich, dass die B220 negative Fraktion mehr IFN-o mRNA produziert, als die
B220 positive Fraktion (p<0.005).
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IFNa Produktion der einzelnen Populationen
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Abb. 10: Ausschluss von Verunreinigungen durch pPDCs innerhalb der sortierten
Zellpopulationen:

MACS-Bead-Sorting der Splenozyten von C4 def. Miusen mit anti B220 Microbeads.
Tagman RT-PCR fiir IFN-a mRNA, sechs Stunden nach Stimulation mit IgM-anti-
dsDNA (Klon 111s19). Die B220 negativen Zellen produzieren mehr IFN-o-mRNA als
die B220 positiven (p<0,005; N>8).

Wt B220+/- 111s19: Wildtypmaus, B220 positive/negative Zellen, Behandlung mit
IgM-anti-dsDNA (Klon111s19).

Tabelle 6: IFN-a-mRNA-Expression B220 positiver und negativer Splenozyten

Aufreinigung von B220-positiven und B220-negativen Splenozyten von C4 def.
Maiusen nach Behandlung mit 20pg IgM anti-dsDNA (Klon 111s19). B220 positiven
Zellen wird als Referenz der Wert 1 =zugewiesen (Abkiirzungen siehe

Abkiirzungsverzeichnis S. 7).

Population B220 positiv (Referenz) B220 negativ

IFN-a-mRNA [Kopien x-

1 370,35
fach zur Referenz]
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5.2 Verinderungen des zelluliren Mikromilieus der murinen Milz
durch Deposition von IgM anti dsDNA und Produktion von Interferon

alpha

Es war von Interesse, die lokalen Auswirkungen von IFN-a auf das Mikromilieu der
Milz zu untersuchen, um Erkenntnisse iiber den Aktivierungsweg autoimmuner B-

Lymphozyten zu gewinnen.

5.2.1 Deposition von IgM anti Doppelstrang-DNA-Immunkomplexen verindert
die Zusammensetzung der mononukleiren Zellen der Milz

Es sollte untersucht werden, ob IgM anti dSDNA Anlagerung, und darauthin erhéhte
IFN-a Spiegel einen Einfluss auf die mononukledren Zellen der Mausmilz haben.
Verglichen wurden die PopulationsgroBen von unbehandelten C4 def. Méusen, die
natiirlicherweise erhohte IFN-a mRNA Spiegel haben, wt Méusen, die mit 20pg IgM
anti dsDNA 1.v. behandelt waren (sechs Stunden nach Injektion) und unbehandelten wt
Mausen.

Die Zellen wurden wieder mit anti-CD11b FITC und anti-CD11c PE angefarbt, die
GroBe dieser Populationen wurde im DurchfluBzytometer ermittelt.

Es zeigte sich, dass es einen signifikanten Zuwachs in der Grofle der CDI1b
hochpositiven, CD11c negativen Population gab, wenn wt Mause mit [gM anti dsSDNA
behandelt wurden (p<0,05). C4 def. Madiusen weisen ebenfalls vermehrte
Zellpopulationen verglichen mit wt Mausen auf (p<0,005).

In den anderen Zellpopulationen gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen
unbehandelten wt Médusen und den verschiedenen mit IFN-a stimulierten Modellen.
Tabelle 7 zeigt die PopulationsgroBBen mononukledrer Zellpopulationen [%)] der

gesamten mononukleédren Zellen.
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Abb. 11: Vergleich der Grofle verschiedener Populationen mononukleiirer Zellen
in der Milz. Splenozyten von wt, C4 def. und mit 20 pg IgM anti dsDNA 1i.v.
behandelten = Maiusen. A:  DurchfluBzytometrische = Analyse von  durch
Dichtezentrifugation aufgereinigten Zellen. Farbung mit anti CD11b FITC und anti
CDll1c PE. B: C4 def. und mit IgM anti dsDNA behandelte Méuse zeigen signifikante
VergroBerung der CD11b+++, CDIllc- Population (Population 1) verglichen mit
unbehandelten wt Méusen p < 0,05 (IgM), p < 0,005 (C4 def.), N > 8). Populationen 3
und 4 zeigen keinen signifikanten = Unterschied  (Abkiirzungen  siehe

Abkiirzungsverzeichnis S. 7).

Tabelle 7: Populationsgrofle unterschiedlicher Mausstaimme
PopulationsgrofBie [%] der Mononukledren Zellen der murinen Milz von unbehandelten
wt-Mausen, C4 def. Miusen und wt + 20pg IgM anti-dsDNA (Abkiirzungen siehe

Abkiirzungsverzeichnis S. 7).

wt +20pg IgM

wt unbehandelt C4 def. anti dsDNA i.v.
1: 11b+++, 11c- 1,08 1,975 1,9125
3: 11b+, 11c+++ 0,92 1,425 0,575
4: 11b-, 11c+++ 1,26 0,75 1,275
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5.2.2 Verringerte Zahlen von Marginalzonen-B-Zellen durch Immunkomplex-
induziertes Interferon alpha

Um die Frage zu beantworten, welche Auswirkungen das lokal produzierte IFN-a auf
die B-Lymphozyten der Milz hat, wurde die Populationsgrofle der MZB Zellen von wt
Maiusen, C4 def. Méusen und mit 20pg IgM anti dsDNA behandelten wt Méausen
miteinander verglichen.

Zu diesem Vergleich der PopulationsgroBBe wurde wieder die Methode der
durchfluBzytometrischen Analyse gewahlt:

Die Zellen wurden mit Antikorpern gegen CD21/35 (FITC), CD1d (PE) und CD23 (PE-
Cy5) markiert. Die so praparierten Zellen wurden im FACS untersucht.

Es zeigte sich, dass die MZB-Zellpopulation in wt Méusen signifikant groBer ist, als in
C4 def. Médusen (p<0,005). Aus diesem Experiment ging jedoch noch nicht hervor, ob
dieser Effekt als Folge auf das in C4 def. Méusen erhohte IFN-a oder auf den Mangel
an Komplement C4 auftritt. Deshalb wurden in einem néchsten Schritt die MZB Zellen
von Interferonrezeptor (IFN-R) / Komplement-C4-doppelknockout Miusen untersucht.
Es zeigte sich, dass diese IFN-R/C4 def. Méuse signifikant mehr MZB Zellen besitzen,
als C4 def. Mause (0,05), und dass kein Unterschied besteht zwischen der MZB Zell
Anzahl von IFN-R/C4 def. und wt Mausen (p=0,73). Dariiber hinaus zeigte sich auch in
mit 20pg IgM anti dsDNA 1i.v. behandelten wt Méusen nach sechsstiindiger Inkubation
eine signifikante Verminderung der MZB Zellen verglichen mit unbehandelten wt
Maiusen (p<0,05). Tabelle 8 zeigt die PopulationsgroBen der MZB-Zellen [%] der
Gesamt-Lymphozyten.
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Abb. 12: B-Zellcharakterisierung in Splenozyten

A: Murine Splenozyten im Vorwérts-Seitwérts-Scatter, Lymphozyten (rotes Gate) sind
gegatet. B und C: Histogramm-Plot der verwendeten Oberflichenmarker CD21/35
FITC und CD1d PE (weif3) mit Isotypkontrolle (schwarz) Marginalzonen-B-Zellen sind
hoch-positiv  fir CD  21/35, sowie fir CDId. (Abkiirzungen siche

Abkiirzungsverzeichnis S. 7).

73



Ergebnisse

107 =
Z A
i 12.8% MZB
102 = Zellen
W
o
- 10—
=
[m]
O
10°—
¥ [ Illln%b.‘- Illll:ihzl --I1lal-
CD21/35 FITC
10° =
3 C
Z 6.8% MZB
107 = Zellen
W -
o
- 10'=
- =]
[m] =
o -
107 <
e 0t 107 10°

CD21/35 FITC

Populationsgrifie MZB-Zellen verschiedener Mausstiamme

H
-

CD1d PE

CD1d PE

107

10°

107

107

10%

=X
L=]
Fa

101

10°

B
’ 7.6% MZB
_ Zellen
L] IIIII:; 1I Illll:ilinzl IIII1IE!II3
CD21/35 FITC
D
] 15.0%  MZB
4 Zellen
B R T
CD21/35 FITC
E

[
I

"
® o

Populationsgrifie [%:]
4]

Wt unbeh.

Abb. 13: Vergleich der Populationsgrofie von Marginalzonen-B-Zellen

verschiedenen Mausstimmen

C4 def.

IFNR/C4 def.
Mausstamm

Wt + IgM
anti dsDNA

in

74



Ergebnisse

Durchflu8zytometrische Analyse von Splenozyten. Anfiarbung der B-Zellen mit
CD21/35 FITC, CD1d PE.

Populationsgrofle der Marginalzonen-B-Zellen von wt-Méusen (A), C4 def. Méiusen(B),
IFN-R/C4 def. Méusen (C) und wt Méausen + 20ug IgM anti dsDNA (D). E: Diagramm:
C4 def. Méduse haben signifikant weniger MZB Zellen, als wt Mause (N>8, p<0,005).
IFN-R/C4 def. Miduse haben signifikant mehr MZB Zellen, als C4 def. Méuse (N=>8,
p<0,05). Mit IgM anti dsDNA behandelte Mause haben signifikant weniger MZB

Zellen, als wt Méuse (N>8, p<0,05) (Abkiirzungen sieche Abkiirzungsverzeichnis S. 7).

Tabelle 8: Populationsgrofie von MZB-Zellen unterschiedlicher Mausstimme

MZB-Zellen von unbehandelten wt-, C4-def. und IFN-R/C4 def.-Miusen, sowie wt

Maiusen, behandelt mit 20ug

Populationsgrofle

[%]  der

Abkiirzungsverzeichnis S. 7).

IgM-anti-dsDNA
Gesamtlymphozyten

(Klon111s19).

Vergleich der

(Abkiirzungen siche

Mausstamm wt unbeh. C4 def. IFN-R/C4 def. wt + IgM anti
dsDNA

Populationsgrofie 11,55 7,63 12,18 8,10

[Yo]
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6 Diskussion

Der Systemische Lupus Erythematodes (SLE) ist eine autoimmune Systemerkrankung,
deren Entstehung einerseits mit der Defizienz frither Komplementkomponenten (CI,
C4, C2) des klassischen Aktivierungsweges der Komplementkaskade vergesellschaftet
ist. Andererseits besteht eine Assoziation des SLE zu einem aktivierten Interferon alpha
System. Bislang existieren keine Hypothesen, die diese Phidnomene vereinigend
erkléren.

Beobachtungen unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass in Komplement C4 defizienten (C4
def.) Médusen das IFN-a System aktiviert ist. AuBBerdem zeigt, sich, dass in C4 def.
Maiusen die Abrdumung apoptotischen Materials gestort ist. Der Grund hierfiir ist
wahrscheinlich die mangelnde Opsonisierung durch Komplementfaktoren.

Laut unserer Hypothese lagert sich apoptotische DNA, vermittelt durch natiirlich
vorkommende Antikérper vom Typ IgM, an der marginalen Zone der Milz ab. Auf
Grund der dortigen Zellarchitektur, dem gleichzeitigen Vorkommen von potentiell
antigen prispezifizierten Marginalzonen-B-Zellen und IFN-a-produzierenden-
Phagozyten der myeloiden Zellreihe, kann es zu einer Antikdrperproduktion durch
gegen DNA prispezifizierte MZB-Zellen kommen. Endogene DNA kann hierbei als
erstes, IFN-a als zweites notwendiges Signal fiir die Aktivierung der MZB-Zellen
fungieren. In dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass myeloide dendritische
Zellen in C4 def. Méausen IFN-a produzieren, und dass dies zu verschiedenen,
inflammatorischen Verdnderungen im Mikromilieu der MZ fiihrt. Im Folgenden sollen

diese Ergebnisse diskutiert werden.

6.1 Charakterisierung der Interferon alpha produzierenden Zellen

in der murinen Milz

Vor dem Hintergrund der Erkenntnis, dass dem Zytokin IFN-a in der Pathogenese von
SLE eine Schliisselrolle zukommt [64, 134-136] ist es von entscheidender Bedeutung,
auf welche Weise und durch welchen Stimulus das Typ I IFN System aktiviert wird,
und welches die Interferon-produzierenden Zellen sind.

Der Ursprung dieses Zytokins wird in der Literatur kontrovers diskutiert:

Es ist seit langerem bekannt, dass vor allem unter den PBMCs die PDCs in der Lage

sind, groBe Mengen Typ-I-IFN zu produzieren. Dies geschieht, wie in der Einleitung
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beschrieben bei Stimulation durch Viren, verschiedener Bakterien und durch Chromatin
enthaltende Immunkomplexe [27-29, 35, 36, 64, 68, 136]. Letztere sind im Rahmen der
Pathogenese von SLE von grof3em Interesse.

Neuere Erkenntnisse zeigen, dass auBler den PDCs auch MDCs nach Stimulation mit
Herpes-Simplex-Virus IFN-a produzieren. Dabei wurde beobachtet, dass die PDCs
gemessen an der Zytokin-Menge pro Zelle die groffiten Mengen IFN-o produzieren,
wegen des grofleren Anteils an MDCs im Gewebe, diese aber hauptsidchlich fiir die
gemessene [FN-a-Menge verantwortlich sind [67, 68].

Zur Klérung der Frage, welche Zellen im vorliegenden Mausmodell von SLE die
hauptsiachlichen IFN-a-Produzenten sind, mussten zunéchst die in der murinen Milz

vorhandenen mononukleédren Zellpopulationen identifiziert werden.

6.1.1 Subklassifizierung der Populationen mononukleirer Zellen in der
murinen Milz

In der durchfluzytometrischen Analyse der mononukledren Zellen der murinen Milz
konnten an Hand ihrer Expressionsstidrke von CD11b und CD11c¢ sechs unterschiedliche
Populationen differenziert werden. Tabelle 9 (entspricht Tabelle 4) zeigt

Subpopulationen mononukleédrer Zellen in der Mausmilz

Tabelle 9: Populationen mononukleirer Zellen in der Mausmilz

Zusammenfassung der Oberflichenmarker der einzelnen  Subpopulationen
mononukledrer Zellen. Expressionsstirken der Marker: +++ hochgradig positiv; ++
mittelgradig  positiv; + gering positiv; - negativ  (Abkiirzungen siehe

Abkiirzungsverzeichnis S. 7).

1: 2: 3: 4: 5:
Inflamma- residente Myeloide Plasmazytoide | Plsamazytoide
torische Gewebs- dendritische dendritische Vorléiufer-
Monozyten | monozyten Zellen Zellen zellen
CD11b +++ +++ ++ - -
CDl11c - ++ +++ +++ ++
MHC 11 - ++ +++ +++ +
CD8a - - - -+ ++
B220 - - + + 4t
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An Hand der fiir mononukledre Zellen charakteristischen Obrflachenmarkern konnten

diese Populationen identifiziert werden.

Population 1.)
Inflammatorischen Monozyten: Sie sind positiv fiir CD11b, negativ fiir CD11c. Da es
sich um unreife Zellen handelt, ist MHC II, welches vor allem auf reifen Zellen zu

finden ist, tiberwiegend negativ [55, 56, 137].

Population 2.)
Residente Gewebsmonozyten: Die Zellen sind méBig positiv fiir CD11c und positiv fiir

CD11b sind. Auch sie tragen, da unreif, kein MHC II auf ihrer Oberfldache [55, 56, 137].

Population 3.)

Myeloide dendritische Zellen (MDCs) — Diese Zellen sind hochpositiv fiir CD11¢ und
mittelgradig positiv fiir CD11b. Sie teilen sich in eine CD4 positive und eine CD4
negative Population auf Es handelt sich um reife antigenprisentierende Zellen, die

grof3e Mengen MHC II tragen [61].

Population 4.)

Plasmazytoide dendritische Zellen (PDCs): Diese Zellen sind hochpositiv fiir CD11c,
negativ fir den fiir Zellen der myeloiden Reihe charakteristischen Marker CD11b,
hochpositiv fiir CD8a und schwach positiv fiir B220. Auch dieses sind reife Zellen und
tragen groBe Mengen MHC II [25, 27-29, 62].

Population 5.)

Plasmazytoide Vorldufer-Zellen (pra-PDCs): Diese Population ist mittelgradig positiv
fiir den Dendritenmarker CDI11c, negativ fiir CD11b, hoch positiv fiir B220. Der
Reifemarker MHC II ist nur schwach positiv. Auch CD8a, welches erst im Zuge der
Reifung von PDCs exprimiert wird, ist weniger positiv als auf reifen PDCs. Es handelt
sich bei dieser Population um Vorldufer von PDCs, so genannte prd-PDCs. Dieses ist
die Population, die im peripheren Blut die Hauptmenge IFN-a produziert [25, 27-29,
62].
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6.1.2 Myeloide dendritische Zellen produzieren IFN-o nach Stimulation mit
IgM anti dsDNA

In den Vorergebnissen der Arbeitsgruppe zeigte sich, dass die Zellen, die in
unbehandelten C4 def. Méusen die grofite Menge an IFN-a-mRNA produzierten, positiv
waren fiir den Oberflichenmarker CD11b. Ebenso waren in mit IgM-anti-dsDNA
behandelten Mausen die Haupt-IFN-a Produzenten positiv fiir CD11b.

Innerhalb der CD11b positiven Population konnte mittels durchflulzytometrisch-
unterstiitztem Zellsorting gezeigt werden, dass in mit [gM-anti-dsDNA behandelten C4
def. Méusen die IFN-a-produzierenden Zellen positiv waren fiir CD11b und hochpositiv
fiir CD11c. Dieser Phénotyp entspricht dem von MDCs [61].

Wie in der Einleitung erwdhnt sind PDCs, jedoch weniger MDCs bekannt fiir ihre
Fahigkeit, durch virale Stimulation, aber auch durch Stimulation mit CpG-DNA und
Chromatin-enthaltenden Immunkomplexen grofle Mengen IFN-a zu produzieren [25,
63, 64]. In unserem Modell musste deshalb eine IFN-a-Produktion durch PDC-
Verunreinigungen ausgeschlossen werden: PDCs exprimieren in groBer Menge den
Oberflachenmarker B220 [27-29]. Wir konnten zeigen, dass die IFN-a-produzierenden
Zellen diesen Marker nicht exprimieren, und somit keine PDCs sein konnten.

Bislang konnte eine IFN-o-Produktion durch nicht-PDCs lediglich bei viraler
Stimulation der Zellen nachgewiesen werden. Nach Stimulation mit Herpes simplex
Virus (HSV) produzierten = Marginalzonenmakrophagen und  metallophilen
Makrophagen der murinen Milz groBBe Mengen IFN-a [52]. Dies konnten wir in
immunhistochemischen Féarbungen von Milz-Schnitten durch mit Newecastle-disease
Virus stimuliereten Méusen bestédtigen. Mehrfach konnte durch andere Arbeitsgruppen
IFN-0-Produktion nach viraler Stimulation in MDCs nachgewiesen werden [67, 138,
139]. CpG-DNA und Chromatin-enthaltende Immunkomplexe zeigten bislang jedoch
ihre interferogene Wirkung vermehrt auf PDCs.

Eine Erkldrung fiir unsere Ergebnisse bietet die Tatsache, dass sich IgM-enthaltende
Immunkomplexe an der Marginalen Zone der Milz ablagern, wo sie iiber den
Komplementrezeptor 2 (CD21/CR2) an Marginalzonen-B-Zellen gebunden werden [14,
140, 141]. Fir diese Bindung ist ein intaktes Komplementsystem essentiell. Bei
Defizienz von CD21/CR2, oder der Komplementkomponenten des klassischen
Aktivierungsweges (beschrieben fiir Cl1q und fiir C4) kénnen die IC nicht an die MZB
Zellen binden. Sie werden in diesem Fall von Zellen der myeloiden Reihe phagozytiert.

CR2/CD21 def. wirkt sich hierbei stirker aus, als Clq def. [140, 141]. Auf diese Weise
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konnen Chromatin-haltige IC in C4-Miusen in Zellen der myeloiden Reihe
internalisiert werden.

Es zeigt sich, dass eine solche Internalisierung fiir die Aktivierung des IFN-o Systems
unerlésslich ist:

Auf PDCs scheint hierfiir der Fc-Rezeptor II (CD32/FcyRII) verantwortlich zu sein.
Dieser kommt jedoch auf MDCs nicht vor [138, 139, 142, 143]. Er ist fiir die
Erkennung der Fc-Fragmente von IgG Immunkomplexen zustdndig. In
Blockierungsversuchen des FcyRII zeigt sich eine deutlich verminderte Sezernierung
von IFN-a [138, 139, 142]. Ein Erklarungsversuch fiir dieses Phdnomen beinhaltet die
Involvierung des pattern recognition receptors Toll-like-Rezeptor 9 (TLR 9). Dieser
liegt intrazelluldr unter anderem in den Endosomen vor, in die internalisierte 1C
gelangen [33, 143-146]. Er hat sich als notwendig fiir die In-vitro-Aktivierung des IFN-
a-Systems in PDCs durch Chromatin-haltige IC herausgestellt [35, 36, 143]. Einen
weiteren Hinweis auf die Involvierung des TLR 9 in die Aktivierung des IFN-a Systems
in unserem Modell liefern bisher unverdffentlichte Ergebnisse, nach denen es nach
Stimulation mit IgM anti dsSDNA zu einer Vermehrung der TLR 9 mRNA innerhalb der
IFN-a produzierenden Zellpopulation kommt.

Interessanterweise scheint die IFN-a-Produktion der MDCs im Gegensatz zu den PDCs
unabhdngig vom TLR 9 zu sein:

MDCs aus Milz und Knochenmark produzieren IFN-o auf Stimulation mit Herpes-
simplex Virus in-vitro unabhédngig vom TLR9Y, [68]. Mit Sdugetier-DNA transfizierte
DCs aus dem Knochenmark produzieren ebenfalls unabhdngig vom TLR 9 IFN-a [147,
148]. Es wird eine Aktivierung iiber so genannte [Interferon-responsive-Factors
angenommen, die ebenfalls intrazelluldr vorliegen [147, 148]. Diese stellen eine
Promotor-Region auf dem Genlocus von Typ-I-IFN dar [149]. Der gleiche
Aktivierungsweg wird auch fiir die TLR unabhingige, massive Aktivierung des Typ-I-
IFN Systems in DNase-1I defizienten Mausen angenommen, bei denen es zu einer
Einlagerung apoptotischer DNA in den Endosomen der Lebermakrophagen kommt
[150].

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass in unserem SLE-Modell die MDCs fiir die
IFN-a-Produktion durch Stimulation mit Chromatin-haltigen IC verantwortlich waren,
obwohl bislang vermehrt PDCs hierfiir verantwortlich gemacht wurden. Es konnte noch
nicht endgiiltig geklart werden, ob diese IFN-a-Produktion in unserem Modell vom

TLRO abhingig ist, oder nicht. Bisher unverdffentlichte Daten weisen jedoch auf eine
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TLR9-Abhéngigkeit hin. In jedem Fall erscheint eine Internalisierung der IC notwendig
zu sein, da sowohl der TLRY, als auch die Interferon-Response-Factors ausschliellich
intrazelluldr vorliegen. Diese Internalisierung kann durch die in Komplement-
defizienten Individuen vermehrt auftretende Phagozytose von an der MZ abgelagerten

IgM-enthaltenden IC durch Phagozyten der myeloiden Reihe erfolgen [140, 141].

6.2 Verinderungen des zelluliren Mikromilieus der murinen Milz
durch Deposition von IgM-anti-dsDNA und Produktion von Interferon

alpha

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, spielt das proinflammatorische Zytokin
Interferon alpha eine entscheidende Rolle in der Pathogenese von Systemischem Lupus
Erythematodes. Um diese Rolle genauer zu verstehen sollte im Rahmen dieser
Dissertation die Auswirkung des IFN-o auf das zellulire Mikromilieu der Milz
untersucht werden.

Vorergebnisse der Arbeitsgruppe zeigen, dass es durch die Injektion von Antikorpern
vom Typ IgM-anti-dsDNA einerseits zu einer Ablagerung von endogener-DNA-
enthaltenden IC an der marginalen Zone und andererseits zu einer signifikanten
Erhohung der IFNo- mRNA-Spiegel in CD11b pos. Zellen der murinen Milz kommt.

Auf diese Weise sollte ein frithes Stadium von SLE simuliert werden [14].

6.2.1 Verianderungen der mononukleiren Zellen der Marginalen Zone der
murinen Milz durch IgM-anti-dsDNA Deposition und Produktion von Interferon
alpha

In dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass ein aktiviertes IFN-a System zu einer
Invasion einer bestimmten Population mononukleédrer Zellen fiihrt. Diese ist an Hand
thres Phénotyps als inflammatorische Monozyten zu bezeichnen: Sie sind hochpositv
fiir CD11b, negativ fiir CD11c und negativ fiir MHC [55, 56, 58, 137]. Bei wt-Méusen,
die mit IgM anti dsDNA immunisiert wurden zeigten sich nach sechsstiindiger
Inkubation signifikant erhohte Zellzahlen innerhalb dieser Population verglichen mit
unbehandelten wt-Méusen. Auch bei C4 def. Méusen, die ein spontan aktiviertes [FN-a-
System besitzen, war verglichen mit unbehandelten wt-Méusen die Population der

inflammatorischen Monozyten signifikant vergrofert.
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Inflammatorische Monozyten migrieren aus der Blutbahn an den Ort einer
Inflammation, wo sie Phagozytose betreiben und daraufthin rasch beginnen, CD11c und
MHC II Molekiile zu exprimieren [56]. Danach kommt es bei einem Teil dieser
eingewanderten Monozyten zu einer weiteren Ausreifung zu MDCs, sodass sie im
abfilhrenden Lymphknoten wieder gefunden werden [56], wo sie T-Zell-abhingige
Immunitét initileren konnen. Ein anderer Teil der Zellen verbleibt im Gewebe als
Makrophagen [58]. Durch die Injektion von IgM anti dsDNA kommt es zu einer
teilweise signifikanten Erhohung von proinflammatorischen Zytokinen, wie IFN y und
IFN-a [14]. Dies ist eine mogliche Begriindung fiir die Invasion der inflammatorischen
Monozyten. Weiterhin ist es ein Hinweis auf ein spontan bestehendes entziindliches
Geschehen an der MZ der Milz C4 defizienter Méuse. Neuere Ergebnisse zeigen ein
Korrelat hierzu im humanen System: MDCs von Patienten mit SLE weisen einen
abnormen Phénotyp auf, der charakterisiert ist durch raschere Ausreifung und
Differenzierung von Monozyten zu MDCs mit konsekutiv vermehrter Aktivierung von
allogenen T-Zellen [151].

Chromatin-enthaltende Immunkomplexe stimulieren somit die Sekretion von Typ I IFN,
welches wiederum zu einer vermehrten Invasion und Ausreifung von T-Zell-
stimulierenden MDCs, sowohl im Mausmodell, als auch im humanen SLE zu fiihren

scheint [56, 58].

6.2.2 Verinderungen der Marginalzonen B-Zell-Population der murinen Milz
durch IgM-anti-dsDNA Deposition und Produktion von Interferon alpha

Die Ergebnisse dieser Dissertation zeigen, dass unbehandelte C4 defiziente Méuse,
verglichen mit unbehandelten wt Méusen signifikant weniger Marginalzonen B-Zellen
(MZB-Zellen) besitzen. In C4 def. Méusen jedoch, die zusdtzlich auch fiir den
Interferon Rezeptor (IFN-R) defizient waren, so genannte doppelknockout-Mause (IFN-
R/C4 def.) fanden sich ebenso viele MZB Zellen, wie in wt Miusen, und damit
signifikant mehr, als in C4 def. Mausen. Auferdem zeigten auch wt Méuse, die mit [gM
anti dsDNA behandelt wurden nach sechsstiindiger Inkubation eine signifikante
Verringerung threr MZB Zellen, verglichen mit unbehandelten wt Miusen.

Zumindest im Fall der C4 def. Mduse ist demnach das IFN-a fiir die Verringerung der
MZB-Zellen verantwortlich. Auf welche Weise intravends injiziertes IgM anti dsDNA

zu einer Verringerung der MZB-Zellen fiihrt bleibt zunédchst unklar. Es gibt jedoch
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verschiedene Erkldrungsversuche fiir dieses Phidnomen, die im Folgenden erortert

werden.

6.2.2.1 Auswirkung der Deposition von IgM-anti-dsDNA Immunkomplexen an
der Marginalen Zone auf die Marginalzonen B-Zellen

Bei intravendser Injektion von IgM-anti-dsDNA kommt es zu einer Deposition der
gebildeten Immunkomplexe an der marginalen Zone der Milz [14]. Ahnliche Ergebnisse
zeigen sich auch bei Injektion von Immunkomplexen aus IgM-anti-Nitrophenyl (NP)
und ihrem Liganden Trinitrophenyl (TNP) [54].

Diese IC werden an der marginalen Zone iiber den Komplementrezeptor 2 (CR2/CD21)
an MZB-Zellen abgelagert. Als Folge dessen wandern die MZB-Zellen aus der
marginalen Zone in den Follikel, wo sie spédter in Assoziation mit follikuldren-
dendritischen Zellen (FDC) gefunden werden [54, 140, 141]. Dies geschieht innerhalb
der ersten zehn Stunden nach der Injektion. Somit kann dieses Ergebnis eine
Begriindung fiir die verringerte Anzahl MZB-Zellen in mit IgM-anti-dsDNA
behandelten wt Méausen sein.

Weiterhin zeigt dieses Ergebnis die Fahigkeit von IgM-Antikérpern, Immunkomplexe
an die MZ zu vermitteln [140, 141]. Eine vermehrte Ablagerung von in C4 def. Méusen
erhohter endogener DNA mittels natiirlich vorkommendem IgM-anti-dsDNA erscheint

somit sehr wahrscheinlich.

6.2.2.2 Auswirkung von IFN-a auf die Marginalzonen B-Zellen

Wie bereits im Ergebnisteil (Kapitel 5.2.2) beschrieben liegen in IFN-R/C4 def. Médusen
normale MZB-Zellzahlen vor. Auf Grund dieser Tatsache kann man annehmen, dass der
Hauptgrund fiir die geringere Menge an MZB-Zellen in der MZ von C4 def. Méusen die
erhohten IFN-a Spiegel in diesen Méusen sind.

Zwei Mechanismen sind in der Literatur beschrieben, die dieses Ergebnis erkldren
konnen:

Le Bon et al. fanden heraus, dass IFN-a , sowohl direkt injiziert, als auch induziert
durch die synthetisch hergestellte Doppelstrang-RNA (dsRNA) Poly-I:C die humorale
Immunantwort auf gleichzeitig injiziertes Antigen signifikant verstirkte [39]. Die
Defizienz des Interferon-Rezeptors (IFN-R def.) fiihrte zu einer signifikanten
Minderung der Immunantwort [38, 39, 43, 152, 153]. IFN-a wirkt dabei direkt auf die

B-Zellen ein. Nur zu geringen Teilen haben DCs einen Einfluss auf diese Stimulation:
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Zum einen fiihrte der Transfer von IFN-R positiven DCs in IFN-R def. Mause nur zu
einer geringen Verstirkung der Immunantwort. Zum anderen fiihrte die gezielte
Inaktivierung des IFN-R in B-Zellen zu einer signifikanten Minderung der
Immunantwort [38, 39, 43, 152, 153]. IFN-a ist in der Lage, die Bildung von
Antikdrper-produzierenden Plasmazellen aus naiven B-Zellen zu fordern und ist
notwendig fiir eine effektive Bildung dieser Plasmazellen: Ohne von PDCs gebildetes
I[FN-a findet in gemeinsamen in vitro Kulturen keine Ausreifung von B-Zellen zu
Plasmazellen statt wenn diese mit Viren inkubiert werden. Wichtig hierfiir ist allerdings
eine vorherige Spezifizierung und Aktivierung der B-Zellen durch das Virus [154].
Nicht nur in CpG-DNA stimulierten humanen Mononukledren Zellen des peripheren
Blutes (PBMCs) werden B-Zellen aktiviert und reifen konsekutiv zu Plasmazellen aus.
In In-vitro-Kulturen, in denen sich ausschlie8lich PDCs und B-Zellen befinden, werden
diese B-Zellen ebenfalls aktiviert und reifen zu Plasmazellen aus. Sie produzieren
hierbei hauptsdchlich Antikérper vom Typ IgM. Wichtiger Stimulus der B-Zellen ist
das IFN-a, welches von den PDCs nach Stimulation mit CpG-DNA produziert wird.
Besonders effektiv verlduft diese Aktivierung und Antikorperproduktion, wenn die B-
Zellen gleichzeitig mit einem Liganden fiir den B-Zell-Rezeptor behandelt werden
[155].

Diese Aktivierung der B-Zellen erfolgt auch, wenn B-Zellen iiber ihren B-Zellrezeptor
(BCR) Immunkomplexe aufnehmen, die aus Chromatin und IgG-anti-Chromatin
bestehen. Hierbei findet eine Aktivierung iiber den TLR-9 statt [119, 156]. Diese
Ergebnisse zeigen, dass nicht nur CpG-DNA, die physiologisch seltener im Vertebraten
zu finden ist, sondern auch Immunkomplexe aus autoimmunen Seren, B-Zellen {iber
den BCR aktivieren konnen.

In den bisher beschriebenen Untersuchungen stellte sich fiir die weitere Aktivierung von
B-Zellen zu antikorperproduzierenden Plasmazellen die vorherige Spezifizierung der B-
Zellen fiir ein bestimmtes Antigen als wichtiger Faktor heraus [154, 157]. Im Rahmen
der Produktion von Autoantikérpern nehmen die MZB-Zellen unter anderem deshalb
eine exponierte Stellung ein, da sich in verschiedenen Experimenten gezeigt hat, dass in
Modellméausen fiir SLE die MZB-Zellen vermehrt gegen nukledre Antigene
praspezifiziert sind und in Modellen fiir Autoimmunitdt fiir Produktion von
Autoantikérpern verantwortlich sind [53, 91, 158-160]. Weiterhin fiihrt der adoptive
Transfer autoreaktiver B-Zellen in wt Miuse zu einer Migration dieser Zellen in die MZ

[157].
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Eine Aktivierung und Ausreifung von B-Zellen zu antikorperproduzierenden
Plasmazellen konnte demnach stattfinden, wenn diese B-Zellen tiber ihren BCR Antigen
erkennen, bei gleichzeitiger Stimulation mit IFN-o. Bemerkenswert ist in diesem
Zusammenhang, dass der gleiche Stimulus, ndmlich Chromatin-enthaltende-1C sowohl
eine B-Zell-Aktivierung, als auch eine IFN-a Antwort in dendritischen Zellen
hervorruft [35, 36, 119, 156]. Bei dieser Interaktion weisen MZB Zellen die ndtige
vorherige Spezifizierung gegen Chromatin auf und reifen zu Plasmazellen aus. Sie
verlassen daraufhin innerhalb von Stunden die MZ und verlieren ithren MZB
Zellphdnotyp [71, 161]. Hieraus kann folgende Hypothese abgeleitet werden:

An gegen DNA préspezifizierten MZB-Zellen abgelagerte endogene DNA, wie sie in
C4 def. Miusen vermehrt vorkommt, fithrt zusammen mit ebenfalls vermehrt
vorliegendem IFN-a als zweitem Signal zu einer gesteigerten Ausreifung von MZB
Zellen zu Plasmazellen.

Diese Hypothese wird durch neuere Erkenntnisse gestiitzt, laut derer in SLE-
pradisponierten Clg-defizienten Méausen ebenfalls verringerte Zahlen an MZB-Zellen

und vermehrt Plasmazellen vorliegen [162].

6.3 Die Kolokalisation von Marginalzonen-B-Zellen, Interferon-
produzierenden Zellen und Chromatin-haltiger Immunkomplexe kann

die Ausbildung autoimmuner Phinomene begriinden.

Frithere Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass in Komplement C4 defizienten
Maiusen spontan vermehrt IFN-a produziert wird, verglichen mit wt Mausen. Weiterhin
fiihrt die Injektion IgM enthaltender Immunkomplexe zu einer Deposition der IC an der
MZ. Bestehen diese IC aus frithen SLE-typischen Antikorpern (IgM anti dsDNA) und
endogener DNA, so kommt es zu einer Steigerung der IFN-o Produktion in C4 def.
Mausen durch eine Zellpopulation, die den Oberflaichenmarker CD11b exprimiert.

In der murinen Milz kénnen sechs verschiedene Subpopulationen mononukleédrer Zellen
an Hand der Oberflaichenmarker CD11b und CD1l1c differenziert werden. In dieser
Dissertation konnte die in diesem Modell IFN-a-produzierende Subpopulation
identifiziert werden: Sie ist hochgradig positiv fiir CD11c und mittelgradig positiv fiir
CDI11b. Damit gehort sie zu den MDCs [61]. Dieses Ergebnis steht in einigem

Widerspruch zu zahlreichen Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die die PDCs als
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Haupt-IFN-a-Produzenten identifiziert haben [27-29, 35, 36, 64, 68]. Mittlerweile
mehren sich jedoch die Ergebnisse, in denen auch MDCs IFN-a zu produzieren
vermogen [67, 68].

In keinem anderen Versuchsaufbau wurden hierfiir jedoch Immunkomplexe aus frithen
SLE-typischen Antikorpern (IgM anti-dsDNA) und deren Antigen endogener DNA
verwendet, welches in C4 def. Méusen gehduft vorkommt. Damit befindet sich unser
Modell deutlich ndher an der Pathogenese des humanen SLE, als es z.B. die
Verwendung von CpG-DNA als Antigen fiir injizierte Antikdrper zuliel3e.

In Abhéngigkeit des vermehrt in C4 def. Méusen produzierten IFN-a kommt es zu
signifikanter Verringerung der MZB Zellen, verglichen mit wt Méausen. In IFN-R/C4
def. Méusen findet sich diese Verdnderung nicht: Sie weisen den gleichen Phénotyp auf,
wie wt Mause.

Wie beschrieben kommen an der MZ gehiuft Zellen mit autoimmuner Praspezifizierung
vor, als in anderen Kompartimenten des Korpers [53, 91, 154, 157]. IFN-a ist in der
Lage zusammen mit dem spezifischen Antigen die Ausreifung einer B-Zelle zur
Autoantikorper-produzierenden Plasmazelle zu bewirken. Sie verliert darauthin ihren
vorherigen Phénotyp. Die verringerte Anzahl an MZB-Zellen in C4 def. Méusen weist
demnach moglicherweise auf eine vermehrte Ausreifung zu autoimmunen Plasmazellen
hin, die abhdngig ist von durch MDCs produziertem IFN-a. Endogen vermehrt
vorliegende dsDNA in C4 def. Miusen sorgt demnach einerseits fiir eine Stimulation
der MDCs zur IFN-a Produktion, andererseits fiir eine Aktivierung der autoimmun
praspezifizierten MZB-Zellen, zusammen mit dem zuvor sezernierten IFN-a.

Abb. 14 gibt eine zusammenfassende Ubersicht der Hypothese der Arbeitsgruppe, iiber
den Zusammenhang zwischen Komplement C4-Defizienz und der Entstehung von
systemischem Lupus Erythematodes.

Die Schliisselrolle des IFN-a in der Pathogenese des SLE wird hier sehr deutlich. An
dieser Stelle konnte z.B. ein therapeutischer Ansatz mit humanisierten monklonalen

Antikorpern gegen IFN-a in der SLE-Therapie ansetzen.
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Komplement G4 Defizienz

l

LClearancedefeki” fiir Apoptotische
Korperchen

l

Erhohte Konzentration zirkulierender
endogenar DMNA

Ablagerung apoplotischer Korperchen

an der marginalen Zone der Milz

i

Phagozylose Erkennung von apopiotischem Material
durch Marginalzonen-Makrophagen durch autoimmun praspezifizierie
l Marginalzonen-B-Zellen

Aldivierung von TLR Rezeptoren in wviveo

l

Produktion von Inferferon alpha

durch C011b Zellen

“__‘__‘\Mp

Aktivierung von Marginalzonen-B-Zellen
durch Interferon alpha zu Plsamazellen

\

Verlust des Marginalzonen-

B-Zellphanotyps

|

Yerringerte Anzahlen von

Marginalzonen-B-Zellen
k)

lgG Autoantikérper gegen nukledre
Antigena

\

Bildung von Immunkomplexen mit
inflammatorischer Reaktion

Abb. 14: Hypothese der Arbeitsgruppe
Schematische Darstellung des Zusammenhangs zwischen Komplement C4-Defizienz

und der Entstehung von systemischem Lupus Erythematodes.
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7  Zusammenfassung

Der Systemische Lupus Erythematodes ist eine autoimmune Systemerkrankung fiir die
eine Ablagerung von Immunkomplexen in Geweben mit nachfolgender Entziindung
charakteristisch ist. Seine Entstehung ist zum einen mit der Defizienz friiher
Komplementkomponenten des klassischen Aktivierungsweges (Cl1, C4, C2), zum
anderen mit einem aktivierten Typ-I-Interferonsystem assoziiert. Bislang existieren
keine gesicherten Kenntnisse, die beide Phdnomene zusammenhingend erkléren.
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zeigen, dass Komplement C4-defiziente Mause sowohl
erhohte Konzentrationen endogener DNA im Serum, als auch ein spontan aktiviertes
Interferon-alpha-System aufweisen. Die Expression von Interferon alpha kann durch
gezielte Ablagerung von DNA an der marginalen Zone der Milz gesteigert werden.
Dieses wird erreicht durch die intravendse Applikation von apoptotischer DNA oder
von fiir Systemischen Lupus Erythematodes typischen Antikoérpern vom Typ IgM gegen
Doppelstrang-DNA.

Unklar war bisher, welche Zellen genau innerhalb der marginalen Zone fiir die
Interferon alpha-Produktion verantwortlich sind und welche Auswirkungen Interferon
auf das zelluldre Mikromilieu der marginalen Zone hat.

Es wurde die Interferon alpha-Produktion von mononukledren Zellen aus Milzen von
Wildtyp- und Komplement-C4-defizienten Mausen, jeweils unbehandelt und mit IgM
gegen Doppelstrang-DNA behandelt, untersucht. Die Isolation dieser Zellen erfolgte mit
Hilfe von Antikérper-besetzten magnetischen Partikeln und durchflu8zytometrischer
Zellaufreinigung. Obwohl bekannt ist, dass im Menschen typischerweise die CDI11b
negativen, CDI1l1c positiven plasmazytoiden dendritischen Zellen Interferon alpha
produzieren, zeigte es sich, dass in diesem Modell die Interferon alpha-produzierenden
Zellen auf ihrer Oberfliche die fiir myeloide dendritische Zellen charakteristischen
Marker CD11b und CDllc exprimieren. Interferon alpha-Produktion wurde in
myeloiden dendritischen Zellen im Mausmodell, bislang nur bei viraler Stimulation
nachgewiesen, jedoch nicht, bei Stimulation mit DNA-enthaltenden Immunkomplexen.
An der marginalen Zone abgelagerte endogene DNA konnte demnach mit Hilfe des
Toll-like-Rezeptors 9 erkannt werden und zu der beobachteten Produktion signifikanter
Mengen von Interferon alpha fiihren.

Lokal produziertes Interferon alpha hat offenbar unmittelbare Auswirkungen auf die

zelluldre Zusammensetzung der marginalen Zone: Die durchfluzytometrische Analyse
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zeigte eine signifikante Vermehrung der inflammatorischen Monozyten und eine
verringerte Anzahl von Marginalzonen-B-Zellen in C4-defizienten Miusen, verglichen
mit unbehandelten Wildtyp-Mausen. Ist die Signaltransduktion des Interferon alpha
durch Defizienz des Interferon-Rezeptors unterbrochen, liegen trotz gleichzeitiger C4-
Defizienz normale Zellzahlen vor. Es konnte so bewiesen werden, dass die
beobachteten  Verdnderungen ursdchlich auf vermehrtes Interferon alpha
zuriickzufilhren  sind.  Gleichzeitiger =~ Kontakt  autoimmun  préaspezifizierter
Marginalzonen-B-Zellen mit endogener DNA, sowie mit Interferon alpha konnte zu
einer Ausreifung zu Plasmablasten und konsekutivem Verlust ihres Phinotyps fiihren.
Auf ein entzlindliches Geschehen an der Marginalen Zone unter aktiviertem Typ-I-
Interferon-System deutet weiterhin die Vermehrung der, als inflammatorische
Monozyten zu klassifizierenden Mononukledren Zellen hin.

In dieser Dissertation konnte die besondere Rolle der Marginalen Zone der Milz in der
Pathogenese des Systemischen Lupus Erythematodes gezeigt werden. Diese kommt
zustande durch die Kolokalisation von Interferon alpha produzierenden myeloiden
Phagozyten und Marginalzonen-B-Zellen, denen eine gehdufte autoimmune
Préspezifizierung zugeschrieben wird, und deren Mikromilieu signifikant verdndert ist

unter einem durch DNA Ablagerung aktivierten Interferon alpha System.
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