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1. Einleitung

1.1 Rheumatoide Arthritis und Juvenile Idiopathische Arthritis

Die Arthritis zahlt zu den haufigsten Erkrankungen des Menschen. Mit einer
Pravalenz von etwa 1% stellt die rheumatoide Arthritis (RA) die am haufigsten
vorkommende, entzindliche Gelenkerkrankung dar (88). In Deutschland wird
die Anzahl der RA-Patienten auf ca. 1 Million geschatzt. Die juvenile
idiopathische Arthritis (JIA) ist die haufigste rheumatische Erkrankung bei
Kindern aller Altersstufen in Deutschland mit einer geschatzten Inzidenz von
750 - 900 Neuerkrankungen pro Jahr und einer Pravalenz von 3.600 — 4.350

Kindern und Jugendlichen unter 16 Jahren per annum (107).

Die komplexe Pathogenese dieser Autoimmunerkrankungen ist nur zum Teil
bekannt. Bei Autoimmunerkrankungen richtet sich die Aktivitat des
Immunsystems gegen korpereigene Strukturen durch Ausbildung von
Autoantikérpern.  Autoimmunerkrankungen sind durch eine falsche
Programmierung des Immunsystems gekennzeichnet. Genetische (MHC:
Haupt-Histokompatibilitatskomplex, engl.: major histocompatibility complex) und
exogene Faktoren spielen, nicht nur in der Ausldsung, sondern auch in der
Chronifizierung der RA eine Rolle. Das Genprodukt der MHC-Klasse |lI-Gene
wird in drei Isotypen eingeteilt: HLA-DR, HLA-DQ und HLA-DP (engl.: human
leucocyte antigen, HLA). Die Allele HLA-DRB1*0401 und HLA-DRB1*0404 sind
sehr stark mit der Entstehung der RA assoziiert (111). Bei der RA werden
zusatzlich neben den immunologischen Faktoren geschlechtspezifische
Faktoren diskutiert (25). Man nimmt an, dass je nach genetischem Hintergrund

virale oder bakterielle Antigene als Ausloser der RA dienen kdnnen.

Das Zusammenspiel der genetischen Veranlagung, der Umweltfaktoren (z.B.
Infektionserreger) und bisher nicht definierten Regulationsmechanismen wird im

pathophysiologischen Geschehen der RA anerkannt (111). Im Gelenk wird ein
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unbekanntes Antigen von den Antigen-prasentierenden Zellen (engl.: antigen-
presenting cells, APCs) mit Hilfe von MHC-Klasse-ll-Molekilen den CD4" T-
Lymphozyten prasentiert. Es folgt eine Aktivierung dieser Zellen mit Freisetzung
von Zytokinen (IL-2, IFN-y), was zu einer B-Zell-Proliferation und
Antikorperbildung sowie Monozyten/Makrophagen-Stimulierung fuhrt. Die
aktivierten Monozyten/Makrophagen setzen proinflammatorische Zytokine
(TNF-a, IL-1) frei, die eine Aktivierung von Synovialzellen, Fibroblasten,
Endothelzellen und Osteoklasten auslésen. Es kommt zur Gelenksentzindung.
Die Freisetzung von matrixabbauenden Enzymen (Matrixmetalloproteinasen,
Kollagenasen), Zytokinen (IL-8, IL-15, IL-16) und Adhasionsmolekulen (ELAM-
1, ICAM-1, VCAM-1) steigert den Entzindungsprozess und verursacht Knorpel-

und Knochenzerstérung (Abb. 1).
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Abb.1: Induktion und Pathogenese der Rheumatoiden Arthritis. Ein
unbekanntes, exogenes Antigen (Ag) lost im Gelenk bei einem genetisch
empfindlichen Individuum eine antigenabhangige Immunantwort aus. Durch
Prozessierung und Prasentation des arthritogenen Peptides bei Antigen-
prasentierenden Zellen (APCs), z.B.: Synovialzellen, werden die CD4" T-Zellen
(T) aktiviert und diese stimulieren via IL-2 und IFN-y B-Lymphozyten (B) und
Makrophagen (M). Es kommt zur Inflammation des Gelenkspaltes. Die B-Zellen
produzieren Antikorper (Ak), insbesondere Rheumafaktoren, was in einer
Komplementaktivierung endet. Makrophagen (M) schitten pro-inflammatorische
Zytokine aus (TNF-a, IL-1), welche zu einer Stimulierung der ortsstandigen
mesenchymalen Zellen fuhrt. Die Proliferation und Aktivierung der
Synovialzellen (S), Fibroblasten (F), Endothelzellen, Chondrozyten (Ch), und
Osteoklasten (OKkl) ruft Synovitis, Pannusbildung, Knorpelzerstérung und
Knochenresorption hervor.
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1.2 Collagen induzierte Arthritis als experimentelles Modell der RA / JIA

Die Collagen induzierte Arthritis (CIA) wurde bereits 1977 von Trentham und
Mitarbeitern in Ratten beschrieben (104). Das Mausmodell der CIA wurde 1980
etabliert (13). Dieses experimentelle Arthritismodell wird fur Pathogenese-

Studien und fur die Entwicklung von Therapien verwandt.

Die CIA ist eine Autoimmunarthritis, die durch Injektion von heterologem (13,
91, 114) oder autologem Typ—II-Collagen (ClI) (32, 34) ausgeldst wird. Collagen
Il ist ein knorpelspezifisches Protein, das die Druckresistenz der Gelenkknorpel
bestimmt. Die Immunisierung mit Collagen Il und Freund’schem Adjuvant ruft
eine schnelle und schwere Polyarthritis der Gelenke in Extremitaten von
Mausen hervor, die 3 bis 4 Wochen nach der Immunisierung klinisch sichtbar
wird. Die Mause entwickeln neben anderen Autoimmunphanomenen eine
Rheumafaktor-positive, erosive Arthritis, die in vielen Merkmalen Ahnlichkeiten
zur RA aufweist (31, 70, 92). Histopathologische Befunde wie z.B.
Fibrinanlagerung, Hyperplasie von Synoviozyten mit Bildung eines Pannus,
Makrophageninfiltration, Hyperplasie und Immigration von Lymphozyten,
Knorpel- und Knochendestruktion sind wie bei der RA im CIA Modell
beschrieben worden (13, 104).

1.2.1 Immunpathogenese der Collagen-induzierten Arthritis

An CIA erkranken nur Mause mit bestimmten MHC-II-Haplotypen (H-2% und H-
2") (35, 109, 114, 115). Da fur die Antigenprasentation eine Bindung und
Interaktion zwischen dem MHC-Klasse-II-Molekul auf APCs und dem CD4-
Molekul (engl.: cluster of differentiation, CD) der T-Zellen erforderlich ist, sind
die Cll-reaktiven CD4" T-Zellen von zentraler pathogenetischer Bedeutung in
der Entstehung von CIA. Die CD8+ T-Zellen haben bei der CIA eine initiative
bzw. regulative Rolle. Fiir die CIA-Auslésung sind CD8" T—Zellen nétig, ebenso

fur die Verhinderung einer sekundaren Induktion der Erkrankung (97).
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Beobachtungen, dass die Behandlung zur Zeit der Cll-Immunisierung mit
monoklonalen Antikérpern gegen das CD4-Molekul (8, 59, 78), den T-Zell-
Rezeptor-ap (7, 68, 117), den Interleukin-2-Rezeptor (CD25) (2) und das CD28-
Molekul (110) die Entwicklung der Arthritis unterdruckt, beweisen die Rolle der

T-Zellen in der Induktion der Erkrankung.

Fir die Ubertragung von CIA in SCID-Mause (engl.: severe combined
immunodeficiency) oder syngene T-Zell-depletierte DBA/1-Mause sind sowohl
T-Zellen als auch anti-Cll-Antikorper fur die Krankheitsauslosung erforderlich
(83, 102, 113).

Die Ausbildung von anti-Cll-spezifischen Antikérpern durch B-Zellen ist
assoziiert mit Gelenkschaden (33, 90, 91, 96, 103, 115). Die Cll-Immunisierung
in DBA/1-Mausen fuhrt zu einer schnellen Aktivierung der B-Zellen und einer
Cll-spezifischen-Antikorper-Produktion (32, 35, 91), besonders von
Komplement-fixierenden Antikorpern der IgG2a-Subklasse (109). Es ist zu
vermuten, dass die Bindung von Komplement-aktivierenden 1gG-
Autoantikorpern mit dem Collagen Il des Gelenkknorpels eine entscheidende
Rolle in der Entstehung des Entzindungsprozesses im Gelenk spielt.
Untersuchungen bei Fcy-Rezeptor-knock-out-DBA/1-Mausen zeigten, dass in
Abwesenheit von FcyR-l und FcyR-llI-Rezeptoren, trotz einer ClII-
Immunisierung mit zellularer Immunantwort und Ausbildung Cll-spezifischer
Antikorper, die Arthritis unterdrickt werden konnte (47). In diesem Modell ist die
Bindung von IgG-Immunkomplex an Fc-Rezeptoren der Phagozyten
unterbrochen und damit die Antikorper-abhangige, zytotoxische Immunantwort

durch naturliche Killer-Zellen (engl.: natural killer, NK) verhindert worden.

Fir die Induktion einer schweren CIA ist es notwendig, sowohl mit Collagen Il

als auch mit komplettem Freund'schen Adjuvant (engl.: complete Freund’s
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Adjuvant, CFA) zu immunisieren. Die Ko-Immunisierung mit CFA begunstigt die
Differenzierung der T-Zellen in Th1-Zellen (engl.: T helper cell clon 1) (61). Bei
DBA/1-Mausen ist die Th1-Immunantwort mit der assoziierten Interferon-y-
Freisetzung und [gG2a-Antikdrper-Produktion verantwortlich  fir den
Entzindungsprozess und die Induktion der Arthritis (74). Die Produktion von
Interferon-y (IFN-y) zeigt aullerdem eine regulative Funktion und damit eine
paradoxe Rolle in der Pathogenese der CIA (3, 58, 105).

Zusammenfassend wird angenommen, dass die CII/CFA-Immunisierung in H2°-
Mausen eine Differenzierung der T-Zellen in Th1-Zellen bewirkt. Infolge der
IFN-y-Freisetzung wird bei Cll-spezifischen, aktivierten B-Zellen ein
Immunglobulin-Klassen-Switch induziert und die lgG2a-Antikdrper-Produktion
begulnstigt. Die Bildung von IgG2a-Cll-immunkomplexen im Gelenk aktiviert
Komplement, das wiederum eine hohere  Durchlassigkeit der
Endothelkapillarwande bewirkt und die Einwanderung aktivierter T-Zellen,
Monozyten und Granulozyten beglnstigt. Die von aktivierten Makrophagen
freigesetzten Zytokine (TNF-a und IL-1) locken weitere Zellen in den
Gelenkspalt und fuhren zu einer Freisetzung von Prostaglandinen und
Kollagenase bei Chondrozyten, Fibroblasten und Synoviozyten mit der Folge

einer Knorpeldestruktion (57).

1.2.1.1 Aktivierung der T-Zellen und ihre Bedeutung in der Induktion von CIA

Die Entwicklung der CIA ist abhangig von der Aktivierung von T-Zellen (36). Fur
ihre vollstandige Aktivierung bendtigen T-Zellen zwei Signale: ein Signal wird
durch den T-Zell-Rezeptor (engl.: T-cell-receptor, TCR) induziert und das
andere durch Kostimulation (4). Neben dem TCR tragen die T-Zellen das CD4-
oder das CD8-Molekul auf ihrer Oberflache. Diese Molekule vermitteln die
Bindung und Interaktion mit dem MHC-Antigen-Komplex der APCs und B-

Zellen. Kostimulatorische Signale werden durch die physikalische Interaktion
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zwischen Oberflachenmolekulen auf T-Zellen und APCs ausgelost (50) (Abb.
2).

CD40 CD4oL
OX40L O 0X40
CD137L CD137
B7-1/B7-2

CD28 / CTLA-4

CD4/8

MHC TCR

APC T-Zelle

Abb. 2: T-Zell-APC-Interaktion. Fur die vollstandige T-Zell-Aktivierung sind
Signale Uber den T-Zell-Rezeptor und Uber die kostimulatorischen Molekile
unentbehrlich.

Kostimulatorische Rezeptoren werden in zwei Gruppen eingeteilt (14, 84). Eine
Gruppe gehort der IgG-Superfamilie an und schlie3t CD28- und ICOS- (engl.:
inducible co-stimulator) Molekile ein. Die zweite Gruppe ist durch verschiedene
Molekile - CD27, CD30, CD40, CD134 (OX40), CD137 (4-1BB) — reprasentiert,
die der TNFR/TNF- (engl.: tumor necrosis factor receptor, TNFR) Superfamilie

angehoren.

Die Kostimulation tGber B7-1/B7-2 auf APCs und CD28/CTLA4 (engl.: cytotoxic

T lymphocyte antigen 4) auf T-Zellen spielt eine entscheidende Rolle in der
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Regulation der T-Zellaktivierung (43). Eine Bindung von B7-1/B7-2 an CD28 ist
ein starkes, kostimulatorisches Signal fur T-Zellen, was zu einer Produktion von
Interleukin-2 (IL-2) und dem Uberleben von primaren T-Zellen fiihrt. Der T-
Zellrezeptor CTLA4 wird hauptsachlich auf aktivierten T-Zellen exprimiert. Da er
eine hohere Affinitat gegenluber B7-1/B7-2 aufweist, blockiert CTLA4 die
Interaktion von CD28 und l6st damit hemmende Signale aus. Durch die
intraperitoneale Gabe von CTLA4-1g (CTLA4-Immunglobulin) zum Zeitpunkt der
Cll-Immunisierung konnte bei Mausen die CIA verhindert werden (110). CD28-
defiziente Mause zeigten sich resistent gegenuber der Induktion einer CIA und
wiesen nur eine geringe T-Zellantwort gegenuber CII mit niedrigen IgM- und

IgG-anti-Cll-Antikorperspiegeln auf (98).

Die Blockade der TNFR-Kostimulation verspricht eine therapeutische
Moglichkeit gegen Autoimmunerkrankungen zu sein. Die Interaktion zwischen
dem Oberflachenmolekil OX40L (engl.: OX40 ligand) auf aktivierten APCs
(aktivierte B-Zellen, dendritische und endotheliale Zellen) und OX40 (CD134)
auf aktivierten T-Zellen 16st ein kostimulatorisches Signal aus, das zu einer T-
Zell-abhangigen Antikorper-Produktion fuhrt. Eine Blockade der Interaktion
OX40/0X40L durch die Gabe von monoklonalen anti-OX40L-Antikdrpern (engl.:
monoclonal antibodies, mAb) hemmt die T-Helfer-1-Immunantwort (Th1) und
die IFN-y-Freisetzung. Folglich wurde die Cll-spezifische IgG2a-Antikorper-
Produktion stark unterdrickt und die Entwicklung einer schweren Arthritis
deutlich verhindert (118).

Ein anderes Oberflachenmolekil, CD154 (CD40L), wurde besonders im
Hinblick auf seinen immunmodulatorischen Effekt eingehend untersucht. Sein
Ligand, CD40, befindet sich auf B- und dendritischen Zellen. Die Hemmung der
Kostimulation mit einem monoklonalen Antikérper gegen CD154 verhinderte die
Induktion von CIA (18). Dagegen flihrte die Gabe eines agonistischen

Antikorpers gegen CD40 zu einer Verstarkung der Immunantwort (17). Die
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Beobachtung, dass durch die Gabe eines agonistischen anti-CD40-Antikorpers
die Auspragung von CIA deutlich reduziert werden kann, wurde durch eine
Anderung des Zytokinmusters zugunsten von Th2-Zytokinen wie z.B. IL-10 oder
IL-4 erklart (60).

1.3 T-Zell-Kostimulation uber das CD137-Molekiil. Verwendung eines
agonistischen, monoklonalen anti-CD137-Antikdrpers als Immuntherapie

in Tiermodellen

Der kostimulatorische Rezeptor CD137 (4-1BB) gehort der TNF-Rezeptor-
Familie an und wird auf aktivierten T-Zellen, naturlichen Killer-Zellen (NK-
Zellen), Monozyten, Neutrophilen, dendritischen Zellen und regulatorischen
CD4*CD25" T-Zellen exprimiert (22, 24, 30, 63, 65, 66, 76, 77, 112). Sein
naturlicher Ligand, der CD137-Ligand (CD137L, 4-1BBL) findet sich vor allem
auf APCs wie z.B. dendritischen Zellen (15), aktivierten B-Zellen und
Makrophagen (76, 106). Die Kostimulation durch Bindung des Liganden an
CD137 fiihrt zur starken Aktivierung von CD4" (27) und vor allem CD8" T-Zellen
(86, 106).

Der CD137-Rezeptor ist einer der wenigen kostimulatorischen Rezeptoren, die
eine starke IL-2-Produktion bei ruhenden T-Zellen in der Abwesenheit von
CD28 auslosen konnen (9, 15, 106). Erfolgt ein schwaches erstes Signal Uber
den TCR, ist die Kostimulation Uber CD137 nicht so effektiv wie eine CD28-
Kostimulation bei der Induktion der IL-2-Produktion (82). Es wird deswegen
angenommen, dass CD137 seine Rolle in der T-Zellaktivierung nach CD28
ubernimmt und far die Aufrechterhaltung der Immunantwort verantwortlich ist.
Insbesondere dann wenn CD28 bereits herunterreguliert wurde (46). Die
CD137-Kostimulation schutzt T-Zellen vor einem Zelltod nach Aktivierung
(engl.: activation-induced cell death, AICD) (38, 99).
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Die Gabe eines agonistischen, monoklonalen Antikorpers gegen den CD137-T-
Zellrezeptor (anti-CD137, anti-4-1BB) verstarkt die zellvermittelte Immunitat und
Wirkung von antigen-spezifischen, zytotoxischen T-Zellen (engl.: cytotoxic T
lymphocytes, CTLs) bei der Stimulierung der IFN-y- und TNF-a-Produktion.
Diese Eigenschaft ist von groRer Bedeutung in der antiviralen (29, 100, 101),
antibakteriellen (51) und in der Tumor-Therapie (64, 66, 86, 116). Andererseits
wird mit der anti-CD137-Gabe die humorale Immunantwort gegen T-
zellabhangige Antigene verhindert (67), wobei die Funktion der B-Zellen
unbeeinflusst bleibt. Der immunsuppressive Effekt von anti-CD137 ist lang
anhaltend und unabhangig von zirkulierenden Antikorpern. Diese Wirkung
kdnnte durch die Aktivierung regulativer CD8" T-Zellen vermittelt werden, die
eine Anergie von CD4" T-Helfer-Zellen bewirken und somit die Produktion von
spezifischen Antikorpern indirekt beeinflussen (67). Die Verabreichung des
agonistischen anti-CD137-Antikorpers vor oder nach antigenspezifischer T-
Zellaktivierung ist der entscheidende Faktor, um eine Hemmung oder eine

Stimulation der vollstandigen T-Effektorzell-Aktivierung zu erreichen (20, 93).

Die erfolgreiche anti-CD137-Therapie bei CD4" T-Zell - und B-Zell vermittelten
Autoimmunerkrankungen wurde in verschieden Tiermodellen gezeigt. In
murinen Modellen des systemischen Lupus erythematodes (SLE) konnte die
Entstehung eines spontanen SLE durch die Gabe eines agonistischen anti-
CD137-Antikorpers verhindert oder die Erkrankung verbessert werden (20, 94).
Die Injektion von humanisierten anti-CD137-Antikdrpern in Primaten hemmte
die Entwicklung einer T-Zell-abhangigen, humoralen Immunantwort (37). Ferner
konnte durch die Behandlung mit anti-CD137-Antikérper im murinen EAE-
Modell (engl.: experimental autoimmune encephalomyelitis) eine Enzephalitis

erfolgreich unterdrickt werden (95).
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1.4 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit soll der Einfluss eines agonistischen anti-CD137-
Antikorpers auf die Induktion und den Verlauf der Collagen-induzierten Arthritis
untersucht werden. Insbesondere die Tatsache, dass die Gabe eines
agonistischen anti-CD137-Antikorpers T-Helfer-Zellen und damit die humorale
Immunantwort hemmt, wirft die Frage auf, welche Auswirkungen dieser

Antikoérper auf die Pathogenese und den Verlauf von CIA hat.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Grundausstattung

= GERATE

Eismaschine Scottsman EME 8045 on BH 800

U.S. ICE MACHINE

Gefrierschrank — 20°C, GS 5203 Index 11, S20L LIEBHERR
Kihlschrank 4 — 8°C , FKU 1800 Index 11-001 LIEBHERR
Mikroskop Olympus IX 50 OLYMPUS
Neubauer Zahlkammer SUPERIOR MARIENFELD
pH — Meter GPHR 1400 GREISINGER
Photokamera Olympus Camedia, 2.1 Mio. Pixel OLYMPUS
Pipetboy plus INTEGRA
Pipetman P10, 0.5 - 10 pl GILSON
Pipetman P1.000, 100 — 1000 pl GILSON
Pipetman P100, 20 — 100 pl GILSON
Pipetman P200, 20 — 200 pl GILSON
Schuttler Heidolph Titramax 1000 HEIDOLPH
Sterilbank Hera Safe Typ H Klasse Il 50048712 HERAEUS
Vortexer Heidolph Reax top HEIDOLPH
Zentrifuge Centrifuge 5415 C EPPENDORF
Zentrifuge Rotixa 50 RS HETTICH
» VERBRAUCHSMATERIALIEN
Kanulensammelbox, Medibox BRAUN
Pasteurpipetten, ungestopft Wu
Pipettenspitzen 10 ul, 200 pl, 1.000 pl, steril GREINER
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Plastikpipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml, steril GREINER
Plastikrohrchen 15 ml, 50 ml, steril FALCON

= REAGENZIEN

Ethanol 70 % UNI.-APOTHEKE
TUBINGEN

Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung ohne Ca?*/ Mg?* BIOCHROME

(engl.: phosphate buffered saline, PBS)

fotales Kalberserum (engl.: fetal calf serum, FCS) BIOCHROME

2.1.2 zusatzliches Material fur die Collagen-induzierte Arthritis und

Antikorper-Behandlung

= TIERE
DBA1/JBom-Mause (H-2%), mannlich, 8 — 12 Wochen alt M & B A/S
= GERATE
Tierkafige Tecniplast 1284 L TECNIPLAST
Bellftungssystem Top-Flow-1VC-System TECNIPLAST
Wasserflaschen, 400 ml TECNIPLAST
Feinwaage Kern 462-41 KERN
Messgerat Oditest S5010 KROEPLIN
Mausehalter:
Spritze Omnifix, 50 ml (abgeschnittener Luer Lock, ohne BRAUN

Stempel, mit angebrachten Luftschlitzen)

Glasspritzen 1 ml mit Luer Lock SIGMA-ALDRICH
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* VERBRAUCHSMATERIALIEN

Streu sniff bedding S8/15 SNIFF
Standardnahrung SNIFF
Dreiwegehahn Discofix, steril BRAUN
Kanulen, steril, 19 G, 27 G, 30 G BECTON DICKINSON
Spritzen, Omnifix-F, Tuberkulin 0.01 ml / 1 ml, steril BRAUN
Softasept N (250 ml Spruhflasche) BRAUN

= REAGENZIEN

bovines Typ-lI-Collagen, 10 mg lyophilisiert CHONDREX
Essigsaure (0.05 M) MERCK
Komplettes Freund’sches Adjuvant (CFA), GIBCO

0.5 mg / ml Mycobacterium tuberculosis

= ANTIKORPER *

- monoklonaler Ratte-anti-Maus-Antikdrper anti-CD137 (Klon 3H3), Typ 19G2a

- monoklonaler Ratte-anti-Mensch-Antikorper anti-CD137 (Klon 9D6), Typ 19G2a
*Beide Antikorper wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Robert Mittler,
(Department of Surgery and Emory Vaccine Center, Emory University School of
Medicine, Atlanta, GA, U.S.A.) zur Verfugung gestellt.

2.1.3 zusatzliches Material flr die Serumgewinnung und ELISA-Analyse

= GERATE

Rotlichtlampe intensiv Infrarotlampe IL-20 BEURER
Multipipette Transferpipette — 8 (20 — 200 ul) BRAND
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ELISA Mikroplattenleser, MILENIA Kinetic DIAGNOSTIC PRODUCTS

Analyzer

= VERBRAUCHSMATERIALIEN

Plastikrohrchen Safe Lock Tubes, 0.5 ml EPPENDORF
Skalpellklingen WECPREP, Prep Blades PILLING WECK
ELISA Kit, Arthrogen-CIA, CHONDREX
Maus IgG-anti-Typ Il Collagen-Ab-Assay Kit

Combitips (1 ml, 5 ml) EPPENDORF
Plastikschiffchen LABCOR PRODUCTS

Paraffinziehfolie Parafilm “M*, Laboratory film AMERICAN NATIONAL CAN

. SOFTWARE

SOFTmaxPRO for Windows and Macintosh MOLECULAR DEVICES Corp.

2.1.4 zusatzliches Material fur die Histologie und DurchfluRzytometrie

. GERATE

chirurgisches Besteck:

- Pinzetten: BD 029R, BD 527R, BD 725 R, AESCULAP
OCR 100R

- Scheren: BC 304R, BC 326R, BC 404R

DurchfluRzytometer FACSCalibur BECTON DICKINSON

. VERBRAUCHSMATERIALIEN

Sterilfilter 0.22 ym, Minisart NML SARTORIUS
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6-Loch-Platten Falcon Multiwell 6-well, steril BECTON

DICKINSON
Zellsieb Cell Strainer, 70 ym mesh, Nylon, steril FALCON
Plastikrohrchen, konisch, 4.5 ml GREINER

Styroporplatte, 300 x 210 x 20 mm (Praparationstisch)

. REAGENZIEN

Formaldehyd, gepuffert, 4 % in Methanol stabilisiert OTTO FISCHER
Trypanblau (0.4 %) SIGMA
Antikorper:

FITC-markiert: Ratte-anti-Maus-CD4 (Klon RM4-5),

-CD3 (Klon 17A2), -CD19 (Klon 1D3) BECTON DICKINSON

PE-markiert: Ratte-anti-Maus-CD8 (Klon 53-6.7),
-CD25 (Klon 7D4), -CD45RB (Klon 16A), -CD3

(Klon 17A2)

Paraformaldehyd SIGMA
Tragerflissigkeit FACSFlow, 20 | BECTON DICKINSON
Ammoniumchlorid (0.15 M) [NH4CI] SIGMA
Kaliumhydrogencarbonat (1.0 mM) [KHCO3] SIGMA
Natrium-EDTA (0.1 mM) [Na;,EDTA] SIGMA
Ampuwa (destilliertes Wasser) FRESENIUS
Salzsaure (1 N) [HCI] SIGMA

ACK-Lyse-Puffer:

8.29 g NH4ClI (0,15 M), 1.0 g KHCO3 (1.0 mM) und 37.2 mg Na,EDTA (0.1 mM)
abwiegen und 800 ml destilliertes Wasser hinzugeben, pH auf 7.2 — 7.4 mittels
HCI (1 N) einstellen und bis 1.000 ml mit destilliertem Wasser auffullen. Die
Losung durch einen 0.22 ym Filter steril filtrieren und bei Raumtemperatur

aufbewahren.
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SOFTWARE
WinMDI Version 2.8 THE SCRIPPS RESEARCH INSTITUTE
CellQuest Software BECTON DICKINSON

2.1.5 Firmenadressen

Aesculap Tuttlingen, Deutschland
American National Can Menasha, U.S.A.
Becton Dickinson GmbH Heidelberg, Deutschland
Beurer Ulm, Deutschland
Biochrome KG Berlin, Deutschland
Brand Wertheim, Deutschland
Braun Melsungen AG Melsungen, Deutschland
Chondrex LLC Redmond, WA, U.S.A.
Diagnostics Products Corp. Los Angeles, CA, U.S.A.
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH Hamburg, Deutschland
Falcon BD Le Pont de Claix, Frankreich
Fresenius Bad Homburg, Deutschland
GIBCO BRL Grand Island, U.S.A.
Gilson Villiers-le-Bel, Frankreich
Greiner bio-one Frickenhausen, Deutschland
Greiner GmbH Nurtingen, Deutschland
Greisinger electronic GmbH Regenstauf, Deutschland
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG Schwabach, Deutschland
Heraeus Instruments GmbH Hanau, Deutschland
Hettich Tuttlingen, Deutschland
Integra Biosciences GmbH Fernwald, Deutschland
Kern Gottl. Kern & Sohn GmbH Albstadt, Deutschland
Kroeplin GmbH Schluchtern, Deutschland

Labcor Products, Inc. Frederick, MA, U.S.A.
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Liebherr Ochsenhausen, Deutschland
M & B A/S Ry, Danemark
Merck KG Darmstadt, Deutschland
Molecular Devices Corp. Sunnyvale, U.S.A.
Olympus Hamburg, Deutschland
Otto Fischar GmbH & Co. KG Saarbricken, Deutschland
Pilling Weck GmbH Karlstein am Main, Deutschland
Sarstedt AG & Co. Numbrecht, Deutschland
Sartorius Gottingen, Deutschland
Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, U.S.A.
Sigma Diagnostics St. Louis, MO, U.S.A.
Sigma-Aldrich Taufkirchen, Deutschland
Sniff Soest, Deutschland
Sniff bedding Fa. Jenter Hechingen, Deutschland
Superior Marienfeld Landau-Kdnigshofen,

Deutschland

Tecniplast Gazzada s.a. r.l. Buguggiate, Italien
The scripps research institute Palm Beach County, FL, U.S.A.
U.S. ice machine manufactoring Miami, FL, U.S.A.

company (Scottsman)
Wu Mainz, Deutschland

2.2 Methoden

Alle Arbeitsschritte wie Zubereitung des Immunogens, der monoklonalen
Antikoérper-Verdunnungen, die Untersuchung und die Injektionen der Tiere und
die Bearbeitung von Gewebeproben wurden unter einer Sterilbank mit Laminar-

flow-Technik durchgefihrt.
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2.2.1 Induktion einer Collagen-induzierten Arthritis in DBA/1J-Mausen

2.2.1.1 Haltungsbedingungen fir die Versuchstiere

Die Tiere wurden zu funft in Macrolon-Standardkafigen unter speziell
pathogenfreien Bedingungen (engl.: special pathogen free, SPF) gehalten.
Dabei betrug die Raumtemperatur 21 — 23°C und die relative Luftfeuchtigkeit 50
- 60%. Die Mause lebten in einem 12-stindigen Hell-Dunkel-Rhythmus und

hatten freien Zugang zu sterilisiertem Leitungswasser und Standardnagerfutter.

2.2.1.2 Vorbereitung der Collagen-Emulsion

Das lyophilisierte bovine Collagen Il (bCIl) wurde in 0.05 M Essigsaure auf eine

Konzentration von 2 mg/ml gebracht und tGber Nacht bei 4°C geschdttelt.

Das so gewonnene bCIll wurde am folgenden Tag im Verhaltnis 1:2 mit CFA
emulgiert, dass eine bCll-Konzentration von 1 mg/ml entstand. Dafur wurden
zwei Glasspritzen mittels eines Dreiwegehahnes verbunden und alternierend
bewegt, bis aus den zwei gekuhlten Flussigkeiten eine cremige Emulsion

geworden ist. Bis zur Injektion verblieb die Emulsion auf Eis.

2.2.1.3 Immunisierung der Mause

Vor der Immunisierung wurden die Mause gewogen und klinisch untersucht
(siehe 2.2.1.5). Vorbereitend wurde auf eine der in 2.2.1.2 verwendeten
Glasspritzen eine 19 G-Kanule angebracht und die Maus in den Maushalter
verbracht. Die Schwanzbasis wurde mit Hautdesinfektionsmittel desinfiziert und
100 pl der in 2.2.1.2 hergestellten Emulsion subkutan injiziert. Dabei sollte sich

eine subepidermale Bulla ausbilden.

Am Tag 21 nach Primarimmunisierung erfolgte ein Booster. Hierzu wurde das
bCIl (2 mg/ml) im Verhaltnis 1:2 mit PBS gemischt, dass eine bClII-

Konzentration von 1 mg/ml entstand. 100 uyl wurden in eine Tuberkulinspritze
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aufgezogen und nach erfolgter Hautdesinfektion via 27 G Nadel intraperitoneal

injiziert.

2.2.1.4 Antikorper-Injektionen

Der agonistische anti-CD137- und der Kontrollantikérper (9D6) wurden in PBS
auf eine Konzentration von 2 mg/ml gebracht. Mit einer Tuberkulinspritze und
einer 30-G-Kanule wurden 1 bis 3 Mal je nach Versuch an den Tagen 0, 6 und
21 nach Primarimmunisierung 100 pl Antikdrper intravends gespritzt. Dazu

wurden die Tiere in den Maushalter verbracht.

Tabelle 1. Ablauf der Experimente. Die Spalten reprasentieren die
verschiedenen Mausegruppen. bCIl: Immunisierung mit bCll, (+): bCII/CFA-
Emulsion wurde am Tag O subkutan gespritzt und bCll in PBS wurde als
Booster am Tag 21 intraperitoneal injiziert. Die Gabe des anti-CD137-
Antikorpers und des Kontroll-Antikdrpers (Kontroll-Ak) erfolgte intravends am
Schwanz des Tieres. bCll-Re: Re-Immunisierung der Mause mit bCIl in PBS
intraperitoneal am Tag 112. 3x: dreimalige Gabe des Antikorpers an den Tagen
0, 6 und 21. 1x: einmalige Gabe des Antikdrpers am Tag 0.

1 Gabe des agonistischen anti-CD137-Antikorpers

4
; dreimalige einmalige Gabe

=

Gabe Tag 0 Tag Krankheits-
14 ausbruch
bCllI + + + + + o+ + o+ +
anti-CD137 - 3 - - 3x* 1x - 1x 1Xx
Kontroll-Ak 3x - -1-1 - -1-1 - -
bCll-Re - - - -+ o+ - - -

& = Kontrollgruppe
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2.2.1.5 Bestimmung der Arthritis

Die Tiere wurden zweimal pro Woche untersucht. Dabei wurde der Arthritis-

Score, die Pfotendicken sowie das Gewicht ermittelt.

Fir die Bestimmung des Arthritis-Score wurde jede Pfote und jede einzelne
Zehe eingehend auf ROtung beziehungsweise Schwellung untersucht.
AbschlieBend wurden die Pfoten mittels des Oditest Feinmessgerats
vermessen. Dabei wurde das Messgerat im Bereich der Ossa carpi angesetzt
und der angezeigte Wert ermittelt. Waren die Pfoten sehr stark geschwollen, so
wurde der Wert genommen, der angezeigt wurde, bevor der Stempel des

Messgerats eine Impression in das Odem verursachte.

Die klinischen Zeichen der Arthritis wurden nach dem in Tabelle 2 aufgeflhrten

Score eingeteilt.

Tabelle 2: Arthritis-Score nach einem internationalen Scoresystem.

Arthritis Score Beurteilung sichtbare klinische Zeichen
0 keine Arthritis keine klinischen Zeichen einer Arthritis
1 milde Arthritis Roétung und / oder Schwellung eines

kleinen Gelenks

2 moderate Arthritis | Schwellung von zwei oder mehr kleinen

Gelenken und / oder eines grof’en Gelenks

3 schwere Arthritis | Schwellung der ganzen Pfote und / oder

Ankylose

Jeder Extremitat wurde ein maximaler Score von 3 zugeteilt. Alle Extremitaten-

Scores wurden addiert, weshalb ein totaler Score von 12 pro Tier moglich war.
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2.2.2 Bestimmungen der anti-Cll-Antikorper-Titer

2.2.2.1 Gewinnung des Serums

Den Tieren wurde alle 14 Tage Blut aus der Schwanzvene entnommen. Dazu
wurden die Tiere in den Tierhalter verbracht und der Schwanz mit einer
Rotlichtlampe erwarmt. Nach der Hautdesinfektion wurde die Vene mittels einer
Rasierklinge/eines Skalpells angeschnitten und die Bluttropfen in einem

Eppendorf-Tube aufgefangen. Die maximal entnommene Blutmenge betrug 150

I,

Das Blut wurde 2 Stunden zur Koagulation bei Raumtemperatur aufbewahrt und
anschliellend bei 10.000 r.p.m. (engl.: rounds per minute; Umdrehungen pro
Minute) fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches

Plastikrohrchen pipettiert und bis zur Analyse bei —20°C eingefroren.

2.2.2.2 ELISA-Testprinzip

Der Enzymimmunoassay (engl.: enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)
ist eine quantitative Analysemethode zur Bestimmung von Antikdrpern oder
Antigenen. Dabei ist eine Microtiterplatte entweder mit Antikdrper oder Antigen
beschichtet, auf die das Untersuchungsmaterial pipettiert wird. Befindet sich im
Untersuchungsmaterial das entsprechende Antigen oder der entsprechende
Antikorper, so werden diese hochspezifisch gebunden. Substrat wird gebunden
und umgewandelt, wenn zuvor ein enzymatisch markierter Sekundarantikorper
der Platte zugegeben wird. Bei der Reaktion wird Farbstoff aus einem
enzymspezifischen Substrat-Farbstoff-Komplex freigesetzt, der photometrisch
bestimmt wird. Ein mitgefUhrter Proteinstandard erlaubt durch Blottieren einer
Eichkurve die Korrelation der gemessenen OD-Werte (engl.: optical density,

OD) mit der Antikérper- bzw. Antigenkonzentration.
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2.2.2.3 ELISA zur anti-Cll-Antikorper-Bestimmung

Die anti-Cll-lgG-Antikorper-Titer wurden in Sera der Tiere nach den
Anweisungen des Herstellers gemessen. Eine Zusammenfassung des
durchgefuhrten ELISA-Tests ist in Abbildung 3 dargestellt.

OD-Messung Indikator OPD + OPD-H (farbig)
(490 nm) Substrat H202 + H20
4,
O o 0.0 o
o o~o
3. Substrat O o oo o ©O° o9

- RRRRR

1. Serumprobe A A )\)\ )\)\)\

Beschichtete Platte |

Abb. 3: ELISA zur anti-Cll-IgG-Antikdrper-Titer-Bestimmung in Mausen.
¢ Cil-Antigen

0 Blockierungspuffer: verhindert die unspezifische Anhaftung an der Platte
)\ gesuchter anti-Cll-IgG-Antikorper, 1:10.000 verdunnt

o enzymgekoppelter Sekundarantikorper: Peroxidase-Ziege-anti-Maus-1gG
V' Substratldsung: Indikator-Substrat (OPD-H,0,)

durch das Enzym Peroxidase wird das Substrat H,O, in H,O + H*
umgewandelt. Die pH-Anderung fuhrt mittels des OPD-Indikators zur
Farbentstehung, die photometrisch bestimmt wird. Die Farbreaktion korreliert
mit der Antikorperkonzentration.

Nach dreimaligem Waschen der ELISA-Platten mit Waschpuffer wurden 100 pl
des Blockierungspuffers pipettiert und 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach der Inkubation erfolgten drei weitere Waschschritte.
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Die Serumproben wurden aufgetaut, bei 10.000 r.p.m. fur 5 Minuten

zentrifugiert und 1:10.000 in Verdunnungspuffer gelost.

Als Standardkurve diente eine Verdinnungsreihe (0.5, 1, 2, 4, 8, 16 Units/ml)
aus polyklonalem Standardantikorper, der aus Cll-immunisierten Mausen

gewonnen wurde (ELISA-Kit).

Von den Probesera und den Standardverdinnungen wurden je 100 pl als
Duplikate pipettiert. Als Leerwert fungierte Verdlinnungspuffer. Es folgte eine
Inkubation uber Nacht bei 4°C. Dann wurde eine zweite Antikorper-Losung mit
lyophilisiertem, Peroxidase-markiertem Antikorper (Ziege-anti-Maus-IgG) in
entsprechendem Puffer hergestellt. Nach sechsmaligem Waschvorgang wurden
je 100 plI der zweiten Antikorper-Losung pipettiert. Die Platte wurde
anschlieBend zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Bei jedem
Inkubationsschritt wurde die Platte mit Paraffin-Ziehfolie bedeckt. Nach der
Inkubationszeit wurde die Platte sechsmal gewaschen und 100 ul
Substratlosung (Orthophenylenediamine in  Urea-H,0,-Puffer, OPD-H30,)
pipettiert und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Zufuagen von 50 pl 2.5 N Schwefelsaure (H,SO.) gestoppt. Anschliel3end
wurden die 96-Lochplatten bei 490 nm in einem ELISA-Microplatten-Lesegerat
ausgewertet. Die anti-Cll-IgG-Antikérper-Titer wurden von dem Programm
SOFTmaxPro durch Analyse und Berechnung der OD-Messwerte kalkuliert.
Dazu wurde der Mittelwert der Duplikate der einzelnen Proben gebildet und

davon die Hintergrundwerte abgezogen.

In einem doppelt logarithmischen Graphen wurden die gemessenen OD-Werte
der Standardantikorper-Verdiunnungsreihe gegen deren Units/ml aufgetragen.
Die Antikdrper-Konzentrationen der Proben wurde mittels Regressionsanalyse

berechnet.
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2.2.3 Histologie der Gelenke

Anmerkung:
Die histologischen Schnitte wurden von Herrn Dr. med. Peter Ruck,
Pathologisches Institut der Universitat Tubingen hergestellt. Die histologische

Praparation ist somit nicht vom Doktoranden erarbeitet.

Am Tag 89 nach Primarimmunisierung wurden die Hinterbeine der Mause in der
Hufte exartikuliert und in 4%igen Formalin fixiert. Nach Dekalzifikation in EDTA
(engl.: etilene diamine tetra-acetic acid) wurde das Praparat in Paraffin
eingebettet und in 5 um diunne Scheiben geschnitten. Anschlielend wurden die

Schnitte mit Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbt und unter dem Mikroskop beurteilt.

2.2.4 Immunfluoreszenzfarbung und Durchflul3zytometrie

2.2.4.1 Zellgewinnung und —aufbereitung

Vier verschiedene Mausegruppen wurden in einem weiteren Versuch verwandt.
Eine Gruppe gebildet aus nativen Mausen diente als Kontrolle. Eine zweite
Gruppe wurde lediglich mit bCIl immunisiert (Tag 0, 21), wahrend eine dritte
Gruppe zusatzlich eine dreimalige Gabe des anti-CD137-Antikorpers (Tag 0, 6,
21) bekam. Die vierte Gruppe wurde lediglich mit anti-CD137 behandelt (Tag 0,
6, 21).

Am Tag 28 nach der ersten Immunisierung wurden die Tiere mittels CO, getotet
und nachfolgend in Ruckenlage auf dem Praparationstisch leicht gestreckt
fixiert. Mit der chirurgischen Pinzette wurde die abdominelle Hautpartie gepackt
und mit der gro3en Schere in Medianlinie kranial der Symphyse bis zur Incisura
jugularis inzidiert. Die Haut wurde zur besseren Einsicht in das
Operationsgebiet knapp oberhalb der Hufte und im Bereich des Manubrium
sterni quer eingeschnitten und zur Seite geklappt. Mittels einer medianen

Laparotomie wurde das Peritoneum eroffnet, danach der Darm zur Seite
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geschoben. Die Hautschnitte wurden erweitert, indem die Dermis
extremitatenwarts inzidiert und ebenfalls aufgeklappt wurde. Mit der
anatomischen Pinzette und der kleinen Schere wurde die Milz vom Hilum und
vom Ligamentum gastrosplenicum abgeschnitten und gewogen. Die Organe
wurden in je ein Falcon-Tube mit PBS/10% FCS verbracht und bis zur weiteren

Verarbeitung bei 4°C aufbewahrt.

Die Milzen wurden in einer 6-Lochplatte mittels einer anatomischen Pinzette
und einer Graefe-Pinzette zerkleinert. Das Uberschissige Gewebe wurde durch
ein Zellsieb von den Zellsuspensionen separiert und verworfen. Nachfolgend
wurden Splenozyten von Mausen der gleichen Gruppe in einem 50 ml-

Plastikréhrchen gepoolt.

Um die Erythrozyten aus den Milzsuspensionen zu entfernen, wurden die
Proben bei 2.000 r.p.m. 5 Minuten zentrifugiert. Auf die Zellpellets wurde jeweils
5 ml ACK-Lyse-Puffer gegeben und 5 Minuten auf Eis in einen Schiuttler
gestellt. Danach wurde den Plastikréhrchen 5 ml PBS / 10 % FCS zugegeben
und bei 1.000 r.p.m. fir 10 Minuten zentrifugiert. Anschlieend wurde der
Uberstand abgesaugt und das Zellpellet zwei Mal mit 10 ml PBS / 10 % FCS

gewaschen. Diese Prozedur wurde ein weiteres Mal wiederholt.

2.2.4.2 Prinzip der direkten Immunfluoreszenzfarbung

Immunfluoreszenz kombiniert histochemische und immunologische Methoden,
um Epitope von Zellmolekulen, welche als Antigene fungieren, darzustellen.
Dazu werden hochspezifische, monoklonale Antikbrper mit einem
fluoreszierenden Farbstoff konjugiert und mit der zu analysierenden
Zellsuspension inkubiert. Besitzen die Zellen das fur den Antikorper spezifische
Epitop, bindet der Fluorochrom-markierte Antikorper daran und die Zell-

Antikdrper-Komplexe emittieren Licht, wenn sie mit energiereichem Licht
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beschossen  werden. Um  Autofluoreszenzphanomene der Zellen

auszuschlief3en, werden als Kontrolle unmarkierte Zellsuspensionen analysiert.

2.2.4.3 Prinzip der DurchfluRzytometrie

Die fluoreszenzaktivierte Zellanalyse (engl.: fluorescence activated cell scan,
FACS) ermdglicht die quantitative Bestimmung von Oberflachenmolekulen und
intrazellularen Proteinen und die Analyse der Eigenschaften der Zellen. Mittels
Fluoreszenzfarbstoff-markierten, monoklonalen Antikdrpern werden bestimmte
zellulare Antigene identifiziert. Zusatzlich werden durch die Lichtstreuung
Informationen Uber die ZellgroRe und die Granularitdt des Zytoplasmas der

Zellen gewonnen.

Die Zellen einer Einzelzellsuspension werden uUber eine Stahlkapillare in eine
vibrierende Flussigkeitskammer geleitet, wo sie von einem Mantel aus
Tragerflussigkeit umgeben werden. Mit Hochdruck wird die Suspension in eine
Quarzkuvette geleitet, damit die Zellen einzeln den Messpunkt erreichen. Die
Messkuvette wird mit einem Laserstrahl beschossen. Aufgrund der ZellgroRRe,
der Zellgranularitdt und des unterschiedlichen, fluoreszierenden Farbstoffs
emittiert jede Zelle eine bestimmte Lichtemission. Diese wird gemessen und

mittels eines Computers ausgewertet.

Die Vorwartslichtstreuung (engl.: forward light scatter, FSC) reprasentiert die
Zellgrofle und die seitliche Lichtstreuung (engl.: sideward light scatter, SSC), im
90° Winkel gemessen, stellt das Plasma/Kern-Verhaltnis beziehungsweise die
Granularitat dar. Mit Hilfe der FACS-Analyse lassen sich groRe Zellen mit
grolRer Plasma/Nukleus-Relation und granuliertem Zytoplasma (z.B.
Granulozyten) von kleinen Zellen mit kleinem Plasma/Kern-Verhaltnis (z.B.
Lymphozyten) abgrenzen. Durch Analyse von bis zu drei verschiedenen

Fluoreszenzfarben koénnen bis zu drei verschiedene Epitope auf ihr
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Vorhandensein zusatzlich zur GroRe und Granularitat einer Zelle Uberpruft

werden.

Obwonhl die Antikérper-markierten Zellen mit dem gleichen Laser beleuchtet
werden, emittieren sie Licht unterschiedlicher Wellenlange, das uber optische
Filter und Photomultiplikatoren detektiert wird. Als fluoreszierende Farbstoffe
werden unter anderem Fluoreszeinisothiozyanat (FITC) und Phycoerythrin (PE)
eingesetzt, die auf energiereiches Licht der Wellenlange 488 nm spezifisch mit
Lichtemissionen von grinem (FITC, Fluoreszenzlicht-Maximum 525 nm
Wellenlange) und rotem Licht (PE, Fluoreszenzlicht-Maximum 575 nm
Wellenlange) reagieren. Die erhaltenen Signale werden computertechnisch in

der angeschlossenen Recheneinheit verarbeitet und graphisch aufbereitet.

2.2.4.4 Immunfluoreszenzfarbung der Oberflachenmolekiile auf Splenozyten

Die Zellzahlen der Milzsuspensionen wurden in einer Neubauerzahlkammer
bestimmt und auf eine Konzentration von 2.5 x 10° Zellen / ml in PBS / 10 %
FCS gebracht.

In jedes konisches Plastikrohrchen wurde je 50 ul Zellsuspension und 50 pl der
entsprechenden Antikorper-Losung (Verhaltnis 1:40 in PBS) zugegeben. Dabei
wurden vier Kombinationen von jeweils zwei markierten Antikdrpern, einer mit
FITC und der andere mit PE, verwandt (anti-CD4/anti-CD8, anti-CD4/anti-
CD25, anti-CD3/CD45RB und anti-CD19/anti-CD3). Abgedunkelt wurden die
Proben auf Eis 30 Minuten inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation folgten
zwei Waschschritte mit PBS. Die Suspensionen wurden bei 2.000 r.p.m. fur 5
Minuten zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Auf die so entstandenen
Pellets wurde jeweils 200 pl PBS pipettiert. Alle Proben wurden gevortext und

durchflulizytometrisch analysiert.
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2.2.4.5 FACS-Messung und Analyse

Die in 2.2.4.4 hergestellten Zellsuspensionen wurden einer FACS-Analyse
unterzogen. Die Einstellungen von FSC und SSC wurden so gewahlt, dass die

toten Zellen von der Analyse ausgeschlossen blieben.

In der korrellierten Zweiparameterdarstellung (Groflze gegen Granularitat) wurde
eine Region definiert, die nur den Lymphozyten entsprach. Die Autofluoreszenz
der Zellen wurde ermittelt, indem die ungefarbte Zellsuspension analysiert
wurde. Diese Autofluoreszenz wurde von der Analyse abgezogen. Hinterher
wurde die gesuchte Fluoreszenz eingestellt, indem ungefarbte Zellen und
definierte positive Zellen gescannt wurden. Die ungefarbten Zellen wurden als
negativ und die positiven Zellen als positiv fluoreszierend definiert. Ferner
wurden die Fluoreszenzen 1 (FITC) und 2 (PE) gegeneinander kompensiert, um
den Bereich der Fluoreszenzintensitat zu Kkorrigieren, worin sich beide

Uberschneiden.

Es wurden von jeder Probe maximal 20.000 Zellen der zuvor definierten Region
analysiert. Daflir wurden die emittierten Intensitatswerte der einzelnen Zellen in
einem Graphen, wo Fluoreszenz 1 gegen Fluoreszenz 2 aufgetragen war,
dargestellt und mittels der CellQuest Software statistisch ausgewertet. Hierfur
wurden in den Graphen Quadranten eingezeichnet und eine logarithmische

Skalierung verwendet.

Der experimentelle Ablauf der Splenozytengewinnung bis zur Analyse mittels

DuchfluRzytometrie ist in Abbildung 4 zusammengefasst.
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Abb. 4: Splenozytengewinnung und —aufbereitung zur FACS-Analyse. Aus
der Milz der untersuchten Maus erfolgte die Gewinnung von Splenozyten mittels
Zerkleinerung des Organs. Eine nachfolgende Behandlung der Zellsuspension
mit ACK-Lyse-Puffer entfernte Erythrozyten (a). Nach Bestimmung der Zellzahl
wurden die Splenozyten mit spezifischen, monoklonalen Antikbrpern gegen
bestimmte Oberflachenmoleklile markiert und mittels DurchfluBzytometrie
analysiert (b).
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss der anti-CD137-Antikdrper-Behandlung auf die Induktion und
den Verlauf der CIA. Klinische Befunde und Bestimmung der anti-Cll-IgG-
Produktion

3.1.1 Dreimalige Gabe des anti-CD137-Antikdrpers

Alle DBA/1J-Mause, die lediglich mit bCII immunisiert wurden, entwickelten eine
schwere Arthritis. Die Tiere der Kontrollgruppe, die mit dem Kontroll-Antikorper
(Klon 9D6) am Tag 0, 6, und 21 behandelt wurden, zeigten ebenfalls eine
schwere Erkrankung. Initial gab es eine leichte Rétung und Schwellung von
einzelnen Fingern, die sich schnell Uber die ganze Pfote ausbreitete mit

Entwicklung einer starken Rétung und massiven Odemen (Abb. 5a).



ERGEBNISSE 32

@ 1]
10. 58 il
9.: ’.
8 o
é ;: r!, 4]L
P .!'-
] | -
22 q.o“. g.{
_.‘-t v y—rr——vv f’,._ -}
b ]
-
‘B'w-
o 40 .
E
5
g >
B
=

Abb. 5: Arthritis-Score (a) und Pfotendicke (b) in DBA1/J-Mausen. Alle
Tiere (n = 15) wurden an den Tagen 0 und 21 mit bCll immunisiert. Eine
Gruppe (n = 5) erhielt keine Therapie (®), eine Gruppe (n = 5) dreimalig
Kontrollantikdrper Klon 9D6 ( ©) und eine dritte (n = 5) eine dreimalige Therapie
mit anti-CD137 Klon 3H3 (¥ ) an den Tagen 0, 6 und 21. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM.
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Im Gegensatz dazu blieben die dreimalig mit anti-CD137 (Tag 0, 6, 21)
behandelten Mause wahrend der 100tagigen Beobachtung ohne klinische

Zeichen einer Arthritis.

Um die Schwere der Arthritis bestimmen zu kdnnen, wurde die Pfotendicke in
jeder Mause-Gruppe gemessen. Die Immunisierung mit lediglich bCII fihrte zu
einer Schwellung der Pfoten zwischen Tag 25 und 28 (Abb. 5b). Der Beginn
setzte plétzlich ein mit einer maximalen Schwere zwischen Tag 67 und 82 nach
initialer bCll-Injektion. Die zusatzliche dreimalige Behandlung mit anti-CD137
hemmte die Schwellung der Pfoten. Dies war nicht so wenn die Mause mit
Kontroll-Antikérper behandelt wurden, denn in diesem Fall konnte kein

schitzender Effekt auf die Pfotenschwellung festgestellt werden (Abb. 5b).

Im Vergleich zu Mausen, welche dreimalig mit anti-CD137 behandelt wurden,
zeigten die Mause, die entweder nur bCIll oder dreimalig Kontroll-Antikérper
injiziert bekamen, einen Gewichtsverlust, der zwischen Tag 15 und 24 nach
initialer Immunisierung in Erscheinung trat. Mause, die dreimalig mit anti-CD137
behandelt wurden, =zeigten ein vergleichbares Gewichtsverhalten wie

Nativmause.

Neben der klinischen Beobachtung wurden die anti-Cll-IgG Antikorper-Titer im
Serum der Tiere mittels eines ELISA bestimmt. Obwohl in Mausen, welche
Kontroll-Antikérper erhielten, hohe anti-ClI-Antikérper-Titer gemessen wurden,
waren diese niedriger als die Titer von Mausen, die nur mit bCll immunisiert
wurden (Abb. 6). Im Gegensatz dazu konnte keine humorale Antwort gegen das
immunisierende CIl in der Mausegruppe, die mit anti-CD137 behandelt wurde,
festgestellt werden (Abb. 6).
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Abb. 6: Anti-Cll-IgG Antikorper-Titer in DBA1/J-Mausen. Die Seren wurden
aus den Tieren gewonnen, die in Abb. 5 dargestellt sind. Die Gruppen samt
Symbolen entsprechen denen aus Abb. 5. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SEM.

3.1.2 Einmalige Gabe des anti-CD137-Antikdrpers

Um zu untersuchen, ob auch eine einzelne Injektion des Antikorpers ausreicht,
den Ausbruch von CIA zu verhindern, wurde eine Mausegruppe am Tag O der
Immunisierung mit einer einzigen Dosis von anti-CD137 behandelt. Drei von
funf Mausen (60%) zeigten eine verzogerte, milde und passagere Arthritis (Abb.
7c, d). Eine Maus war am Tag 75 nach initialer Immunisierung krank und die
anderen zwei Mause am Tag 105. In dieser Gruppe konnte nur ein Score

zwischen 1 — 2 festgestellt werden (Abb. 7c¢).
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Minimale und vorubergehende anti-Cll-IgG-Antikorper-Titer wurden in den Sera

ermittelt, die zu jenen drei Mausen gehdrten (Abb. 7d).

Zum Vergleich diente eine Mausgruppe, die dreimalig anti-CD137-Antikorper
erhielt (Abb. 7a, b).
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Abb. 7: Arthritis-Score (a, ¢) und anti-Cll-lgG Antikorper-Titer (b, d) in
DBA1/J-Mausen. Die Immunisierung der Tiere mit bCIl erfolgte zunachst an
den Tagen 0 und 21. Eine Gruppe (n = 5) erhielt an den Tagen 0, 6 und 21
Therapie mit anti-CD137 (a, b), wahrend die andere (n = 5) lediglich am Tag 0
den Antikorper bekam (c, d). Zusatzlich wurde in diesem Versuch eine erneute
Immunisierung mit bCll am Tag 112 durchgefihrt (vertikale, gestrichelte Linie).
Jedes Symbol reprasentiert ein Versuchstier. Der Pfeil symbolisiert den Tag der
Injektion mit anti-CD137-Antikorper.
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3.1.3 Wiederimmunisierung von anti-CD137-Antikérper behandelten

Mausen mit bCllI

Zur Ermittlung wie lange der Schutz gegen CIA in anti-CD137-behandelten
Mausen andauerte, wurde zwei Gruppen von Tieren am Tag 112 100 pg von
bCIl intraperitoneal injiziert (engl.: rechallenge). Beide Mausegruppen hatten
das etablierte Schema der Immunisierung mit bCll erhalten (am Tag 0 und 21).
Eine Gruppe hatte eine dreimalige Gabe des Antikérpers bekommen (Tag 0, 6,

21), wahrend die zweite Gruppe nur eine einzige Injektion erhielt (Tag 0).

Es wurden 10 bis 20 Tage nach erneuter Gabe des bCll (2. Booster, Tag 112)
klinische Zeichen einer Arthritis beobachtet (Abb. 7). Die Schwere der Arthritis
war groler in der Mausegruppe, welche eine einzelne Injektion von anti-CD137-
Antikorper erhielt (Abb. 7c), verglichen mit der Gruppe, die drei Injektionen des
Antikérpers bekam (Abb. 7a). Alle Tiere der Gruppe, die nur mit einer einzigen
Gabe des Antikdrpers behandelt wurden, erkrankten nach dem 2. Booster (zwei
von funf Mausen schwer). Drei von funf Mausen der anderen Gruppe, die 3

Injektionen des Antikorpers bekamen, entwickelten lediglich eine milde Arthritis.

Die anti-Cll-IlgG-Titer verhielten sich entsprechend den klinischen
Beobachtungen (Abb. 7b, 7d). Je schwerer die Klinik der Erkrankung, desto

hdhere Antikorper-Titer wurden gemessen.
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3.1.4 Verzogerte Verabreichung des anti-CD137-Antikérpers nach der CIA-

Induktion

3.1.4.1 Verabreichung des anti-CD137-Antikorpers am Tag 14 nach der ersten
bCll-Injektion

Weil eine einzige Injektion von anti-CD137-Antikorper am Tag 0 der
Immunisierung zu einer gro3en Reduktion der Erkrankungsschwere und einem
verzogertem Erscheinen der Arthritis fuhrte, wurde untersucht, ob auch lediglich
eine einzige Injektion von anti-CD137 am Tag 14 nach Immunisierung

ausreicht, um Einfluss auf den Verlauf von CIA zu nehmen.

Wenn anti-CD137 am Tag 14 nach der Immunisierung gespritzt wurde, konnte
eine deutliche Verzégerung des Beginns der Arthritis in zwei unterschiedlichen
Versuchen beobachtet werden (Abb. 8). Als Kontrolle diente eine Gruppe, die
nur mit bCll immunisiert wurde. Der maximale Score-Mittelwert in der Gruppe,
die eine einmalige Gabe des Antikorpers am Tag 14 bekommen hat, war 3
(Abb. 8a, 8c).

Dementsprechend waren die anti-ClI-lgG-Titer deutlich reduziert in den mit anti-
CD137 behandelten Mausen (Abb. 8b, 8d)
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Abb. 8: Arthritis-Score (a, c) und anti-Cll-lgG Antikorper-Titer (b, d) in
DBA1/J-Mausen nach verzodgerter Gabe des Antikdrpers am Tag 14. Alle
Tiere wurden an den Tagen 0 und 21 mit bCll immunisiert und eine Gruppe pro
Versuch am Tag 14 mit anti-CD137 behandelt (Symbol V). Der Pfeil
symbolisiert den Tag der Injektion mit anti-CD137-Antikorper. Dargestellt sind
die Mittelwerte £ SEM von zwei unterschiedlichen Versuchen (a, b: n = 3 pro
Gruppe und c, d: n=4 pro Gruppe).

3.1.4.2 Verabreichung des anti-CD137-Antikdrpers zum Zeitpunkt des

Ausbruches der Erkrankung

Es konnte zuvor gezeigt werden, dass eine einzelne Injektion mit dem anti-
CD137-Antikorper den Krankheitsausbruch verzdgert und die Schwere der
Arthritis  mildert, insbesondere dann, wenn in der Fruhphase der

Autoimmunreaktion der anti-CD137-Antikorper injiziert wurde.
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Um zu ermitteln, ob eine Arthritis durch den anti-CD137 Antikorper gelindert
oder verzogert werden kann, wenn die ersten Zeichen der Erkrankung in
Erscheinung treten, wurde eine einzelne Dosis des anti-CD137-Antikdrpers zum
Zeitpunkt des Krankheitsausbruches gespritzt. Die ersten Zeichen zeigten sich
zwischen Tag 23 und 35 (Abb. 9a). Eine Maus wurde am Tag 27 mit anti-
CD137 behandelt, drei Mause bekamen den Antikorper am Tag 35 und die
andere Maus am Tag 37. In zwei von funf Mausen wurde die Erkrankung
gestoppt oder gelindert, wahrend die anderen drei Tiere, trotz der Antikorper-

Gabe, eine schwere Arthritis entwickelten.

Ahnlich, wie es bei den nur mit bCll immunisierten Mausen gezeigt wurde (Abb.
6), erreichten die anti-ClI-IgG-Titer der Mause dieses Versuches ihren hochsten
Wert um Tag 40 (Abb. 9b). Zum Zeitpunkt der anti-CD137-Injektion waren die
Antikorper-Titer bereits hoch. Allerdings konnte nach der anti-CD137-Gabe eine
schnelle Abnahme der Antikorperbildung im Vergleich zu nur mit bCII
immunisierten Tieren verzeichnet werden. Am Tag 66 waren die Antikorper-

Titer bei 80% der Tiere nicht mehr nachweisbar.
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Abb. 9: Arthritis-Score (a) und anti-Cll-IgG Antikdrper-Titer (b) in DBA1/J-
Mausen nach Gabe des Antik6érpers zum  Zeitpunkt des
Krankheitsausbruches. Die Tiere wurden an den Tagen 0 und 21 mit bCll
immunisiert und bei klinischem Auftreten von CIA mit einer einmaligen Gabe
von anti-CD137 therapiert. Jedes Symbol entspricht einem Tier. Jeder Pfeil
symbolisiert eine Injektion mit anti-CD137-Antikorper.
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3.2 Histopathologische Befunde

Histologische Untersuchungen der Gelenke von unterschiedlich behandelten
Mausen wurden am Tag 89 nach der ersten Immunisierung durchgefuhrt (Abb.
10).

Es wurde ein Zusammenhang zwischen klinischer und histologischer
Untersuchung festgestellt. Mause mit schwerer Arthritis zeigten
Knorpelzerstorung mit starker Fibroblasteninfiltration und Proliferation der
Synoviozyten mit Pannusbildung (Abb. 10b). Trotz der Immunisierung mit bCllI
zeigten die Gelenke der Tiere, die drei Mal mit anti-CD137-Antikérper behandelt
wurden, keinen pathologischen Befund. Das Gelenk war mit der

Gelenksstruktur der nativen Mause vergleichbar (Abb.10a, 10c).

Abb. 10: Gelenkhistologie von DBA/1J Mausen am Tag 89 nach bCIl-
Immunisierung. Gezeigt ist die Histologie des Kniegelenkes einer nativen
Maus (a), einer lediglich mit bCll immunisierten Maus (b) und einer mit bClI
immunisierten und dreimalig mit anti-CD137 therapierten Maus (c). Der Pfeil in
(b) zeigt die Stelle der Fibroblasten- und Synoviozytenproliferation. JS =
Gelenkspalt, C = Gelenkknorpel, S = Membrana synovialis.
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3.3 FACS-Analyse der Splenozyten

Um den Effekt der anti-CD137-Behandlung auf verschiedene Lymphozyten-
Populationen zu untersuchen, wurden murine Lymphozyten aus Milzen nach
Markierung mit Antikbrpern gegen verschiedene Oberflachen-Moleklle mittels
durchflulizytometrischer Analyse gezahlt, gemessen und ausgewertet.

Die Milzen von Mausen, welche mit anti-CD137-behandelt wurden, hatten ein

groRReres Gewicht und eine grof3ere Dimension (Abb. 11).
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Abb. 11: Milzveranderungen in DBA1/J-Mausen nach dreimaliger Gabe
von anti-CD137. Die Milzen wurden 28 Tage nach Versuchsbeginn exstirpiert.
Zu sehen sind die Milzen (von links nach rechts) einer nativen, einer mit bClI-
immunisierten, einer mit bCll-immunisierten und anti-CD137 therapierten und
einer nur mit anti-CD137 behandelten Maus. Das Gewicht der einzelnen Milzen
ist in der mitaufgeflhrten Tabelle dargestellt.
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Auch wenn die Splenomegalie der Splenozyten-Zahl entsprach, war die relative

Zellzahl in Relation zum Organgewicht erniedrigt.

In Abbildung 12 sind die Auswertungen der FACS-Analyse dargestellt. Auf der
horizontalen Achse sind die FITC-markierten Zellen (Fluoreszenz 1) abgebildet
und mit ihrem Prozentsatz eingetragen. Auf der vertikalen Achse stehen die PE-

markierten Zellen (Fluoreszenz 2).

Nach der anti-CD137-Behandlung und unabhangig von der bCll-Immunisierung
waren in den beiden mit Antikorper therapierten Mausegruppen die
Prozentsatze der Lymphozyten-Subpopulationen ahnlich reprasentiert (Abb.
12). Um die Analyse der Ergebnisse zu erleichtern, wurden die zwei Gruppen,
die mit bCll immunisiert wurden, verglichen. Es zeigte sich eine Zunahme des
relativen Prozentsatzes (11.8% versus 35.7%) von CD3" T-Zellen in der mit
anti-CD137-Antikérper behandelten Gruppe. Diese Zunahme von CD3" T-
Zellen war hauptsachlich durch CD8" Zellen (2.4% versus 16.5%) reprasentiert,
verglichen mit der CD4" Subpopulation (8.1% versus 19.4%). Zusétzlich war
eine deutliche Zunahme der CD3'CD45RB™ T-Lymphozyten (12.2% versus
37.2%) in den mit anti-CD137-Antikorper behandelten Mausen festzustellen.
Der Prozentsatz der CD4'/CD25" doppelt positiven Zellen in dieser Gruppe
hatte eine leichte Steigerung gezeigt (1.5% versus 2.3%). Anders zeigte sich
der Prozentsatz der B-Zellen (CD19"). Obwohl die totale Zahl der B-Zellen in
allen Gruppen ahnlich war, anderte sich der prozentuale Anteil der B-Zellen in
den Gruppen, welche die Behandlung mit anti-CD137-Antikdrper bekommen
haben. Er war deutlich niedriger (75.9% versus 44.8%) im Vergleich zu den

anderen zwei Gruppen.
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Abb. 12: FACS Analyse der Splenozyten von DBA1/J-Mausen. Die
Nummern in den einzelnen Quadranten reprasentieren den prozentualen Anteil
der mit FITC (horizontale Achse) oder PE (vertikale Achse) markierten Zellen.
Die doppelt positiven Zellen sind im oberen rechten Quadranten dargestellit.
Splenozyten von nativen, nur mit bCll immunisierten, mit bCll immunisierten
und mit anti-CD137 therapierten und mit nur anti-CD137 behandelten Tieren
sind entsprechend dargestellt.
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4. Diskussion

Fir die Entstehung der CIA ist eine T-Helfer- und B-Zellaktivierung nétig (19,
36, 83, 96, 102). T-Zellen und Serum von erkrankten Tieren sind fur die
Ubertragung der Arthritis erforderlich (33, 44, 89, 90). Die Gabe eines
agonistischen, monoklonalen Antikérpers gegen den CD-137 T-Zellrezeptor
verhindert die Antikorperausbildung gegen T-zellabhangige Antigene,
besonders wenn der anti-CD137-Antikorper gleichzeitig zur initialen
Immunisierung verabreicht wird (67). Dies geschieht in vivo nicht durch eine
direkte Beeinflussung der Funktion von B-Zellen, sondern durch die Induktion
einer persistierenden T-Helfer-Zell-Anergie. Dieser Effekt konnte allerdings
nicht nach dem Beginn der T-zellabhangigen humoralen Immunantwort

beobachtet werden.

Angesichts der pathogenetischen Rolle der T-Helfer-Zellen und damit der T-
zellabhangigen Antikorper in  der Entstehung und Entwicklung der
inflammatorischen Autoimmunerkrankungen, stellte sich die Frage, ob ein

agonistischer anti-CD137-Antikdrper das Auftreten der CIA beeinflussen kann.

Die Gabe eines agonistischen anti-CD137-Antikorpers hemmte den Auftritt der
CIA und die Ausbildung spezifischer anti-Cll-lgG Antikorper in DBA/1J-Mausen.
Diese Unterdrickung der Erkrankung, die auch mikroskopisch verifiziert werden
konnte, war dosis- und zeitabhangig. Die Tiere, die dreimalig mit Antikorper
behandelt wurden, bekamen keine Arthritis wahrend der 100-tagigen
Beobachtung. Bei ihnen konnte keine humorale Immunantwort festgestellt
werden. Die einmalig mit Antikorper gespritzten Mause zeigten eine
vorubergehende oder verzogerte Erkrankung. Die Wirkung des Antikdrpers war
umso effektiver je friher er verabreicht wurde. Bei einmaliger Gabe konnte eine
Arthritis in den Mausen nur verhindert werden, wenn der Antikérper zum

Zeitpunkt der initialen Immunisierung (Tag 0) gespritzt wurde. Andererseits
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konnte bei manchen Mausen die Arthritis auch noch gestoppt oder gelindert
werden, wenn man den anti-CD137-Antikdrper zum Zeitpunkt des
Krankheitsausbruches injizierte. Es resultierte auch dann noch ein verminderter
Schweregrad der Erkrankung, wenn die Tiere nach 110 Tagen erneut mit bClI
immunisiert wurden und zuvor mit einer dreimaligen Gabe von anti-CD137 (Tag
0, 6 und 21) behandelt waren. Der Gewichtsverlust bei erkrankten Mausen
korrelierte mit dem Schweregrad der Erkrankung. FACS-Analysen zeigten eine
Zunahme des relativen Prozentsatzes der CD4" und besonders der CD8" T-

Zellen in den Gruppen, die anti-CD137 erhielten.

Viele immunmodulatorische Substanzen hemmen mittels Immunsuppression
die Entwicklung einer Autoimmunarthritis (18, 41, 49, 108, 110, 118). Dies
konnte ebenfalls der Mechanismus sein, Uber den anti-CD137 die Entstehung
und den Verlauf der CIA beeinflusst. Ein wichtiger Nachteil dieser
immunmodulatorischen Substanzen ist aber ihr Wirkungsverlust, wenn die
Autoimmunerkrankung bereits etabliert ist (49, 118). Lediglich in wenigen Fallen
konnten diese Substanzen eine etablierte Arthritis modulieren (41, 42, 110). Im
Gegensatz dazu zeigte die Behandlung mit anti-CD137 sogar ihre
therapeutische Wirkung noch, wenn die Autoimmunmechanismen bereits
ausgelost waren. In den durchgefihrten Experimenten zeigten die behandelten
Mause eine lang anhaltende Resistenz gegenuber einer erneuten
Krankheitsinduktion. Der Schutz vor der Entwicklung einer Arthritis erwies sich
als langer als die Halbwertzeit des gespritzten Antikorpers (67). Dies weist
darauf hin, dass die Behandlung mit anti-CD137 nicht nur die pathogenetischen
Autoimmunmechanismen in der Induktion der CIA verhindern oder stoppen
kann, sondern eine aktive und lang andauernde Immunsuppression auf
zellularer Ebene auslost. Anti-CD137 kann deshalb als ein Immunsuppressivum

und als ein Immunregulator betrachtet werden.
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Studien zeigten zwei verschiedene Auswirkungen auf die Immunregulation nach
der Applikation der anti-CD137-Antikorper. Auf der einen Seite verstarkt der
Antikdrper den Effekt von antigen-spezifischen, zytotoxischen CD8" T-Zellen
(38, 64, 66, 86, 99) und auf der anderen Seite verhindert er die humorale
Immunantwort durch die Hemmung von CD4" T-Helfer-Zellen (20, 67, 94). Die
zuletzt erwahnte suppressive Wirkung kdonnte durch eine direkte Unterdriickung
der CD4" T-Zellen oder durch die Aktivierung regulativer CD8" T-Zellen, die
eine Anergie der CD4" T-Zellen bewirken, erklart werden (67). Unter
Berucksichtigung, dass die anti-CD137-Gabe zur starken Aktivierung und zum
Uberleben von hauptséchlich CD8" T-Zellen fiihrt (38, 86, 99), kdnnte die
Beteiligung der regulatorischen und suppressiven CD8" T-Zellen in der
Verhinderung der Autoimmunmechanismen bei der CIA als Erklarung
herangezogen werden. Mehrere Versuche konnten die Rolle der CD8" T-Zellen
in der Suppression autoreaktiver T-Zellen in vivo bestatigen (23, 48, 55). Es
wurde gezeigt, dass CD8" T-Zellen eine Immunsuppression durch zytotoxische
Zerstorung der aktivierten CD4" T-Zellen (39) und der APCs (87) auslosen. Laut
Myers et al. konnte die anti-CD137-Behandlung im Maus-Modell die Aktivierung
von CD8" Suppressor-T-Zellen induzieren (71, 72). Diese CD8" Suppressor-T-
Zellen setzten TGF-3 (engl.: tumor growth factor ) frei, welches einen
inhibitorischen Effekt auf CD4" T-Zellen hatte (71). Eine andere Gruppe
beschrieb, dass dendritische Zellen eine Population von regulatorischen CD8"
T-Zellen induzierten, die IL-10 freisetzten und keinen zytolytischen Effekt
aufwiesen (26). Die regulatorische Rolle der CD8" T-Zellen in der Hemmung
der Autoimmunitat ist bekannt (10, 11, 16, 26, 40, 54, 56, 73). Dies kdonnte den
lang anhaltenden Schutz gegen die CIA-Induktion, den die mit anti-CD137-
Antikorper behandelten Mause zeigten, erklaren.

Bei der Behandlung mit anti-CD137-Antikérpern wurden nach bClI-
Immunisierung keine bzw. in reduziertem MalRe IgG-anti-Cll-Antikorper gebildet.

Die deutlich reduzierte Inzidenz und Schwere der Arthritis nach Behandlung mit
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anti-CD137-Antikorpern konnte auf eine fehlende anti-Cll-Antikorperproduktion
zuruckzufuhren sein. Spezifische 1gG-anti-Cll-Antikdrper sind mitverantwortlich
fur die Entstehung der Arthritis (32, 57, 91, 96, 103), was mittels
Ubertragungsexperimenten mit Serum erkrankter Tiere bestatigt werden konnte
(33, 89, 90, 102). Antigenspezifische T-Zellen konnten gebildet werden, aber
eine Erkrankung trat aufgrund der fehlenden humoralen Immunantwort nicht
auf. Mittels FACS-Analyse wurde ein niedriger relativer Prozentsatz der B-
Lymphozyten in den Gruppen, die mit anti-CD137 behandelt wurden, gezeigt.
Da B-Zellen kein CD-137 Molekul exprimieren, kann die Depletion dieser
Population lediglich durch einen indirekten Effekt des anti-CD137-Antikorpers
erfolgen. Die Hemmung der humoralen Immunantwort gegen Collagen Il kdnnte
auf eine beeintrachtigte Helferfunktion der CD4" T-Zellen zurtickgefiihrt werden.
Eine direkte Induktion der T-Helfer-Zell-Anergie oder eine Blockade der
Aktivierung dieser Zellen durch regulatorische T-Zellen nach der Behandlung
mit anti-CD137-Antikorper wurde von Mittler et al. gezeigt (67). Bei NZB/W F1
Mausen, einem Modell einer Autoimmunerkrankung (SLE), wurde die
Ausbildung von Autoantikérpern nach CD137-Behandlung unterdrickt (20). In
diesem Modell wurde eine lang anhaltende Hemmung der humoralen
Immunantwort gegen Autoantigene und ein schutzender Effekt gegen den
Auftritt einer spontanen Erkrankung beobachtet. Die Suppression der
Autoimmunitat im murinen SLE-Modell wurde der Hemmung der B-Zell-Reifung
in Keimzentren der Milz aufgrund des Mangels an CD4" T-Helferzellen
zugeschrieben (20). Auf eine Hemmung der CD4" T-Zell-Stimulation bei der
Interaktion mit dendritischen Zellen wurde auch hingewiesen (20). Laut anderen
Autoren (45, 94) konnte die Aktivierung der Makrophagen/Monozyten mittels
CD137-Kostimulation eine induzierte Apoptose der B-Lymphozyten mit

Hemmung der Autoantikorper-Produktion hervorrufen.

Die Expression des CD25-Molekiils auf CD4" T-Zellen war hoher in mit anti-
CD137 behandelten Mausen. Zuséatzlich waren CD3" T-Zellen in hohem MalRe
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auch CD45RB positiv bei behandelten Tieren. Verschiedene regulatorische T-
Zellen sind sowohl bei Menschen als auch bei Mausen bekannt (1, 5, 12, 62,
63, 79, 80, 85). Sowohl CD8" als auch CD4" T-Zellen wurde eine suppressive
Rolle zugeschrieben (75). Wie oben diskutiert wurde, kdnnte die Behandlung
mit anti-CD137-Antikorpern eine Verhinderung der Entstehung der Arthritis
mittels regulatorischer CD8" T-Zellen bewirken. Da bei CD8-defizienten Mausen
eine antigenspezifische T-Zell-Anergie beobachtet werden konnte (97), ist eine
ausschlieRlich durch CD8" T-Zellen vermittelte Suppression aber
unwahrscheinlich. Eine inhibitorische Wirkung von regulatorischen CD4" T-
Zellen auf die Proliferation der T-Helferzellen wurde ebenfalls gezeigt (53). Die
Expression von CD25- (a-Kette des IL-2 Rezeptors) und CD45RB- (Maus),
CD45RO- (Human) bzw. CD45RC- (Ratte) Molekulen wurden als Marker fur
regulatorische CD4" T-Zellen identifiziert (6, 21, 28, 81). Bei DBA/1 Mausen rief
die Depletion von CD25" T-Zellen eine schwere Arthritis hervor (69). Eine
Zunahme der CD4°CD25" Zellen nach der Behandlung mit anti-CD137 wurde
im murinen SLE-Modell beobachtet (20). Eine regulatorische Rolle des auf T-
Zellen exprimierten 4-1BB-Molekils wurde bei Lee et al. vorgeschlagen (52).
Die Autoren zeigten, dass aktivierte CD4" T-Zellen, die kein 4-1BB-Molekiil
exprimieren konnen (4-1BB [-/-]), eine hyperreaktive Antwort gegen Antigen in

Vivo zeigten.

Eine Zusammenfassung der verschiedenen Hypothesen bezuglich der
Auswirkungen der anti-CD137-Therapie auf die Immunantwort ist in Abbildung

13 dargestellt.
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Abb. 13: Auswirkungen der Gabe eines agonistischen monoklonalen anti-
CD137-Antikorpers auf verschiedene Zellpopulationen des
Immunsystems. CTLs: zytotoxische T-Lymphozyten, DC: dendritische Zellen,
FDCs: follikulare dendritische Zellen, Th: T-Helfer-Zellen, Tr: T-Regulatorzellen,
Ts: Suppressor-T-Zellen.

Die Behandlung mit anti-CD137-Antikorpern fuhrte zu einer Splenomegalie. Ein
ahnlicher Befund wurde ebenfalls von anderen Autoren beobachtet (20). Eine
Splenomegalie ist auch von Zhu et al. bei CD137L-transgenen Mausen
beschrieben worden (119). Die Induktion der T-Zell- und APC-Proliferation unter
der Wirkung von anti-CD137 konnte eine Erklarung fur die Splenomegalie in
behandelten Tieren sein.

Die Toleranz gegen eigene Antigene ist eine wichtige Fahigkeit des

Immunsystems, um Autoimmunerkrankungen zu unterdrucken. Toleranz-
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Mechanismen schlieBen die Wirkung von regulatorischen T-Zellen ein. Durch
den Verlust von Regulationsmechanismen kann eine Autoimmunitat induziert
werden. Zahlreiche Versuche gehen in die Richtung, regulatorische oder
suppressive Zellen in vivo durch die Applikation von immunmodulatorischen
Substanzen zu erzeugen. Die therapeutische Nutzung des agonistischen anti-
CD137-Antikdrpers konnte ein neues Konzept in der Therapie von

Autoimmunerkrankungen bedeuten.
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5. Zusammenfassung

Die Collagen induzierte Arthritis ist eine experimentelle Autoimmunkrankheit in
Mausen, die als ein Modell der rheumatoiden Arthritis und der juvenilen

idiopathischen Arthritis gilt.

CD137 (4-1BB) ist ein kostimulatorisches Moleklil, das in der Frihphase der T-
Zell-Aktivierung exprimiert wird. Ein agonistischer anti-CD137-Antikorper
verhindert die humorale Immunantwort gegen T-Zell-abhangige Antigene. Dies
geschieht in vivo nicht durch eine direkte Beeinflussung der Funktion von B-
Zellen, sondern durch die Induktion einer lang anhaltenden Anergie von T-
Helfer-Zellen. Da die T-Helfer-Zellen eine wesentliche Rolle in der Pathogenese
der CIA spielen, wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss eines
spezifischen, agonistischen anti-CD137-Antikorpers auf die Induktion und den

Verlauf von CIA untersucht.

DBA/1J-Mause wurden mit bovinem Collagen Il immunisiert und mit einem
agonistischen anti-CD137-Antikdrper behandelt. Die Tiere wurden zweimal pro
Woche untersucht und ihr anti-Collagen-II-Antikérper-Spiegel im Serum
gemessen. Auferdem wurden histologische Untersuchungen und FACS-
Analysen durchgefuhrt. Die dreimalige Gabe von anti-CD137-Antikorpern
konnte den Ausbruch der CIA und die humorale Immunantwort gegen CII
verhindern. Eine einmalige Gabe des Antikoérpers konnte den Ausbruch der
Krankheit verhindern oder deutlich mildern, vor allem wenn anti-CD137 zum
Zeitpunkt der initialen Immunisierung gegeben wurde. Ein verminderter
Schweregrad der Erkrankung resultierte auch dann noch, wenn die Tiere nach
dreimaliger, initialer Gabe von anti-CD137 nach 112 Tagen erneut mit Collagen

Il immunisiert wurden.
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Eine Zunahme des relativen Prozentsatzes der T-Zell-Population, die
hauptsachlich von CD8" T-Zellen reprasentiert war, wurde mittels FACS-
Analyse in den mit anti-CD137 behandelten Gruppen gezeigt. Als Erklarung der
Verhinderung des Ausbruches der Arthritis konnte die Aktivierung von
regulatorischen und suppressiven CD8" T-Zellen mit der nachfolgenden

Hemmung der T-Helfer-Zellen herangezogen werden.

Die Ergebnisse zeigen klar, dass die Behandlung mit dem agonistischen anti-
CD137-Antikérper den Ausbruch der CIA verhindern oder mildern kann. Fur die
Therapie und einer gesteigerten Erkenntnis in der Pathogenese von
Autoimmunerkrankungen konnte die Behandlung mit einem agonistischen anti-

CD137-Antikdrper ein neues Konzept bedeuten.
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7. Glossar

Abb. Abbildung
Ag Antigen
AICD aktivierungsinduzierter Zelltod
Ak Antikorper
APC Antigen-prasentierende Zelle
bCllI bovines Typ-lI-Collagen
CD Lymphozyten-Untergruppen-Antigen
CFA komplettes Freund’sches Adjuvant
CIA Collagen-induzierte Arthritis
CTLs zytotoxische T-Lymphozyten
CTLA-4 zytotoxisches T-Lymphozyten-Antigen 4
Cll Typ-lI-Collagen
EAE experimentelle Autoimmunenzephalitis
EDTA Ethylendiaminessigsaure
ELAM endotheliales Leukozyten-Adhasionsmolekul
ELISA Enzyme-linked immunosorbent-assay
FACS DurchfluBzytometrie, fluoreszenzaktivierte Zellanalyse/-sortierung
FcR Rezeptor fur das Fc-Fragment der Immunglobuline
FCS fotales Kalberserum
FITC Fluoreszeinisothiozyanat
FDC follikulare dendritische Zelle
FSC Vorwartslichtstreuung
HE Hamatoxylin-Eosin
HLA humanes Leukozyten-Antigen
ICAM interzellulares Adhasionsmolekdl
ICOS induzierbarer Kostimulator

Ig Immunglobulin
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IFN
i.p.
V.
JIA

mAKk
MHC

NK
oD
OPD
PBS
PE
pH
RA
r.p.m.
s.C.
SCID
SD
SEL
SEM
SPF
SSC
TCR
TGF
Th
TNF
TNFR

Interleukin

Interferon

intraperitoneal

intravenos

juvenile idiopathische Arthritis
Ligand

monoklonaler Antikorper
Haupt-Histokompatibilitatskomplex
Anzahl

naturliche Killer-Zelle

Absorption

Orthophenylenediamine
Phosphat-gepufferte Kochsalzldsung
Phycoerythrin

negativer dekadischer Logarithmus der H* Konzentration
rheumatoide Arthritis

Umdrehungen pro Minute

subkutan

schwere kombinierte Immundefizienz
Standardabweichung

systemischer Lupus erythematodes
Standardfehler vom Mittelwert
speziell keimfrei

seitliche Lichtstreuung
T-Zell-Rezeptor

transformierender Wachstumsfaktor
T-Helfer-Zelle
Tumor-Nekrose-Faktor

Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor
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VCAM vaskulares Zell-Adhasionsmolekl

VS. versus
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