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Referat

Die Atiologie der rheumatoiden Arthritis und der juvenilen idiopathischen
Arthritis ist unklar. Bisher wird ganz allgemein von einer autoimmunen Ursache
als Erklarung ausgegangen, welche allerdings im Detail betrachtet immer
wieder herausgefordert wird. Humane endogene Retroviren (HERV) und
Superantigene (SAg) kdénnten bei der Atiologie eine entscheidende Rolle spielen.
Zur Erforschung von Pathomechanismen und Entwicklung neuer
Therapieansédtze wurden verschiedene Tiermodelle in der Vergangenheit
etabliert. Zuletzt wurde die Superantigen-Arthritis als moégliches Tiermodell
entwickelt. Die vorliegende Arbeit greift dieses Modell und die damit verbundene
HERV/SAg-Theorie erneut auf. In der vorliegenden Studie erfolgte eine
immunhistochemische Untersuchung von Kniegelenken der Lewis-Ratte nach
intraarktikularen Injektion des Glykoproteins 120. Dabei handelt es sich um
ein virales Superantigen und steht dabei anstelle eines HERV-kodierten
Proteins. Bei der immunhistochemischen Untersuchung wurden T-Zell-Marker
(CD8, CD4, CD3), B-Zell-Marker (CD138, Pan-B-Zell-Marker) und MHC-Marker
verwendet. Die Untersuchung der Oberflichenantigene erfolgte zu funf
verschiedenen Untersuchungszeitpunkten nach intraartikuldrer Injektion des
SAg. Zuvor erfolgten die aufwandige Entkalkung und Herstellung der
Paraffinschnitte. Nach Auswertung der Praparate zeigte sich in dem mit SAg
behandelten Tieren eine Arthritis. Das immunhistochemische Bild dhnelt dem
Erscheinungsbild der Arthritis nach Injektion des T-Zell-SAg Staphylokokken
Enterotoxin A stark. Die synoviale Entzindungsreaktion war durch CD8+-
Zellen dominiert und auf den oberen Recessus des Kniegelenks konzentriert. Es
gab partielle Ubereinstimmungen mit Untersuchungsbefunden der juvenilen
idiopathischen Arthritis, der rheumatoiden Arthritis und HIV-assoziierten
Gelenkerkrankungen. Die vorliegende Arbeit unterstiitzt eine mogliche

HERV/SAg-Hypothese bei autoimmunen Arthritiden.
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1  Einleitung

1.1 Rheumatoide Arthritis

Die rheumatoide Arthritis ist eine entztindliche Systemerkrankung, bei der es
zu einer progressiven Gelenkzerstdrung kommt. Ihr liegt ein komplexer und
noch nicht ganz verstandener Pathomechanismus zu Grunde. Die Trias
synoviale Hyperplasie (welche durch die Zunahme ortstdndiger Fibroblasten
und Entziindungszellen verursacht wird), chronische Entztindung und
pathologische Immunantwort hat eine Destruktion der Gelenke zur Folge.
(Meinecke et al., 2006) Mit einer Pravalenz von 1,6 — 0,6 % ist die rheumatoide
Arthritis die haufigste chronisch-entztindliche Gelenkerkrankung

Deutschlands. (Hense et al., 2016)

CD4+-Zellen spielen als aktivierte Effektorzellen des Immunsystems eine
wichtige Rolle, aber auch der Funktionsverlust von CD4+ -Zellen mit
immunmodulierenden Fahigkeiten (CD25+) hat entscheidende Folgen. (Muller
et al., 2006) So wird der Verlust der peripheren Toleranz des Immunsystems
und eine Chronifizierung des chronisch-entztindlichen Prozess der Erkrankung
erklart. Die zytotoxischen CD8+-T-Zellen tragen offenbar zur Gewebszerstéorung
bei der RA bei. (Muller et al., 2006) Neben einer Proliferation und verminderten
Apoptose von Synoviozyten bilden sich im Bereich der Subintima neue Gefafie.
Entztindungszellen, wie B- und T-Lymphoyzyten, sowie Plasmazellen sind

hierbei nachweisbar. (Beaten et al., 2000).

Bisher konnte kein Beweis von Autoantigenen, gegen die sich T-Zellen richten,
erbracht werden. Es zeigte sich lediglich das Collagen-II in vitro eine gesteigerte

IFN- y Antwort bei T-Zellen von Patienten mit RA ausldst. (Berg et al., 1999)

Entztindungszellen ordnen sich zum einen diffus an, zum anderen werden
perivaskuldre und herdartige Infiltrate beobachtet. Generell werden drei
typische histologische Befunde beschrieben. Zum haufigsten Muster gehort eine
diffuse und eine herdartige Anordnung der Entztindungszellen. Seltener wird
eine granulomatése Entziindung beschrieben. (Gravallese und Monach, 2008)

Diese histologischen Muster sind mit typischen Konzentrationen verschiedener



Zytokine assoziiert. (Klimiuk et al., 1997) Zur Pathogenese kommen auch T-
Zell-unabhangige Mechanismen hinzu. Die synovialen Fibroblasten werden
nicht nur durch Zytokine von Makrophagen und Lymphozyten stimuliert,
sondern sind auch selbst flir den Unterhalt des Entziindungsprozesses
verantwortlich. Wahrscheinlich fungieren die Fibroblasten selbst als antigen-
prasentierende Zellen und greifen so in den Prozess der chronischen
Entztindung aktiv ein. (Boots et al., 1994) Es wird angenommen, dass es Uber
Freisetzung von matrixzerstérenden Proteinen, wie z. B. Kathepsine und Matrix-
Metallproteinasen, aus synovialen Fibroblasten zu einer entscheidenden
Zerstorung von Knorpel und Knochen kommt. (Meinecke et al., 2006) Ebenso
scheinen B-Zellen in der Pathogenese eine Rolle zu spielen. Neben der
Autoantikérperproduktion sind auch Zell-Zell-Kontakte zwischen B-Zellen und
fibroblasten-ahnlichen Synoviozyten beschrieben. (Wang et al., 2011) B-Zellen
kénnen ebenso wie T-Zellen diffus und herdartige Entziindungsinfiltrate im
synovialen Gewebe bilden. (Gravallese und Monach, 2008) Des Weiteren sind
B-Zellen in Form von Plasmazellen im Gewebe nachweisbar. Diese Plasmazellen
sind fur die Produktion von RA typischen Autoantikérpern verantwortlich. Auch
neutrophile Granulozyten haben bei der Entztindung des Gelenks eine
Bedeutung, hier sind sie allerdings vor allem in der Gelenkflussigkeit
nachzuweisen. Neben den bereits erwdhnten Zelltypen spielen auch
dentritische Zellen, Mastzellen, nattrliche Killerzellen und endovaskulare

Zellen eine Rolle in der Pathogenese der RA. (Gravallese und Monach, 2008)

Genauso unklar wie die Pathogenese scheint auch nach jahrzehntelanger
Forschung die Atiologie der RA zu sein. Nichtsdestotrotz werden viele
verschiedene Thesen diskutiert. In Zusammenschau der Befunde kann man bei
der Betrachtung der Ursachen zwischen Umweltfaktoren, Genetik und anderen
pradisponierenden Faktoren unterscheiden. Dabei sind die genauen
Mechanismen, die zur Krankheitsentstehung beitragen noch unklar. Es wird
jedoch von einem multifaktoriellen Geschehen ausgegangen, bei dem
epigenetische, immunologische und biochemische Prozesse eine Rolle spielen.
(Chang et al.,, 2014) Neben den genannten Faktoren scheinen auch
Mikroorganismen bei der Pathogenese von Bedeutung zu sein. Hierflir gibt es
einige Indizien, so konnten zum Beispiel Antikérper gegen Proteus mirabilis und
Oberflachenproteine von Mykoplasmen im Serum von RA-Patienten

nachgewiesen werden. Des Weiteren scheint der Darm von RA-Patienten ein



anderes Mikrobiom an E. coli Subtypen aufzuweisen als bei gesunden
Probanden, was die Beteiligung von Bakterien an der Pathogenese der RA
vermuten lasst. Auch Viren kénnen mit der Polyarthritis in Zusammenhang
gebracht werden. Hierbei sind Parvovirus B-19, Epstein-Barr-Virus (EBV) und

das Cytomegalievirus (CMV) zu nennen. (Taneja, 2014)

Bereits 1986 konnten Aho und dessen Kollegen durch Zwillingsstudien zeigen,
dass die Genetik als pradisponierender Faktor einen entscheidenden Hinweis
bei der Entstehung von RA liefert. (Aho et al., 1986) Es wurden bestimmte HLA-
Allele, welche fir gemeinsame Epitope von HLA-Proteinen kodieren und mit
einem erhohten Risiko an einer RA zu erkranken assoziiert sind, identifiziert.
Durch HLA-Gene konnten nur 30-50% der Erkrankung erklart werden, so dass
auch nach anderen Genen gesucht wurde, die im Zusammenhang mit der
Erkrankung stehen konnten. Dabei ist vor allem der HLA-DRB1 Genlokus mit
einer RA assoziiert. (Seldin et al., 1999, Gregersen et al.,1987, Nepom et al.
1995) Es gibt andere Gen-Assoziationen aufierhalb der HLA-Gene, z.B. STAT4,
PADI-4 und TRAF1l. (Okada et al.,, 2014) Ebenso wurde vorangegangene
Infektionen, z. B. mit Mykoplasmen, HRV 5 und EBV mit dem Auftreten einer
RA in Verbindung gebracht (Carty et al. 2004). Dies ist ein Hinweis daftir, dass
Superantigene in der Pathogenese und Atiologie der RA eine Rolle spielen

kénnten. (Howell et al., 1991)

1.2 Juvenile idiopathische Arthritis

Die juvenile idiopathische Arthritis (JIA) ist eine im Kindesalter auftretende,
chronische (> 6 Wochen) entztindliche Erkrankung der Gelenke. Dabei umfasst
die Erkrankung allerdings eine sehr heterogene Gruppe aus sieben Formen. Die
Unterformen unterscheiden sich dabei in dem Befallsmuster der Gelenke, der
Epidemiologien, der extraartikularen Manifestation, der Laborkonstellation und
dem Therapieregime. Die hdufigste Form ist die Oligoarthritis. Die Atiologie der
JIA ist unklar. Auch die unterschiedlichen Formen lassen dabei auch mehrere
Ursachen der Erkrankung in Betracht kommen. So sind die juvenile Psoriasis-
Arthritis und die Entesitis-assoziierte Arthritis mit HLA-B27 vergesellschaftet.
(Hersh und Prahalad, 2017) Des Weiteren gibt es Hinweise das virale und

bakterielle Infektionen die Erkrankung triggern kénnen. (Rigante et al., 2015)



Die Pravalenz der Erkrankung betragt 100/100.000 Kinder. (Weiss et al., 2007)
Untersucht man das Synovialgewebe von Patienten mit JIA so zeigen sich
oligoklonal aktivierte T-Zellen. Damit scheint die JIA durch Antigene ausgeldst
und durch T-Zellen vermittelt zu werden. (Grom und Hirsch, 2000) Bei der
Analyse der TCR ergibt sich ein Spektrum aus verschiedenen TCR Vb Klonen,
wobei Vbeta 8 und Vbeta 20 gehauft auftreten. (Thompson et al., 1998) Letztlich
konnte bisher kein Rickschluss auf ein einzelnes Antigen, welches die

oligoklonale T-Zell-Aktivierung auslost, gezogen werden.



Tab. 1. Klassifikationskriterien der International League of Associations of
Rheumatology (ILAR) fiir die JIA (Petty et al., 2001)

JIA-Subgruppen Definition

Systemische Form Arthritis und Fieber (intermittierend, Dauer min. 2
Wochen) und mindestens ein weiteres Kriterium:

Fluchtiger erythematoser Hautausschlag,
Generalisierte LymphknotenvergréofSerung, Hepato-
und Splenomegalie, Serositis

Oligoarthritis Arthritis von 1-4 Gelenken innerhalb der ersten 6
Erkrankungsmonate

Kumulativ im Verlauf max. 4 Gelenke in den
Entziindungsprozess einbezogen (Persistierend)

Nach den ersten 6 Erkrankungsmonaten werden 5
und mehr Gelenke in den Entziindungsprozess
einbezogen (Erweitert)

Seronegative Arthritis in > 4 Gelenken wahrend der ersten 6
Polyarthritis Erkrankungsmonate und ein neg. Test auf RF
Seropositive Arthritis in > 4 Gelenken wahrend der ersten 6
Polyarthritis Erkrankungsmonate und ein pos. Test auf RF
Psoriasis-Arthritis Arthritis und Psoriasis oder Arthritis oder Psoriasis
mit 2 der folgenden Symptome: Daktylitis,
Nagelverdnderungen, Psoriasis bei einem

Verwandten 1. Grades

Enthesitis-assoziierte Arthritis und Enthesitis oder Arthritis oder
Arthritis Enthesitis mit 2 der folgenden Symptome:
Druckschmerz Giber dem Iliosakralgelenk und/oder
entzlindlicher Ruickenschmerz lumbosakral, HLA-
B27-Nachweis, Junge mit einem
Erkrankungsalter > 6 Jahre, akute ant. Uveitis,
ankylosiernede Spondylitis, EAA, Sakroiliitis bei
entzind. Damrerkrankung, Reiter-Syndrom oder
akute ant. Uveitis bei einem Angehdrigen 1. Grades

Andere Arthritis Arthritiden, die nicht eindeutig den definierten
Subgruppen 1-6 zugeordnet werden kénnen



1.3 Tiermodelle der Arthritis

Tiermodelle der rheumatoiden Arthritis dienen der Erforschung der
Pathogenese, Atiologie, moéglicher Therapieansétze und diagnostischer Tests.
Die Untersuchung von organpezifischen Effekten und immunologischen
Prozessen ist am Modellorganismus im Gegensatz zu zellular basierten Modellen
moglich. Diese Tiermodelle kénnen dabei immer nur einen bestimmten Teil der
Erkrankung abbilden. Zur Induktion einer Arthritis gibt es verschiedene

Moglichkeiten.

Bereits 1956 konnten Pearson und seine Kollegen eine Arthritis am Tiermodell
auslésen. Durch unspezifische Stimulation des Immunsystems mittels einer
Emulsion aus Bestandteilen von Mykobakterien und Mineralol wird diese
Reaktion nach 14 Tagen bei bestimmten Rattenstdmmen hervorgerufen.
(Pearson, 1956) Die verwendete Emulsion wird Freundsches Adjuvans genannt.
Nach intrakutaner Injektion inkompletten Freundschen Adjuvans, das heifdt
unter Verzichten von Bestandteilen von Mykobakterien, kommt es zu einer
langsamer auftretenden und schubférmigen Arthritis. Die so durch
mineralische Ole wie z. B. Pristan ausgeldste Arthritis eignet sich deshalb zur

Erforschung der Atiologie und Pathogenese der RA. (Holmdahl et al., 2001)

Ein anderes Modell, das zur Erklarung der entztindlichen Vorgénge im Gelenk
herangezogen wird, ist das Collagen-II-Arthritis-Modell. Dabei wird das
Versuchstier letztlich mit Collagen-II, welches im Knorpelgewebe ubiquitér
vorkommt, immunisiert. Nach circa 10 Tagen kommt es durch einwandern von
T-Lymphozyten, Makrophagen und Neutrophilen zum Vollbild einer akuten
Arthritis. Wie auch bei der rheumatoiden Arthritis kann eine Beteiligung des
Synovialgewebes, im Sinne einer Proliferation der synovialen Fibroblasten,
nachgewiesen werden. (Brand et al. 2003, Gonzalez et al 2007) Auch die
chronische Gelenkentziindung weist in der Pathohistologie Ahnlichkeiten mit
der RA auf. Wie bei der RA zeigt sich eine schwere Gelenkzerstérung mit
synovialer Hyperplasie und Bildung von Pannus. (Joosten et al., 1996;
Trentham et al., 1977) Die auf Zell- und Molekularebene ablaufenden Prozesse

wahrend der Chronifizierung sind offensichtlich ein diffiziles Zusammenspiel



aus T-Zellen und Zytokinen, welches noch nicht ganz verstanden ist. (Brand et
al. 2003) In der histologischen Untersuchung konnten Infiltrate von Rundzellen
im Bereich des Meniskus gesehen werden. Eine weitere immunhistochemische
Untersuchung erfolgte nicht. Des weiteren kommt es zur Proliferation von

Fibroblasten und Synoviozyten Typ A. (Terato et al, 1982)

In Hinblick auf die mogliche Beteiligung von Mikroorganismen bei der
Pathogenese der RA hat man Tiermodelle entwickelt, bei denen infektidse
Bestandteile eine Arthritis auslésen kénnen. Die wichtigste Methode ist hier die
von Cromartie und dessen Kollegen 1977 durch Zufall entdeckte
Streptokokken-Zellwand-Arthritis (SCA). Bei der SCA wird durch eine einmalige
intraperitoneale Injektion von Peptidoglycan-Polysacchariden (PGPS), welche
aus Zellwdnden von Streptokokken der Gruppe A gewonnen werden, vor allem
beim weiblichen Ratten eine Arthritis ausgelost. Zunédchst zeigt sich in der
akuten Phase (1. — 5. Tag) eine Entzindung mit sichtbarer Schwellung des
Gelenks, gefolgt von einer Remission. Im Anschluss kommt es, im Gegensatz
zur initialen Phase, zu einer T-zellabhdngigen Reaktivierung und
Chronifizierung der Entziindung, welche Monate anhalten kann. Histologisch
ist die akute Entziindung gepragt von fibrinésem Exsudat, synovialer
Hyperplasie, Hypertrophie der Villi synoviales und einem entztindlichen Infiltrat
aus Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten. Eine weitere
immunhistochemische Untersuchung erfolgte nicht. (Kannan et al., 2005;

Cromartie, 1977)

Bei den bisher genannten Modellen wurde durch systemische Verabreichung
eines Agens eine Arthritis bei den Versuchstieren ausgeldst. Bei der Antigen-
induzierten-Arthritis erfolgt nach vorheriger Immunisierung mit Freundschen
Adjuvans eine intraartikuldre Injektion mit einem Antigen. Das kann zum
Beispiel Fibrin sein. Die Kniegelenke der fir den Versuch verwendeten
Kaninchen wurden histopathologisch aufgearbeitet. Dabei zeigte sich in den
ersten vier Tagen typische Zeichen einer akuten Entzlindung sowie eine
Verdickung der synovialen Zellschicht und granulozytenreiche Exsudation im
Gelenkspalt. Nach circa vier Wochen waren monozytare Infiltrate mit T- und

Plasma-Zellen nachweisbar. (Dumonde und Glynn, 1962)



Neben diesen durch bestimmte Stimuli induzierten Arthritis-Modellen gibt es
auch Modelle, welche auf genetischer Manipulation basieren und bei denen
transgene Tiere verwendet werden. Dabei sind die TNF-transgene und die IL-1

transgene Arthritis zu nennen.

Wie anfangs bereits erwdhnt, haben die beschriebenen Tiermodelle ihre
Bedeutung beim Verstindnis der RA, sind aber aufgrund der experimentellen
Voraussetzungen nur bedingt auf die Realitdt anwendbar. So werden z. B. beim
SCW-Modell die Versuchstiere mit Muramly-di-peptid vorbehandelt, um das
Immunsystem zu stimulieren. Bei der Kollagen-induzierten Arthritis wird
ebenso Freundsches Adjuvants zur Praiimmunisierung eingesetzt. (Rosloniec et
al., 2010) Im KRNxNOD-Modell werden immundefiziente, transgene Tiere

eingesetzt um eine Arthritis auslésen zu kénnen. (Kouskoff et al., 1996)



Tab. 2: Tiermodelle der Arthritis

Tiermodell

Ol-induzierte
Arthritis

Pristan-
induzierte

Arthritis

Collagen-II-
Arthritis

Streptokokken-
Zellwand
Arthritis

Antigen-
induzierte

Arthritis

IL-1-transgene
Arthritis

Bestandteil

Emulsion

Mykobakterien

aus

und Mineralol

Pristan

Collagen II

Peptidoglykan-
Polysaccharid

aus der Zellwand

von
Streptokokken
Freudsches
Adjuvans und
intraartikuléres
Antigen (z.B.
bovines
Serumalbumin)
IL-1
Uberexpression

Spezies

DA Ratte

DA Ratte

DBA Maus

Lewis Ratte

Kaninchen, Maus

Transgene Maus

Verlauf

Langsame,
schubformige

Arthritis

Langsame,
schubformige

Arthritis

Nach 10 Tagen

akute Arthritis,
danach

Chronifizierung

1-5 Tage akute
Arthritis, danach
Monate
anhaltende
chronische

Entztindung

Nach 4 Wochen
monozytare
Infiltrate mit T-

und Plasmazellen

4 Wochen nach
der Geburt

schwere Arthritis



1.4 Synoviozyten

Entscheidender Bestandteil eines Gelenks ist die Membrana synovialis — die
Auskleidung der Gelenkkapsel. Diese besteht aus zwei Typen von Synoviozyten.
Zum einen sind das Synoviozyten Typ A, bei denen es sich um Makrophagen
handelt und zum anderen die Synoviozyten Typ B. Die Typ B-Zellen sind
synoviale Fibroblasten und machen den GrofSteil der Gelenkinnenhaut aus. Sie
sorgen fur eine Produktion von Hyaluron, einem wesentlichen Bestandteil der
Synovialflissigkeit. Die Makrophagen tibernehmen im gesunden Gelenk eine
Reinigungsfunktion, indem sie Zelldetritus abtragen. Des Weiteren kénnen sie
wie Makrophagen in anderen Geweben korperfremde Bestandteile erkennen
und phagozytieren. (Iwanaga et al. 2000) Auf diese Weise wirken sie als
antigenprisentierende Zellen und kénnen T-Zellen aktivieren. Uber Zytokine
und Zell-Zellkontakte wird so das erworbene Immunsystem in Gang gesetzt.
Synoviozyten Typ A phagozitieren Proteine und spalten diese durch Proteasen
in Peptide im Endolysosomen. Dort werden die fremden Peptide mit MHC-II-
Molektilen verbunden und an der Zelloberflache prasentiert. (Villadangos et al.
2000, Honey et al. 2003) Die Peptide werden an CD4+Zellen prasentiert und
konnen diese aktivieren. Hierzu sind kostimulatorische Signale tiber CD2 und
CD18 notwendig. Bleiben diese Signale aus, kommt es 2zu einer
antigenspezifischen Anergie. Dieser Mechanismus ist wichtig bei der

Selbsttoleranz eines Organismus. (Dustin et al. 2002)

Synoviozyten Typ B koénnen uber zytosolische Proteine, welche uber das
Proteasom in Peptide aufgespalten und an MHC [ gebunden werden,
CD8+Zellen prasentieren. (Craiu et al. 1997) Auch hier sind wieder
kostimulierende Signale wie z.B. Uber die B7:CD28-Bindung notwendig.
(Stamper et al. 2001) Von dieser strikten Trennung der Antigenprasentation von
zytosolischen und exogenen Antigenen sind Abweichungen moéglich. So konnen
auch phagozytierte exogene Antigene letztlich iber MHC-I an CD8+-Zellen
prasentiert werden. (Adiko et al. 2015)
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1.5 Superantigene

Superantigene sind Proteine bakteriellen oder viralen Ursprungs, die eine
massive Proliferation von Lymphozyten hervorrufen kénnen. Dabei kénnen
sowohl Exotoxine als auch Endotoxine von Bakterien und Hullproteine von
Viren als Superantigene wirken. (Torres et al. 2001) Zum ersten Mal wurde der
Begriff 1989 im  Zusammenhang mit den  Eigenschaften von
Staphylokokkentoxinen auf T-Zellen erwdhnt. (Kappler et al.,1989) Es wurde
eine TUberschiefSlende Zytokinfreisetzung als Ursache des Toxic-Schock-
Syndroms beschrieben. (Todd et al., 1978) Hierbei wurde festgestellt, dass das
auslosende Agens ein durch Bakterien produziertes Protein ist. (Bhakdi, 2004)
Spater entdeckte man die oligoklonale T-Zell-Aktivierung und bezeichnete sie

als SAg-Folge.

SAg sind neben dem toxischen Schocksyndrom auch fir andere akute
Erkrankungen  verantwortlich, wie z. B. die Symptome einer
Lebensmittelvergiftung. Neben diesen akuten Effekten stehen sie im Verdacht
bei chronischen Erkrankungen wie Psoriasis, rheumatoider Arthritis, multipler
Sklerose und Diabetes mellitus Typ 1 eine Rolle zu spielen. (Torres et al., 2001,

Conrad et al., 1994, Paillard et al. 1994).

Konventionelle exogene Antigene mussen zunédchst von einer
antigenprasentierenden Zelle phagozytiert und prozessiert werden, bevor sie
uber das MHC-II-Klasse-Molektil mit dem am T-Zellrezeptor (TCR) in Kontakt
treten. Nur wenn das spezifische Peptid im MHC-II-Molektl von der T-Zelle tiber
den entsprechenden TCR und unter Verstiarkung durch den CD4-Rezeptor
erkannt wird, kann eine immunologische Reaktion nach dem Schlissel-
Schloss-Prinzip ausgelést werden. Analog erfolgt die Antigenerkennung
endogener Antigene auf dem konventionellen Weg Uber die Priasentation
desselben mit Hilfe des MHC-Molektls und das CD8-Molektl des TCR. Um die
Aktivierung und Differenzierung der naiven T-Zelle zu vervollstdndigen, sind
kostimulierende Signalwege notwendig. Besondere Schllsselstellen im
Aktivierungsweg sind die Interaktionen von CD28 und B7-Molektilen, sowie IL-

2:IL-2-Rezeptor Verbindung zu nennen.
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Die Antigenerkennung von Superantigenen unterscheidet sich von den
konventionellen Antigenen. Hierbei bindet das vollstdndige, unprozessierte
Protein an den Komplex aus MHC-II-Molektil und TCR (Abbildung 1). Die SAg
treten dabei iber Bindung an das MHC-Molektil in Kontakt mit der variablen
Region der B-Kette der TCR. Wichtig ist dabei, dass die Bindung zwischen MHC-
Molekl und Superantigen aufSerhalb der typischen Antigenbindungsstelle liegt.
Auf Grund dieser Interaktion zwischen MHC-Molektil und SAg kann diese
Bindung eine massive Zytokinfreisetzung initiieren. Die Aktivierung einer
grofien Zahl an T-Zellen (bis zu 20 %) ist die Folge. Im Gegensatz zu den
konventionellen Antigenen kénnen Superantigene wie z. B. das bakterielle SAg
Staphylokokken Enterotoxin A (SEA) die T-Zellen eines Individuums oligoklonal
aktivieren. (Fraser et al., 2000, Gonzalo et al., 2001, Appleman et al., 2001) Die
Umgehung der T-Zell-Aktivierung nach Prasentation des Antigens nach dem
Schlussel-Schloss-Prinzip fihrt zu einer oligoklonalen Aktvierung von T-
Lymphozyten. Damit kommt es zu einer besonderen, teilweise unkontrollierten

Immunreaktion.

Zusammenfassend gibt es verschiedene Moéglichkeiten der Interaktion zwischen
SAg, TCR und MHC-II-Molektilen: Bindung des SAg an verschiedenen Stellen
der variablen -Kette des TCR oder Bindung im Bereich der a- oder B-Kette des
MHC-II-Molekdils. Seltener tritt die Bindung zwischen SAg und der a-Kette des
TCR auf. Des Weiteren wurde eine Quervernetzung von a- und B-Kette der MHC-
[I-Molektule beobachtet, welche auch zu einer Aktivierung der Antigen-

prasentierenden Zelle fihrte. (Petersson et al., 2004)

Ebenso wie eine SAg-induzierte T-Zell-Aktivierung wurde eine Aktivierung von
B-Zellen nach Kontakt mit SAg beschrieben (Levinson et al., 1995). Als Beispiel
fir ein virales SAg ist das Glykoprotein 120 (Gp 120) in der Lage
membranstindige IgM einer humanen B-Zelle zu verbinden und als virales B-
Zell-Superantigen zu wirken. (Karray und Zouali, 1997) Diese SAg werden als
B-Zell-Superantigene bezeichnet, dazu gehoéren neben gp 120 das
Staphylokokken Protein A (SPA) und ein Sialoprotein, welches Protein Fv
genannt wird. (Silverman, 1997) Das Staphylokokken Protein A ist hinsichtlich
seiner Bindung am besten erforscht. Es bindet an das Fc Fragment der

membranstandigen IgG der B-Zelle. (Levinson et al., 1995)
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Neben der Aktivierung von B- und T-Lymphozyten werden Faktoren des
Komplementsystems aktiviert, bei denen vermutet wird, dass sie eine starke
Gewebsentziindung auslosen kénnen. (Levinson et al, 1995) Im Gegensatz dazu
werden bei der konventionellen Aktivierung von B-Zellen zwei Signale bendétigt.
Zunachst muss ein Antigen Uber den membranstdndigen Antigenrezeptor
gebunden und durch Endozytose internalisiert werden. In einem zweiten Schritt
muss durch starke Quervernetzung der membranstindigen IgM durch das
Antigen selbst oder mit Hilfe einer antigenspezifischen T-Helferzelle die B-Zelle
aktiviert werden. Die T-Helferzelle setzt nach Bindung von CD 40 durch dessen
Liganden und Erkennung des antigenspezifischen Peptids auf MHC-II-
Molektlen Zytokine frei um die B-Zelle zu aktivieren. Zu den Zytokinen gehéren

IL-4, IL-5 und IL-6. (Cancro et al., 2009)

Neben bakteriellen Exotoxinen koénnen auch Bestandteile von Viren als
Superantigene wirken, so z. B. des EBV, des CMV und des murinen Herpesvirus.
(Tai und Huber, 2007) Neben diesen Viren zeigt sich auch bei dem Hullprotein
Gp 120 des HIV-1 eine Superantigen-typische Aktivitat. Gp 120 bindet an eine
grofse Population (4 - 6%) endogener B-Zellen Uber membranstandige
Immunglobuline. In Zellkulturen stimuliert das SAg so B-Zellen und regt diese
zur Produktion von Immunglobulinen an. (Berberian et al., 1993) Neben dieser
Interaktion mit B-Zellen kann EBV in besonderer Weise zu einer Superantigen-
dhnlichen Reaktion flihren. Das Virus kann in infizierten B-Lymphozyten das
genetisch verschlisselte HERV-K18 SAg transaktivieren und so indirekt tber

ein endogenes SAg wirken. (Hsiao et al., 2006)
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Antigenprasentierende Zelle
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Abb. 1 Interaktion eines Superantigens (SAg, dunkelblau) aufSerhalb der

spezifischen Bindungsregion konventioneller Antigene (Ag, hellblau) am MHC-II-
Molekiile und an der variablen 3-Kette des TCR
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Cu3 | Gu3

B-Zelle

Abb. 2 Bindung eines B-Zell-Superantigens aufSerhalb der Antigen-
Bindungsstelle (*) fiir konventionelle Antigen eines Oberfliichenimmunglobulins

auf einer B-Zelle

1.6 Glykoprotein 120 als Superantigen

In der vorliegenden Arbeit soll die Wirkung des SAg gp120 nach intraartikularer

Injektion bei der Lewis-Ratte untersucht werden.

Gp120 ist ein Glykoprotein, welches sich in der Hulle des HI-Virus befindet.
Uber eine nicht-kovalente Bindung ist gp120 mit gp41 verbunden und ist
160kD grofs. Gp41 sorgt fir die transmembrane Bindung in der Virushiille.
(Townsley-Fuchs et al., 1997) Mit Hilfe von gpl120 kann das HI-Virus Utber
Corezeptoren an CD4+ T-Lymphozyten binden und spielt so eine grofde Rolle bei
der Infektion der T-Zelle mit dem HI-Virus. (Kahn et al. 1998, Dragic et al. 1996)
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Um Markophagen zu infizieren muss das HI-Virus an CD4 und den Chemokin-

Rezeptor CCRS5 binden. (Alkhatib et al. 1996)

Die Wirkung von gpl20 als Superantigen erfolgt Uber die Bindung an
Immunglobuline (Ig) der Vu-3-Familie. (Townsley-Fuchs et al., 1997) Bei der Vu-
3-Familie handelt es sich um eine Gruppe von Genen, welche fir die variable
Region der schweren Kette eines Antikérpers kodieren und eine gewisse
Homologie aufweisen. (Matsuda et al. 1998) Gpl120 ist in der Lage Uber die
schwere variable Kette V-3 des IgM an naive B-Zellen gesunder Individuen zu
binden und diese zu aktivieren. Dies geschieht unabhangig von HIV und somit
unabhingig von CD4 (Berberian et al., 1993) Konventionelle Antigene kénnen
etwa nur <0,01% der B-Zellpopulation gleichzeitig aktivieren, wahrend das
B-Zell-Superantigen gp120 etwa 2 — 6 % der B-Zellen, in Abhéngigkeit von der
Vu-3-Kette des Ig, aktivieren kann. (Townsley-Fuchs et al., 1997) Des Weiteren
zeigte sich, dass mittels gp120 basophile FceRI+ -Zellen gesunder Individuen
aktiviert werden kénnen. Bei FceRI handelt es sich um einen hoch-affinen IgE-
Rezeptor. Die so membrangebundenen IgE interagieren tiber die Vu3-Region mit
gp120. Infolgedessen kommt es zu einer Ausschuttung der Zytokine IL-4 und
IL-13. Diese Ergebnisse zeigen das Vermoégen von gp 120, als virales SAg zu

wirken. (Patella et al., 2000)

1.7 Humane endogene Retroviren - HERV

Endogene Retroviren sind Proviren, welche im Lauf der Evolution in das Genom
durch Infektion von Keimbahnzellen gelangten und weitergegeben wurden. Im
Gegensatz zu exogenen Retroviren wie dem HI-Virus werden diese Viren nicht
exprimiert. (Doerr et al. 2002) Auch im menschlichen Genom kommen solche
Proviren vor und werden als humane endogene Retroviren bezeichnet. Der
Anteil von retroviralen Elementen im Genom betragt circa 8 %. (Venter et al.,
2001) Trotz ihrer starken Methylierung, sowie Inaktivierung durch Mutationen
und der damit fehlenden Expression, haben die HERVs Einfluss auf den
menschlichen Organismus. Insbesondere mit Erkrankungen assoziierte HERV,
wie z.B. HERV-W, weisen einen fast vollstdndigen offenen Leserahmen auf und
konnen so fur Proteine kodieren. (Doerr et al., 2002, Voisset et al. 2000) So

wurde zum Beispiel von HERV kodierte Hull-Proteine wie Syncitin-1 und
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Syncitin-2 bei der Entwicklung der Plazenta und deren immunsuppressive
Eigenschaft verantwortlich gemacht. (Kd&mmerer et al., 2011) Des Weiteren ist
eine erhohte Expression von HERV-K in Melanomen festgestellt worden, so dass
es Hinweise gibt das HERVs an der Tumorgenese und/oder Tumorprogression
eine Rolle spielen. (Serafino et al., 2009) Auch bei den Autoimmunerkrankungen
wie systemischem Lupus erythematodes werden HERVs als mogliche Ausloser
dieser Erkrankungen ausfindig gemacht. (Tugnet et al., 2013) Des Weiteren
konnten HERV-assoziierte Htillproteine in Gehirnen von Multiple Sklerose (MS)-
Patienten gefunden werden, so dass hier eine auch HERV eine Rolle in der
Pathogenese der MS eine Rolle spielen. (Perron et al., 2001; van Horssen et al.,
2016) Nicht zuletzt gibt es mehrere Hinweise auf einen Zusammenhang
zwischen HERV und rheumatoider Arthritis. In der Analyse von peripherem Blut
von RA-Patienten zeigte sich eine gesteigerte Expression von mRNA, welche fur
ein Strukturprotein (gag) von HERV K10 kodierten. (Ejtehadi et al., 2006) Im
Synovialgewebe von RA-Patienten sind erhéhte Anteile von mRNA Transkripten
fur HERV K zu messen. (Ehlhardt et al. 2006) Des Weiteren konnte im Tiermodel
gezeigt werden das eine retrovirale Infektion zu Arthritiden fiihrte und so eine
Assoziation mit HERV hergestellt werden konnte. (Michaels et al., 1991) Wie
bereits erwdhnt sind HERV in ihrer Expression stark reguliert. Sie kénnen
allerdings durch Umwelteinfliisse transaktiviert werden. Das Epstein-Barr
Virus (EBV/HHV4) ist in der Lage eine Expression von HERV K-18 Env-Protein
zu erzeugen. (Sutkowski et al. 2001) Auch die gesteigerte Exkretion von
Zytokinen wie Interferon-a kénnen HERV K-18 transaktivieren. (Stauffer et al.
2001)
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1.8

Zielsetzung der Studie

. Induktion einer Entztindungsreaktion im Kniegelenk der Lewis-Ratte

nach intraartikularer Injektion des viralen B-Zell-SAg gp120.

Histologische und immunhistochemische Charakterisierung des
Entztindungszellinfiltrates des Kniegelenks der Lewis-Ratte im zeitlichen
Verlauf far die Antigene CD3, CD4, CD8, CD138, MHC I, MHC II und
Pan-B-Zell Marker (Anti- KiB1R).

Vergleich der Ergebnisse dieser Studie mit
histologischen/immunhistochemischen Befunden von Patienten mit
rheumatoider Arthritis bzw. juveniler idiopathischer Arthritis und HIV

assoziierten Gelenkerkrankungen.

. Vergleich der Befunde nach intraartikularer Injektion des Superantigen

Staphylokokkenenterotoxin A im Tiermodell der Lewis-Ratte.

Vergleich der histologischen und immunhistochemischen Befunde
etablierter Tiermodelle der RA mit dem Tiermodell der vorliegenden

Untersuchung.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialen

2.1.1 Chemikalien

Aqua dest. Apotheke des UKH
Citratpuffer (10mmol) ph 6,0 Merck KGaA

EDTA Roth GmbH & Co. KG
Ethanol Apotheke des UKH
Glukose Roth GmbH & Co. KG
Glykoprotein 120 ProSpec Ltd.
Hé&malaun Roth GmbH & Co. KG
Kaiser-Glycerin-Gelatine Merck KGaA
L-Lysin-Monochlorid Roth GmbH & Co. KG
Methanol Roth GmbH & Co. KG
Na2HPO4 Roth GmbH & Co. KG
NaOH Roth GmbH & Co. KG
Paraffin Roth GmbH & Co. KG
Paraformaldehyd Roth GmbH & Co. KG
PBS (phosphate buffered saline, 10 mM) AppliChem GmbH
Roticlear Roth GmbH & Co. KG
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Sodiumperjodat

Roth GmbH & Co. KG

Verdunnungspuffer flir Primarantikérper Zytomed Systems GmbH

Wasserstoffperoxid (3%) Merck KGaA

ZytoChem - Plus HRP Polymer - Kit Zytomed Systems GmbH
2.1.2 Antikorper

CD3

Prim&rantikorper: CD3 BD Pharmingen™ Art.Nr. 550295

Polymer-Kit ZytoChem-Plus HRP:

CDh4

Prim&rantikorper:

Polymer-Kit ZytoChem-Plus HRP:

HRP Polymer Anti Rabbit

Blocking Solution

PostBlock

ABC Chromogen/ABC Buffer

(2 gtt. AEC Chromogen + Sml AEC Bulffer)

CD 4 Biozol Art.Nr. 31179

HRP Polymer Anti Rabbit

Blocking Solution

PostBlock

ABC Chromogen/ABC Buffer

(2 gtt. AEC Chromogen + Sml AEC Buffer)
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CD8

Prim&rantikorper: CD8 BD Pharmingen™ Art.Nr. 550298

Polymer-Kit ZytoChem-Plus HRP: HRP Polymer Anti Rabbit

Blocking Solution

PostBlock

ABC Chromogen/ABC Buffer

(2 gtt. AEC Chromogen + Sml AEC Bulffer)

CD138

Prim&rantikorper: CD138 BD Pharmingen™  Art.Nr. 553712

Polymer-Kit ZytoChem-Plus HRP: HRP Polymer Anti Rabbit

Blocking Solution

PostBlock

ABC Chromogen/ABC Buffer

(2 gtt. AEC Chromogen + Sml AEC Bulffer)
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Pan-B-Zell

Prim&rantikorper:

Polymer-Kit ZytoChem-Plus HRP:

MHC-I

Prim&rantikorper:

Polymer-Kit ZytoChem-Plus HRP:

Pan-B-Zell dianova GmbH Art.Nr.T-3106

HRP Polymer Anti Rabbit

Blocking Solution

PostBlock

ABC Chromogen/ABC Buffer

(2 gtt. AEC Chromogen + Sml AEC Bulffer)

RT 1 A BD Pharmingen™  Art.Nr. 554927

HRP Polymer Anti Rabbit

Blocking Solution

PostBlock

ABC Chromogen/ABC Buffer

(2 gtt. AEC Chromogen + Sml AEC Bulffer)
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MHC-II

Prim&rantikorper: RT 1 B BD Pharmingen™  Art.Nr. 554926

Polymer-Kit ZytoChem-Plus HRP: HRP Polymer Anti Rabbit

Blocking Solution

PostBlock

ABC Chromogen/ABC Buffer

(2 gtt. AEC Chromogen + Sml AEC Bulffer)

2.1.3 Versuchstiere

Insgesamt wurden fur die vorliegende Untersuchung 25 méannliche, circa 300 g
schwere Lewis-Inzuchtratten (Charles River Germany GmbH & Co. KG) genutzt.
Die Versuchsreihe wurde unter dem Aktenzeichen 42502-2-1162 MLU
genehmigt. Thre Suszeptibilitdit hinsichtlich SAg konnte bereits an
verschiedenen Geweben unter Verwendung von SEA gezeigt werden. (Paterson
et al., 1970) In Bezug auf das virale SAg gp 120 zeigten sich die Ratten in
Vorversuchen und Untersuchungen an anderen Geweben suszeptibel. Die
Ratten wurden unter Standardbedingungen (klimatisierte Raume, 12:12 Hell-
Dunkel-Rhythmus, Makrolonkéfige, pelletiertes Rattenalleinfutter, taglich

Frischwasser) gehalten und durch qualifiziertes Personal betreut.
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2.2 Ablaufder Versuche

2.2.1 Vorbereitung der Versuche

Zu Beginn der Versuche wurden die 25 Tiere zuféllig in die Experimental- und
Kontrollgruppe aufgeteilt. 15 Tiere erhielten intraartikulare Injektionen in beide
Kniegelenke. Analog dazu wurden zehn Tieren gepufferte isotonische NaCl-
Lésung ebenfalls in beide Kniegelenke injiziert und dienten so als
Kontrollgruppe (Tag 0) Es erfolgte die Markierung der Ratten an der

Schwanzwurzel mittels Permanentmarker.

Um die Entztindungsreaktion zu augmentieren wurden die Tiere einer kurzen
Stressreaktion ausgesetzt. Flir 5 min wurden die Tiere in ein mit 37 °C warmen
Wasser gefilltem Becken gegeben und unter Aufsicht schwimmen gelassen.
Begonnen wurde mit diesem Vorgehen einen Tag vor der Injektion des SAg bzw.
NaCl. Bis zur Opferung der Versuchstiere erfolgte diese Stressaussetzung

taglich.

Als sinnvolle Zeitpunkte der Opferung wurden aus Erfahrungen der
Vorversuche und der Studien der SEA-Arthritis der 1., 3., 6., 10., und 14. Tag
post injectionem aufgrund von Vorversuchen angesehen und festgesetzt. Es
wurden jeweils 3 Tiere der Verumgruppe und 2 Tiere der Kontrollgruppe am

jeweiligen Zeitpunkt geopfert.

2.2.2 Intraartikuldre Injektion des Superantigens

Die intraartikuldre Injektion erfolgte in Allgemeinnarkose. Die Narkose wurde
mittels Inhalation von Isofluran Uber ein Tischnarkosegerdt Univet Porta
durchgeftihrt. Es erfolgte eine Einleitung mit 3 Vol.% Isofluran in einer
Inhalationskammer. Die Narkose wurde als ausreichend tief bewertet, wenn die
Schmerzreflexe nicht mehr ausgelést werden konnten. Fur die nun folgende
Injektion wurde die Narkose mittels Maske unter 0,4 Vol. % Isofluran
aufrechterhalten. Nach Sicherstellung, dass das Tier keine Reaktion auf
Schmerzreize zeigte (intrapharyngealer Schmerzstimulus), wurde das Fell

abrasiert und die Haut tiber den Gelenken desinfiziert.
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Bei leicht gebeugtem Kniegelenk erfolgte die intraartikulare Injektion von 40 ul
der zuvor streng steril hergestellten Superantigenlésung (Konzentration von
500ug/ml) bzw. NaCl-Losung (0,9 %ig). Die Injektionsstelle wurde zwischen
Patella und Tibia gewahlt. Dabei wurde die Gelenkapsel median durch das

Ligamentum patellae punktiert.

Die Injektion wurde als erfolgreich angesehen, wenn es zu einer Ballonierung
des oberen Recessus kam. Dieses Ph&nomen konnte bei allen Injektionen
beobachtet werden. Nach erfolgter Injektion wurde die Narkose beendet. Zur
postoperativen Analgesie wurde nach Einsetzen der Schutzreflexe ein Tropfen
Metamizol (Konz.= 500mg/ml, 1lgtt=25mg=0,05ml) p.o. appliziert. In den
Makrolonkéafigen wurden die Versuchstiere bis zum vollstdndigen Erwachen

nachbeobachtet. Die Narkose dauerte circa 15 min.

2.2.3 Opferung und Entnahme der Kniegelenke

Die Totung der Tiere mittels CO; erfolgte am ersten, dritten, sechsten, zehnten
und vierzehnten Tag nach Injektion des SAg gp120 bzw. dessen Losungsmittel
NaCl, nachdem die Versuchstiere einer Inspektion des Gangbildes und der
Punktionsstelle unterzogen wurden. Es konnten keine Auffalligkeiten des
Gangbildes beobachtete werden. Des Weiteren erfolgte eine Palpation der
Kniegelenke. Die Kniegelenke waren nicht Uberwadrmt bzw. wiesen keinen
ballonierten Recessus auf. Nach der Opferung wurden jeweils beide Kniegelenke
entnommen, dazu wurden zundchst die Weichteile unter Schonung der
Gelenkkapsel mittels Skalpells und Schere entfernt und das Femur, die Tibia
und die Fibula freigelegt. AnschliefSend wurden die Knochen mit Hilfe einer
oszillierenden S&ge durchtrennt. In der Folge wurden die gewonnenen Praparate
von restlichem Muskelgewebe entfernt und nach sorgfaltiger Markierung bei -

80 °C eingefroren.
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2.2.4 Herstellung der Paraffinschnitte

Die Fixierung der tiefgefrorenen Praparate erfolgte mit Paraformaldehyd-Lysin-
Prejodat(PLP)-Losung. Hierzu wurden zundchst drei PLP-Stammlésungen
hergestellt. Die kuhl gelagerten Stammlésungen setzten sich wie folgt

zusammen:
PLP-A: 18,26g L-Lysin Monohydrochlorid/ 500 ml Aqua dest.
PLP-B: 7,1g Na2HPO4/500ml Aqua dest

PLP-C: 5g Glucose /100ml Aqua dest. + 8g Paraformaldehyd + 2-4 Tropfen 1m
NaOH-Lsg.

Fur die Fixierlésung wurden 100ml PLP-A und 100ml PLP B bei einem pH von
6,0 gemischt und anschlieffend 0,855g Sodiumperjodat gelést. Nach Zufligen
von 6,452ml PLP-C konnte die frisch angesetzte Losung zu Fixierung der
Praparate verwendet werden. Die Kniegelenke wurden insgesamt far 12
Stunden im Kuihlschrank fixiert. Danach erfolgte die dreimalige Auswaschung

mit gepufferter PBS-Losung fir insgesamt 30 min.

Der Fixierung der Préparate schloss sich die fur die Herstellung der
histologischen Schnitte am Mikrotom notwendige Entkalkung an; dazu wurden
die Praparate in 37 °C warmer Entkalkungslésung flr insgesamt 14 Tage
entkalkt. Die Entkalkungslésung (700 g Tetripex (EDTA /4830 ml Aqua dest. +
65 g NaOH bei pH:7,4) wurde téglich gewechselt.

Nun wurden die Proben grindlich gespult um verbliebene Entkalkungslésung
zu entfernen. Im Anschluss daran fertigte man in bewahrter Art und Weise mit
Hilfe des Einbettautomaten Leica TP 1020 wund Ethanollésungen in

aufsteigender Konzentration paraffinierte Proben an.

Der Anschnitt der Praparate am Mikrotom HM 355S erfolgte in sagittaler Ebene.
Zuvor wurde die streng plane Lage der Proben in der Einbettschale kontrolliert
und ggf. korrigiert. Zunachst wurde reichlich Material von der Probe bei
Schichtdicken von 10 pym abgetragen. Unter Zuhilfenahme von HE-Farbungen

konnte die Ebene bei der die Menisci der bearbeiteten Kniegelenke gerade noch
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Uber eine schmale Gewebsbriicke verbunden waren. Nach Identifizierung der
gewlnschten Ebene konnten die Praparate im Wasserbad aufgefangen werden,
um anschliefSend auf einem flir immunhistochemische Farbungen geeigneten
Objekttrager luftgetrocknet zu werden. Nach 24 Stunden Trocknung wurden die
Schnitte noch entparaffiniert um fir die immunhistochemische Farbung weiter

verarbeitet werden zu kdénnen.

2.2.5 Die immunhistochemische Aufarbeitung der Paraffinschnitte

mittels Avidin-Biotin-Methode

Grundlage der immunhistochemischen Farbung ist Avidin-Biotin-Methode.
Durch die starke Affinitdt des gentechnisch hergestellten Avidins und des
Vitamins Biotin ist es méglich, dass ein Enzym an einen biotinylierten
Sekundarantikérper gebunden werden kann. Der Sekundarantikérper hat
wiederum eine hohe Affinitdt zum Fc-Fragment eines Primarantikérpers. Durch
Zugabe des Substrats kann Uber die enzymatische Reaktion des gebundenen
Enzyms Peroxidase ein Chromogen oxidiert und so gefarbt werden. Damit
werden die Bereiche eines immunhistochemischen Praparats eingefarbt, in

denen der Primarantikérper das gesuchte Antigen gebunden hat.

Tab. 3. Verdiinnung der Primcirantikérper

Primérer Antikérper Verdiinnung

CD 3 1: 20

CD 4 1: 20 mit 1%BSA/PBS-Lésung
CD 8 1: 30

CD 138 1: 100

Pan-B-Zell 1: 100

MHC I 1: 100

MHC I 1: 100
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Nach 24h-iger Trocknung wurden die Paraffinschnitte nun in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (Aqua dest., 40%, 70%, 96%, 100%) entwéassert.
Danach wurden die Praparate fur zehn Minuten mit einer 3%igen
Wasserstoffperoxid-Lésung behandelt. Zur Reduzierung einer unspezifischen
Reaktion der Peroxidase und einer damit verbundenen Hintergrundfiarbung ist
dieser Schritt wichtig. Die Proben mit CD4-Antigen wurden mit einer 0,3 %
Wasserstoffperoxid-Losung gespult und anschliefSend fir zehn Minuten in
einem Citratpuffer bei 90°C behandelt. Bei allen Uibrigen Antikérpern wurde auf
diesen Schritt verzichtet. AnschliefSend wurde fur jeweils finf Minuten mit PBS-
Losung gespult. Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt. Es folgte das
Auftragen der Blocking-Solution fir zwanzig Minuten. Vor dem Auftragen der
Primarantikérper in der entsprechenden Verdinnung (s. Tab 2) wurden die
Praparate erneut mit PBS-Losung gespult. Nach einer Stunde bei
Raumtemperatur wurde der nicht-spezifisch gebundene Primarantikérper mit
PBS-Losung durch finf minttiges Spuilen entfernt. Im néchsten Schritt folgte
das Auftragen des Verstarkungsreagenz (PostBlock). Vor Auftragen des
Meerettich-Peroxidase-Polymers schloss sich ein erneuter zweimaliger
Spulvorgang mit PBS-Lésung fur jeweils funf Minuten an. Das HRP-Polymer
verblieb fir insgesamt dreifSig Minuten auf dem Praparat. Die in dem Polymer
enthaltenen biotinylierten Sekundérantikérper und ein Avidin-Biotin-Enzym-
Komplex binden nun im Bereich der zuvor gebundenen spezifischen
Prim&rantikérper. Nicht gebundene Sekundarantikérper werden durch
erneutes zweimaliges Spllen mit PBS-Losung entfernt. Das flir zehn Minuten
tropfenweise applizierte AEC-Chromogen wird nun in einer Farbreaktion
umgesetzt. Der gebundene Primarantikdérper wird durch diese Methode sichtbar
gemacht. Die Schnitte werden mit Leitungswasser gespult. Es folgt eine
Gegenfarbung mit Hadmalaun flr ca. 45 Sekunden. Das Priaparat wird am Ende

ein letztes Mal gespuilt und mit Kaiser-Glycerin-Gelatine bedeckt.
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Avidin-Biotin-Fdrbemethode.
1. Spezifische Bindung des Primdrantikérpers an das nachzuweisende
Oberfldchenantigen der Zelle. 2. Bindung des biotinylierten Sekunddrantikérpers
mit der Antigenbindungstelle an dem F.-Fragment des Primdrantikérpers. 3.
Enzymatische Reaktion des Chromogens mittels gebundener Horseradish-

Peroxidase (HRP) und damit zu einer Einfdirbung der Zelloberfldiche.

2.3 Untersuchte Antigene

2.3.1 MHCI

Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC) Klasse I Molektile werden auf jeder
kernhaltigen Zelle exprimiert. (Agrawal und Kishore, 2000) Sie binden
Peptidfragmente, welche von intrazelluldiren Proteinen stammen und
prasentieren sie an der Zelloberfldche. So kann z.B. Infektion der Zelle mit

einem Virus oder Tumorzellen durch CD8+-Zellen erkannt werden.
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2.3.2 MHCII

Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC) Klasse II Molektiile werden von
epithelialen Thymuszellen und professionellen antigen-prasentierenden Zellen
auf der Zelloberflaiche exprimiert. Auf ihnen koénnen nun Peptide von
Fremdantigenen tiber den TCR der entsprechenden T-Zellen prasentiert werden.
(Tsai und Santamaria, 2013) Zu den antigenprasentierende Zellen gehéren
dendritische Zellen, B-Lymphozyten und Monozyten. Bei Monozyten handelt es
sich um Vorlaufer von Makrophagen, welche auch im Gelenk als Synoviozyten

Typ A Phagozytose betreiben und Antigene prasentieren kénnen.

2.3.3 CD3

CD ist die Abklirzung von cluster of differentiation und ordnet Zellen nach ihren

jeweiligen Oberflachenantigenen in Gruppen ein.

Das CD3-Molekiill ist Bestandteil des TCR. Es ist notwendig fUr die
Signaltransduktion nach Interaktion von Antigen, MHC-Molekil und TCR
(Klausner und Samelson 1991, Call et al., 2002). Der CD3-TCR- Komplex setzt
sich aus a:f3-, bzw. y:0- Ketten sowie den nicht verdnderlichen Untereinheiten
CD3y, 6 und ¢ sowie den dimeren {-Ketten zusammen (Gébel und Bollinger ,
2000). Uber diese unverdnderlichen Untereinheiten erfolgt die
Signaltibertragung. Uber Tyrosinkinasen werden entsprechende Gene aktiviert.
Das CD3-Molekul kommt sowohl auf Thymozyten als auch auf allen T-
Lymphozyten vor. (Malissen et al., 1999)

2.3.4 CD4

Das CD 4 Rezeptormolektle interagiert mit dem MHC II Molekul und verstarkt
so die T-Zellaktivierung. Es hat ein Molektilgewicht von 56 kD und &hnelt im
Aufbau den Immunglobulinen. Es besteht aus vier extrazellularen Domé&nen
und findet sich auf Th-1 und Th-2- Lymphozyten. (Wu et al., 1997) Das CD4-
Molekil kommt auch auf Monozyten, Makrophagen und Thymozyten vor. Das
CD4-Molekul dient vor allem der Expression prozessierter exogener Antigene.
Zum anderen dient der CD 4 Rezeptor dem HIV dem Eindringen in die
entsprechende Zelle. Dies ist durch die Bindung von gp 120 an den CD4
Rezeptor moglich. (Ryu et al., 1994) Zu den CD-4 positiven Zellen gehéren vor

allem die fur die Aktivierung einer Immunantwort entscheidenden T-Helfer-
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Zellen. Neben diesen Zellen exprimieren auch Monozyten bzw. Makrophagen

diese Antigene. (Abbas et al., 1996)

2.3.5 CD8

Das CD8-Rezeptormolektil fungiert als Korezeptor bei der Bindung von MHC I
an den TCR. Zytotoxische T-Zellen koénnen so fremde Peptide auf
antigenprasentierenden Zellen erkennen und die Zielzelle zerstéren. (Elgert et
al., 2009) Daneben wird CD8 auf natlrlichen Killerzellen, Thymozyten und
dendritischen Zellen exprimiert. (Leong et al., 2003)

Antigenprasentierende Zelle

TCR

CD3 cD3

CD4

-Ketten

CD4+T-Lymphozyt
Abb. 4: Schematische Darstellung der  Antigenprdsentation  der
Antigenprdisentierenden Zelle an einen CD4+T-Lymphozyt
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Abb. 5:  Schematische  Darstellung der  Antigenprdsentation  der

Antigenprdisentierenden Zelle an einen CD8+T-Lymphozyt

2.3.6 CD138

Bei CD138 handelt es sich um ein transmembranes Proteoglykan, welches auch
als Syndecan-1 bezeichnet wird. (Dhodapkar und Sanderson, 1999) CD 138
spielt eine Rolle bei Zell-Zell-Kontakten und fungiert auch als
Extrazellularmatrix-Rezeptor bei Zell-Matrix-Interaktionen (Palaiologou et al.,
2013) Das Oberflichenmolektil ist ein nuitzlicher Marker bei der Identifikation
von Plasmazellen. (Rawstron, 2006) Im Wesentlichen dient CD 138 der
Differenzierung von Plasmazellen. Des Weiteren wird es auch im Prozess der

Reifung einer B-Zelle und in Epithelien exprimiert.

2.3.7 Pan-B-Zellmarker

Beim Pan-B-Zellmarker handelt es sich um einen monoklonalen Antikérper
(KiB1R) gegen ein bisher nicht weiter charakterisiertes Oberflachenprotein. Das
Molekulargewicht des Antigens betragt 47 kD. Es wird auf allen reifen B-Zellen

und Plasmazellen exprimiert.
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2.3.8 Positivkontrolle und Negativkontrolle

Als Positivkontrolle wurde Milzgewebe der Versuchstiere verwendet. Milzgewebe
ist aufgrund seiner zahlreichen Lymphozyten, welche erfahrungsgemafd gut auf
die hier verwendeten Priméarantikérper positiv reagieren, besonders geeignet.
Die Positivkontrollen wurden nach gleichem Protokoll, wie es auch bei den mit
SAg behandelten Préaparaten der Fall war, bearbeitet. Auf eine Isotypenkontrolle

im Sinne einer Negativkontrolle des Primarantikérpers wurde verzichtet.
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2.4 Auswertung

Die Hamatoxylin-Eosin gefdrbten Paraffinschnitte wurden zundchst auf die
Verteilung der Entzindungsinfiltrate, Verdnderungen an  GeféfSen,
Synovialgewebe, Knorpel und Knochen untersucht. Es folgte die eigentliche
qualitative Auswertung auf Vorhandensein von Immunzellen. Dabei wurde eine
Schnittebene gewahlt, bei der ein guter Uberblick der Strukturen am Kniegelenk
moglich war. Es wurde die Schnittebene gewahlt, in der gleichzeitig der Knorpel
einschliefSlich Synovialgewebe von Condylus femoris medialis und Condylus
tibialis medialis, Meniscus medialis sowie der obere Recussus zu detektieren

warern.

Aus Voruntersuchungen und eigenen Pilotversuchen wurde die starkste
Entzindungsaktivitdt des Synovialgewebes im Bereich des oberen Recessus
und am Ubergang zwischen Meniscus und Synovialgewebe gesehen. (Gerlach et
al., 2017)

Danach erfolgte die quantitative Auswertung der immunhistochemischen
Praparate. Dabei wurde jedes der beiden Kniegelenke des NaCl- und gp120-
Tieres in der gleichen Ebene mittels Mikroskop Axioplan (Zeiss) untersucht.
Letztlich wurden 8 Praparate in der zuvor gewdhlten Schnittebene fur die
folgenden Farbungen hergestellt: HE, CD3, CD4, CDS8, Pan-B-cell, CD138,
MHC-I und MHC-II.

Unter 20- und 40facher Vergrofdierung mit dem Okular Zeiss-Plan-NEOFLUAR
(Carl Zeiss Microscopy GmbH, Deutschland) erfolgte die Festlegung von sechs
50.000 um? grofSen Rechtecken mit einer Kantenldnge 300um x 166,6um. (HPF
- high power field) Durch die rechteckige Form konnte der langliche Recessus
und die darin enthaltene Immunzellen gut abgebildet werden. Sechs HPF waren
in Vorversuchen hinsichtlich der statistischen Auswertung als ausreichend
beurteilt wurden. (Gerlach et al., 2017) Es wurde die Areale mit der maximal
ausgepragten Entztindungsinfiltration ausgewahlt. Hierbei  wurden
hauptsichlich Synovialgewebe erfasst. Teilweise wurden kleine Anteile von

Knochen-, Muskel und Fettgewebe mit einbezogen.

34



Mit Hilfe der Software Axiovision 4.8.2 und der Mikroskopkamera Axiocam Hrc®
erfolgte die visuelle Auszdhlung aller mit dem jeweiligen Antikérper positiv
markierten Zellen im entsprechenden HPF. Die Auszadhlung erfolgte bei 40-
facher Vergréfierung manuell unterstitzt von Software Axiovision. Bei dieser
40-fachen Vergroflerung konnten alle positiv markierten Zellen eindeutig
identifiziert werden, eine Differenzierung zu den nicht markierten Rundzellen

war dabei sicher moglich.

AnschliefSend wurden die entsprechend gewonnenen Daten mittels
Statistikprogramm (IBM ® SPSS Statistics Version 22) ausgewertet und
analysiert. Die Stichprobengréfse unserer Versuchsreihe betrug 25 Tiere,
worunter sich 15 Falltiere und 10 Kontrolltiere befanden. Die jeweiligen
Kniegelenke eines Tieres wurden zZu den funf  definierten
Untersuchungszeitpunkten (Tag 1(A),3(B),6(C),10(D) und 14(E)) betrachtet.
Bei den so gewonnenen Daten ist von einer relativ kleinen Stichprobengréfse
auszugehen, so dass keine Normalverteilung angenommen wurde. In Folge
dessen wurde zum Vergleich zwischen Tieren mit gp 120 Injektion und Tieren
mit NaCl-Injektion von unabhangigen Stichproben ausgegangen und der
Mann-Whitney-U-Test zur Datenanalyse angewendet. Hierzu wurde das
Statistikprogramm SPSS Version 22 verwendet. Das Signifikanzniveau wurde
auf 5 % festgelegt und auf eine Signifikanz zwischen NaCl- und Verumgruppe
untersucht. Zur Prufung auf Signifikanz im zeitlichen Verlauf wurde der
Kruskal-Wallis-Test verwendet. Die dargestellten Diagramme wurden mit dem
Softwareprogramm Origin (Version 9) erstellt, dabei wurden sogenannte Box-
Plots verwendet. Bei dem Strich im Plot handelt sich um den Median der
gesamten Werte. Das Quadrat in der Grafik bezeichnet das arithmetische Mittel
der gesamten Werte dar. Extremwerte werden mit einem Sternchen markiert.
Mit den sogenannten Antennen wird der gesamte Wertebereich dargestellt. Die

Enden der ,,Box“ begrenzen das obere und untere Quartil.
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2.5 Fehlerdiskussion

Im gesamten Prozess der Aufarbeitung und Auswertung der Gelenkpréaparate
sind zufélligen und systematischen Fehlern moéglich und entsprechend zu

diskutieren.

Aufgrund der Gréfde des Ratten-Gelenks sind die Injektionen erschwert und eine
partielle Fehlinjektion war trotz grofiter Sorgfalt nicht vollstdndig

auszuschliefRen.

Die genutzte Entkalkungslésung hat Einfluss auf die Immunogenitdt der
Oberflachenantigene. EDTA-Losung hat dabei im Vergleich zu anderen
Entkalkungslésungen  die  besten  Eigenschaften in  Bezug  auf
immunhistochemische Untersuchungen (Liu et al., 2017) Im Rahmen der
vorliegenden immunhistochemischen Farbungen konnten Zellen eindeutig

positiv markiert werden.

Betrachtet man die B-Zellmarker Pan-B-Zell und CD 138, so zeigt sich beim
Pan-B-Zell eine starke Hintergrundfarbung. Diese konnte trotz intensiver
Titrationsversuche der Gegenfarbung nicht sicher vermieden werden, so dass
der Anteil der vom Pan-B-Zellmarker markierten Zellen tiberschatzt wurde. Im
Gegensatz dazu ist die Farbung von CD138 schwach ausgepragt, allerdings

liefRen sich sicher CD 138+-Zellen identifizieren.

Bei dem Kniegelenkspraparat handelt es sich um ein dreidimensionales Gebilde,
so dass durch die gewédhlten Schnittebenen ggf. die Ausprigung des

Entztindungsinfiltrates des Synovialgewebes unterschéatzt wird.

Die verwendeten Antikérper sind in ihrer Prazision nicht fehlerfrei und kénnen
andere Proteinstrukturen neben den gewtlnschten Oberflachenantigenen
binden, dies wird als Hintergrundfarbung wahrgenommen. Um diesem Aspekt
zu begegnen, wurden zu jeder Farbereihe des jeweiligen Antikérpers Positiv-

und Negativkontrollen mitgeftihrt.
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3  Ergebnisse
3.1 Allgemeine Befunde

Die klinische Untersuchung der Kniegelenke vor der Opferung zeigte weder in
der Verum- noch in der Placebo-Gruppe eine ausgepragte Rotung oder

Uberwirmung.

Das Synovialgewebe zeigte bei den Verum-Tieren eine Auflockerung und
Rundzellinfiltrationen. Diese Infiltration wies ein fleckiges Verteilungsmuster
mit punktuellen Ansammlungen von Rundzellen auf. Die starkste
Entziindungsreaktion war jedoch im oberen Recessus nachweisbar. Betrachtet
man den zeitlichen Verlauf, so war am 3. Tag der Untersuchung die gréfste
Auspragung im Vergleich zur NaCl-Gruppe festzustellen. Insgesamt waren zum

Teil Auflockerungen des Synovialgewebes zu sehen.

3.2 Spezielle Befunde

CD3: Bereits an Tag 1 nach Injektion von gp 120 zeigt sich eine ausgepréagte
Rundzellinfiltration CD3+-Zellen. Um Tag 3 erreicht diese Reaktion ihr
Maximum und nimmt im weiteren Verlauf wieder ab. An Tag 10 ist der
Unterschied zwischen NaCl- und Gpl120 in der Rundzellinfiltration auf das
untersuchte Antigen nicht signifikant. An Tag 14 ist erneut eine erhdhte
Rundzellinfiltration von CD3+-Zellen zu dokumentieren. An allen fanf
Untersuchungszeitpunkten (A, B, C, D, E) sind die Maximalwerte bei denen mit

gp120 behandelten Gelenken deutlich héher.

CD4: Auch bei der Untersuchung von CD4 zeigt sich ein dhnlicher Verlauf der
Zellzahl an den funf unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten. Wobei hier
an Tag 6 ein signifikanter Unterschied im Vergleich zu NaCl- injizierten
Gelenken sichtbar wird. Die maximal ausgezahlten positiven Zellen sind bei

denen mit gp120 behandelten Gelenken deutlich héher.

CDS8: Bei der Betrachtung der CD8+-Zellen fallt bis zum Tag 6 der

Untersuchung ein deutlich erhéhter Anteil der Zellzahl im Vergleich zur NaCl-
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Gruppe auf. Die Reaktion ist an Tag 3 der Untersuchung am starksten und fallt
im weiteren Verlauf wieder ab. An Tag 10 und 14 lassen sich bei der Anzahl der

CD8+-Zellen keine signifikanten Unterschiede ausmachen.

2500

2400 }, 5 )

1300 7

1200 x
1100 .

1000 -
900 .
800
700
600 .
500
400

* *

*

S T

ABCDE ABCDE ABCDE ABCDE ABCDE ABCDE

Mittlere Zellzahl

Kontrolle gp 120 Kontrolle gp 120 Kontrolle gp 120
CD3 CD4 CD8

Abb. 6: Synoviale Zellpopulation von CD3-, CD 4- und CD8-+-Zellen zu den fiinf
Untersuchungszeitpunkten (A=Tag 1, B=Tag 3, C=Tag 6, D=Tag 10, E=Tag 14)
nach Injektion des SAg gp 120 bzw. NaCl-Lésung (Kontrolle).

Pan-B-Zellmarker: Vergleicht man die Zellpopulationen der Pan-B-Zell+-Zellen
ergibt sich ein vielfdltiges Bild. Am 3 und 14 Tag sind signifikant mehr Pan-B-
Zell+-Zellen in den Gelenken nach Injektion von gp120 nachzuweisen. Nach Tag
3 fallt die Zellzahl sogar unter das Niveau der NaCl-Kniegelenk ab, um dann
wieder anzusteigen. Die Maximalwerte sind an den Tagen 1, 3, 10 und 14

deutlich héher als im Vergleich zur NaCl-Gruppen.

CD 138: Betrachtet man CD138, so ist die Zellzahl am Tag 6 und 10 am
hoéchsten im Vergleich zu den Uubrigen Tagen und weist einen signifikanten
Unterschied im Vergleich zur NaCl-Gruppen auf. An Tag 10 erreicht die
Reaktion auf den Zellmarker in der gp120-Gruppe ihr Maximum. Zu Beginn des

Beobachtungszeitraums an Tag 1 und 3 ist kein Unterschied zu sehen, es zeigen
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sich lediglich in der gpl120-Gruppe hohere Maximalwerte in der Zellzahl. Am

Ende, also an Tag 14, gibt es ebenso keinen signifikanten Unterschied in der

Anzahl der Zellzahl der CD138+-Zellen.
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Abb. 7: Synoviale Zellpopulation von Pan-B-Zell und CD138-+-Zellen zu den fiinf
Untersuchungszeitpunkten (A=Tag 1, B=Tag 3, C=Tag 6, D=Tag 10, E=Tag 14)

nach Injektion des SAg gp 120 bzw. NaCl-Lésung (Kontrolle).

MHC [: Vergleicht man die MHC-I+-Zellen so finden sich in den unterschiedlich

behandelten Gruppen an den einzelnen Tagen keine signifikanten Unterschiede.

Im zeitlichen Verlauf bleibt die Zellzahl in beiden Gruppen relativ konstant.

MHC II: Hierbei zeigt sich zu allen Untersuchungszeitpunkten eine erhdhte

Zellzahl von MHC-II+-Zellen der gp120-Gruppe im Vergleich zu den mit NaCl

behandelten Kniegelenken. Die starkste Reaktion auf gpl120 ist an Tag 3 zu

dokumentieren. Betrachte man die maximale Zellzahl an MHC-II+-Zellen, so ist

diese an Tag 6 der gp120-Gruppe zu finden.
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Abb. 8: Synoviale Zellpopulation von MHC-I- und MHC-II-+-Zellen zu den fiinf
Untersuchungszeitpunkten (A=Tag 1, B=Tag 3, C=Tag 6, D=Tag 10, E=Tag 14)
nach Injektion des SAg gp 120 bzw. NaCl-Lésung (Kontrolle).
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Abb. 9: HE-Féirbung des oberen Recessus mit verdicktem Synovialgewebe an Tag

3 nach Injektion von gp 120 unter 2,5x VergrdfSerung.

Abb. 10: HE-Fiirbung des oberen Recessus an Tag 3 nach Injektion von NaCl-

Lésung unter 2,5x VergréfSerung.
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Abb. 11: Immunhistochemische Fdrbung des oberen Recessus mit CD 8-

Antikérpern an Tag 3 nach Injektion von gp 120 unter 2,5x VergréfSerung.

Abb. 12: Immunhistochemische Fdrbung des oberen Recessus mit CD 8-

Antikérpern an Tag 3 nach Injektion von NaCl-Lésung unter 2,5x VergréfSerung.
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Abb. 13: Immunhistochemische Fdrbung des oberen Recessus mit CD 8-

Antikérpern an Tag 3 nach Injektion von gp 120 unter 10x VergréfSerung.
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4 Diskussion

Die vorliegende Dissertation widmet sich der Pathogenese der autoimmunen
Arthritis, deren verschiedene Formen als Erkrankungen beim Menschen bislang
ungeklart sind. Ursachliche Autoantigene konnten bisher trotz intensiver Suche
bei humanen autoimmunen Arthritiden nicht eindeutig nachgewiesen werden.
Tatsachlich sind korrespondierend dazu nur Autoantikdérper bekannt, welche
Einblicke in die Pathogenese geben. (Derksen et al., 2017) Alternativ zur
Erklarung der Pathogenese wird vorgeschlagen, dass autoimmune Arthritiden
evtl. auf einen Dualismus von endogenen Retroviren und von ihnen kodierten,
stark immunstimulierenden Hullproteinen zurtickgehen kénnten. (Tugnet et al.,
2013) Da Hullproteine endogener Retroviren bislang kaum verfligbar sind, ist
es legitim auf kommerziell erhaltliche immunstimulierend wirkende
Hullproteine zurtickzugreifen. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden
Arbeit das HIV-Hullprotein gp120 auf eine mogliche Arthritis-induzierende
Wirkung hin untersucht. Tatsdchlich sind die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit mit der Auffassung vereinbar, dass das HIV-Hullprotein gpl120 eine

Arthritis auslosen kann.

Auch zwischen dem Hullprotein von HERV K env und der rheumatoiden
Arthritis zeigen sich Zusammenhé&nge, so konnten im Blut von RA-Patienten
signifikante Spiegel von Antikérpern gegen Peptide von HERV K (env-sul9-37)
gemessen werden. Die Autoren gehen von einer sekundaren Immunantwort auf
die Hullproteine aus, da keine andere Assoziation zwischen klinischen und
serologischen Merkmalen der Patienten gab. (Mameli et al., 2017) Andererseits
ist eine direkte Wirkung des HERV K env als virales SAg denkbar. (siehe Kapitel
4.6)

4.1 Pathophysiologie der gp120-Superantigenarthritis

In der vorliegenden Studie fuhrte die intraartikuldre Injektion des
Superantigens gpl20 im Vgl. zur Injektion mit NaCl-Lésung zu einer
Entztindungsreaktion des Synovialgewebes der Lewis-Ratte, welche durch die
Dominanz von CD8+ T-Lymphozyten gekennzeichnet ist und 3 Tage nach
Injektion von gpl20 am starksten ausgeprigt ist. Dartiber hinaus wurden

CD4+- und CD3+-T-Lymphozyten und MHC-II+-Zellen nachgewiesen. Des
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Weiteren konnten B-Lymphozyten (pan-B-Zell-Marker) und insbesondere
CD138+-Plasmazellen detektiert werden. Im Vergleich dazu wurde in der
Kontrollgruppe (NaCl-Lésung) des jeweiligen Untersuchungszeitpunktes eine

nur marginale Entzindungszellinfiltration des Synovialgewebes nachgewiesen.

Die durch gpl20 induzierte Superantigen-Arthritis wird von CD8+-
Lymphozyten dominiert. Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass das SAg
SEA eine CD8 dominierte Superantigenarthritis auslésen kann. Dabei wird eine
direkte Wirkung von SEA auf den T-Lymphozyten aufserhalb der
Antigenbindungsstelle Uber die variable Region der Beta-Kette des TCR
vermutet (Muller-Alouf et al., 2001, Gerlach et al., 2017). Auch gp 120
interagiert direkt mit T-Lymphozyten (Yoon et al., 2010). So kann das HI-Virus
eine oligoklonale Expansion von T-Lymphozyten mit bestimmten Genen der
variablen Region der Beta-Kette des TCR auslosen (Laurence et al., 1992). Dabei
ist eine Stimulation von CD8+-T-Lymphozyten tiber die variable Region des TCR
denkbar. Uber diesen Mechanismus kénnte die in der vorliegenden
Untersuchung nachgewiesene, von CD8+ T-Lymphozyten dominierte
Entztindungsreaktion erklart werden. Auch bei rheumatoiden Arthritiden
wurde eine oligoklonale T-Zellaktivierung detektiert (Goronzy et al., 1995, Kato
et al., 1997). Wir gehen in Analogie zu den zuruckliegenden Arbeiten zur
immunogenen Wirkung von gpl20 von einer oligoklonalen Aktivierung der
Lymphozyten in der vorliegenden Studie aus, obwohl diesbezliglich keine
Untersuchungen durchgefiihrt wurden. Neben einer direkten T-Zellaktivierung
durch das SAg ist auch eine costimulatorische Aktivierung der T-Zellen tUber
antigen-prasentierende Zellen oder B-Zellen denkbar. (Balakrishna und Adams,
1999). Es gibt Hinweise, dass die T-Zell Aktivierung von B-Lymphozyten
abhangig sein kann (Takemura et al., 2001). In der vorliegenden Untersuchung
ist allerdings von einer direkten Wirkung auf die T-Lymphozyten durch das SAg
auszugehen, da die Zahl der B-Lymphozyten zu Beginn der Untersuchung
allenfalls sehr gering ausgepragt ist. Des Weiteren wird die Zahl der B-
Lymphozyten durch die starke Hintergrundfarbung des Pan-B-Zellmarkers eher
Uberschétzt. In vitro interagiert gp120 mit B-Lymphozyten und bindet tiber V-
3 Immunglobuline (Berberian et al., 1993). In der vorliegenden Untersuchung
ist davon auszugehen, dass a priori im gesunden Gelenk keine Immunglobuline
vorliegen und kaum eine direkte Wirkung auf die B-Lymphozyten moglich ist.

Dies unterstiitzt indirekt die Annahme, dass es eine direkte Wirkung des SAg
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auf die in der Untersuchung detektierten CD8+-Lymphozyten gibt. Die durch
gpl20 aktivierten CD8+-T-Lymphozyten werden auch zytotoxische T-Zellen
genannt. Im gesunden Immunsystem koénnen sie durch von ihnen
ausgeschuttete Perforine und Granzyme den Zelltod etwa von Virus-infizierten
oder entarteten Zellen herbeifihren. (Pipkin und Lieberman, 2017) Bei
Patienten mit rheumatoider Arthritis sind diese Perforine vermehrt exprimiert
nachgewiesen worden (Naneh et al., 2014). Tats&chlich wurde bereits eine
Assoziation von Viren wie z.B. EBV bei der rheumatoiden Arthritis
nachgewiesen (Klatt et al., 2005). Der direkte Nachweis von Viren war bisher
nicht moéglich, eher ist von latenten Infektionen oder auch Reaktivierungen
auszugehen. Darltiber hinaus ist eine Aktivierung des Immunsystems eben
durch immunstimulatorisch wirksame Hullproteine &dhnlich wie bei gp120 zu

diskutieren.

Im Verlauf der Untersuchung fillt die Zahl der CD8+-Zellen deutlich ab,
namlich von Tag 3, Giber Tag 6 und 10 bis Tag 14 nach SAg-Injektion. Zum
einen konnte dies Beleg fUr eine Abschwidchung des insgesamt
proinflammatorischen Milieus sein. Dies lasst sich aufgrund fehlender
Untersuchungen von Zytokinen nicht beweisen. Andererseits ist eine Regulation
durch CD4+-Treg-Zellen moglich, welche die zytotoxische Reaktion von CD8+-
Zellen begrenzt. Diese Zellen sind fur eine nattrliche Regulation der
Selbsttoleranz des Immunsystems verantwortlich und sind nur eine kleine
Untergruppe der Population der CD4+-Lymphozyten (Khazaie et al., 2006). Ein
Anstieg der CD4+-Lymphozyten ist aufgrund des geringen Anteils an der
Gesamtpopulation in der vorliegenden Untersuchung nicht zu erwarten. Diese
abgeschwachte  CD8+-T-Zellreaktion und die  Abschwichung des
proinflammatorischen Mileus der Superantigenarthritis kénnte das chronische
Stadium der RA modellhaft abbilden.

CD4+-Zellen konnten am 3. Tag der Untersuchung in erhéhter Anzahl gemessen
werden. Eine Interaktion von gpl20 und MHC-II mit CD4-Molekulen wurde
bereits beschrieben. (Lamarre et al., 1989) Des Weiteren ist eine direkte
Aktivierung wie auch bei CD8+-Zellen méglich. (Deng et al., 2016) Im weiteren
Verlauf der Untersuchung fallt die Zahl der CD4+-Zellen stetig ab. Dies kénnte
Hinweis fiir einen sich abschwéchenden direkten Effekt des SAg sein; auch hier

konnte ein chronisches Stadium eintreten.
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Die CD3+-Zellen steigen nach Injektion des SAg gp 120 zunéchst stark an und
nehmen dann ab dem 3. Tag stetig ab. Damit nehmen sie einen &hnlichen
Verlauf wie die anderen untersuchten T-Zell-Marker. Per Definition ist CD3 auf
allen T-Zellen exprimiert, da es Bestandteil des TCR ist. Allerdings zeigt sich in
der Untersuchung eine Diskrepanz zwischen der Summe aus CD4/CD8+-Zellen
und der Anzahl der CD3+-Zellen. In vivo kommen T-Zellen ohne CD3-
Expression nur sehr selten vor und sind in Ihrer Funktion eingeschrankt
(Klausner und Samelson, 1991). Durch die andauernde Stimulation tiber APC
kann es zu einer Herunterregulation des TCR und damit von CD3 kommen
(Valitutti et al., 1996). Die CD3-Depression ist hier durch die oligoklonale T-
Zellaktivierung und die damit verbundene UberschiefSlende Zytokinfreisetzung
nach Kontakt mit einem Superantigen zu erklaren. Nach Kontakt mit dem TCR
kommt es uber intrazellulare Signaltransduktion zur Ausschuttung von
Interleukin 2 (IL-2). Interleukin 2 wiederum ist ein starker Induktor der T-
Zellproliferation, was zur erneuten Verstarkung der Immunreaktion und
Zytokinausschuttung fihren wtirde. (Zehn et al., 2012) Dies wiirde zu einer
schadlichen Reaktion auf den Korper fihren. (Lappin und Ferguson, 2009)
Durch Endozytose des TCR-Komplexes kann dieser Signalweg unterbrochen
werden. (Essen et al., 2004) Die CD-3 Depression gilt als Mechanismus zum
Schutz des Kérpers und kann solchen Immunprozessen vorbeugen. (Niedergang
et al., 1995) Auch bei der gp120-Myositis konnte eine CD3 Depression gezeigt
werden. (Hirsch, 2016) Diese Ergebnisse legen nahe, dass es sich bei gp120
nicht um ein nur B-Lymphozyten stimulierendes Protein handelt, sondern dass
auch T-Lymphozyten aktiviert werden kénnen. Diese Annahme wird durch o.g.
Uberwiegende Expression von T-Lymphozyten gestltzt. Die somit
vorausgegangene Annahme, dass das sogenannte B-Zell-SAg gp 120
Uberwiegend B-Zellen stimuliert, scheint nicht haltbar zu sein. Es ist eher
anzunehmen, dass eine primédre Aktivierung von T-Lymphozyten und eine

sekundére Stimulation von B-Lymphozyten durch das SAg gp120 vorliegt.

Der Mechanismus der CD3 Depression wird in der vorliegenden Arbeit
insbesondere ab Tag 3 Uuberschétzt, da auch nach Injektion von NaCl eine
Diskrepanz von CD4/CDS8 im Vergleich zu CD3 vorliegt und dieser Effekt ab Tag

3 Uberwiegt.
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Neben der Aktivierung von T-Lymphozyten ist eine Interaktion von gp 120 mit
MHC-II exprimierenden Synoviozyten (Typ B) moéglich. Diese Zellen sitzen im
Bereich des Synovialgewebes und haben demnach vermutlich als erste Kontakt
mit dem in die Gelenkhohle eingebrachten Superantigen. Seit ldngerem ist

bekannt, dass MHC-II und gp120 interagieren kénnen. (Lammare et al. 1989)

Des Weiteren sind drei weitere mogliche Bindungen von Superantigenen mit
MHC-II beschrieben: peptid-abhangig, peptid-unabhéngig zinkvermittelte
Interaktion mit f5-Ketten und Quervernetzungen von MHC-II-Molektlen. (Fraser

und Proft, 2008)

Eine weitere wichtige Rolle bei der Pathophysiologie der Superantigenarthritis
scheinen die Synoviozyten zu spielen. Wie bereits erwadhnt besteht das
Synovialgewebe aus zwei Typen von Synoviozyten. Typ B Synoviozyten sind
synoviale Fibroblasten und wirken im entztindeten Gelenk als APC. Im
gesunden Gelenk wird MHC-II nicht auf synovialen Fibroblasten exprimiert. Im
entztindeten Gelenken von RA-Patienten kénnen Synoviozyten Typ B als APC
wirken. Diese Zellen exprimieren hierbei MHC-II bzw. wird MHC-II zunehmend
heraufreguliert (Boots et al. 1994, Leech und Morand 2013). In der vorliegenden
Untersuchung lassen sich nach intraartikuldrer Injektion von gpl120 im
Vergleich zur NaCl-injektion signifikant mehr MHC-II+-Zellen nachweisen.
Abschliefiend kann jedoch nicht geklart werden ob es sich bei den als MHC-II+-
Zellen identifizierten Zellen wum synoviale Fibroblasten oder um
antigenprasentierte B-Lymphozyten handelt. Tatsédchlich kénnen B-Zellen im
Entztindungsinfiltrat nachgewiesen werden. Wir gehen aber davon aus, dass die
immunhistochemischen Untersuchungen die Zahl der B-Zellen mittels Pan-B-
Zell-Marker (AK gegen das Oberflichenantigen KiB1R) aufgrund von
Hintergrund-Farbeartefakten Uberschatzt wird, sodass eine Korrelation mit
MHC-II nicht sicher moéglich ist. Die vorliegenden Ergebnisse sprechen deshalb
am ehesten flir eine Uberwiegende Aktivierung der synovialen Fibroblasten
durch gp 120. Zuséatzlich sind antigenprasentierenden Zellen, wie Synoviozyten
Typ B in der Lage, B-Zellen tiber parakrine Prozesse zu aktivierten und nach
Transformation in Plasmazellen zur Produktion von Antikdérpern anzuregen.
(Seyler et al., 2005) Dies spricht wiederum gegen eine priméare Aktivierung von
B-Lymphozyten und eher fur eine sekundéare Aktivierung durch die synovialen

Fibroblasten.

48



Synoviale Fibroblasten haben in der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis
eine wichtige aktive Bedeutung und sind nicht passiver Bestandteil des

Entztindungsprozesses. (Huber et al. 2006)

Des Weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit ein Anstieg der CD-138-+-Zellen
gesehen. Dies spricht fir das Vorliegen von Plasmazellen im Laufe der
Superantigenarthritis. Eine Antikérperbildung gegen das SAg gp120 ist denkbar.
Das Maximum der CD-138-+-Zellen konnte am 10 Tag der Untersuchung
gesehen werden und spricht so fir die verzogerte klonale Immunantwort sowie
Antikérperbildung, welche eine Plasmazelle durchlauft. Auch in den Seren von
RA-Patienten konnten erhoéhte Titer von anti-SAg-Antikérpern gemessen
werden. (Sawitzke et al., 2000) Plasmazellen sind Teil der Histopathologie in der
rheumatoiden Arthritis. Sie produzieren Immunglobuline, welche einen
Stellenwert in der Diagnostik der rheumatoiden Arthritis besitzen (Anti-CCP,
Rheumafaktoren) und Ansatzpunkt fUr eine zielgerichtete Therapie mit

monoklonalen CD-20 Antikérpern sind (Rituximab).

Betrachtet man das MHC-II so stellt man fest, dass ein signifikanter
Unterschied im Vergleich zu den Kontrolltieren vorliegt. MHC-II-+-Zellen sind
im gesamten Verlauf in erhéhter Anzahl zu verzeichnen. Das bakterielle SAg
SEA kann direkt an MHC II binden und so eine Entziindungskaskade mit
Ausschtuittung von proinflammatorischen Zytokinen zur Folge haben. (Gerlach
et al., 2017) Bisher konnte eine Bindung des viralen Superantigens gp120 tber
MHC-II nicht nachgewiesen werden. Hingegen scheint ein indirekter
Mechanismus uber die Vermittlung von aktivierten T-Zellen moéglich zu sein.
Des Weiteren wird auf aktivierten T-Zellen auch MHC-II exprimiert. Ebenso
kénnten Synoviozyten Typ A, also Makrophagen im gesamten Verlauf der
Entziindungsreaktion beteiligt sein und so einen grofien Anteil der MHC-II+-

Zellen ausmachen. (Abdulkadir und Ono, 1995).

Vergleicht man Verumtiere mit Kontrolltieren hinsichtlich des MHC-I ergeben
sich keine signifikanten Unterschiede. Im Verlauf der Untersuchungszeitpunkte
bleibt die Anzahl der MHC-I-+-Zellen relativ konstant. Dies ist nicht
verwunderlich, da MHC-I auf allen Zellen exprimiert wird. Das virale
Superantigen gp120 hat folglich keinen Einfluss auf die Expression von MHC-I.

An Monozyten des Schweins konnte gezeigt werden, dass bakterielle SAg zu
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einer erhdéhten Expression von MHC-I fihren. (Kametani et al.,, 2012) Eine
verringerte Expression von MHC-I konnte in der vorliegenden Studie nicht
festgestellt werden. Eine Herunterregulation ist zum Beispiel in Tumorzellen
oder Virus-infizierten Zellen gezeigt worden, dies wurde als Schutz vor der
zytotoxischen Abwehr Uber nattirliche Killerzellen interpretiert. (Wang et al.,
2008) In der vorliegenden Studie deuten die anderen untersuchten
Oberflachenantigene auf eine Zellproliferation bzw. Migration, so dass bei
gleichzeitig erhéhter Zellzahl mit Herunterregulation des MHC-I moéglich ist.
Somit kénnte der Mechanismus einer verringerten MHC-I-Expression in der
SAg-Arthritis, trotz fehlendem Unterschied zwischen Verum- und
Placebogruppe hinsichtlich MHC-I, Ausdruck der Entztindungsreaktion und

unter anderem Schutz vor einer zytotoxischen Zellabwehr sein.

4.2 Superantigenarthritis und HIV-Infektion

Die HIV-Infektion ist mit unterschiedlichen Gelenkerkrankungen assoziiert.
Dabei ist die Pathophysiologie der Arthritis bei vorliegender HIV-Infektion nicht
vollstandig verstanden, man geht allerdings von einer direkten Rolle von HIV bei
der Entstehung einer Synovitis aus. (Allgrogen et al., 2005). Man unterscheidet
zwischen einer akut nach der HIV-infektion auftretenden und nur weniger als
24 Stunden anhaltenden Arthritis, der HIV-assoziierten Arthritis und dem diffus
infiltrativen Lymphozytose Syndrom (DILS). (Nguyen et al., 2009) Dabei sind die
beiden zuletzt genannten Entitdten vor dem Hintergrund der vorliegenden
Untersuchung interessant. Das DILS ist ein seltenes, vor allem bei
unbehandelten HIV-Patienten, vorkommendes Syndrom, welches mehrere
Organe betrifft und zu einer Infiltration von CD 8-+-T-Lymphozyten fiihrt.
(Ghrenassia et al., 2015) Dabei ist denkbar, dass wie in der vorliegenden
Untersuchung die CD 8 dominierende Entztindung durch das virale
Superantigen gpl120, welches Aufgrund der HIV-Infektion vorliegt, ausgelost
wird. Des Weiteren gibt es einen Zusammenhang zwischen antiviral wirkenden
Medikamenten und HIV-assoziierter Arthritis. Es gibt Berichte, dass der
Protease-Inhibitor Indinavir signifikant haufiger eine Oligoarthitis bei HIV-
Infizierten auslost. (Allgrogen et al., 2005) Es konnte bereits gezeigt werden das
Indinavir die Apoptose von Lymphozyten hemmt. (Chavan et al., 2001) Dabei

ware es denkbar, dass Indinavir einen durch ein Superantigen z.B. gp120
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ausgeloste oligoklonale T-Zellantwort durch die gehemmte Apoptose aufrecht
erhalt und so zur der HIV-assoziierten Arthritis fihrt. Auch hinsichtlich des
klinischen Erscheinungsbildes und des Verlaufs gibt es Parallelen zwischen der
in der Untersuchung vorliegenden Arthritis und der HIV-assoziierten Arthritis.
Beide sind durch ein akutes Auftreten gekennzeichnet, eine kurz anhaltende

Dauer der Arthritis und fehlende Gelenkzerstérung. (Berman et al., 1999)

4.3 Vergleich der Ergebnisse mit Befunden der Staphylokokken-

enterotoxin-A (SEA) Superantigenarthritis

Vergleicht man  die vorliegende Untersuchung mit der SEA-
Superantigenarthritis ergeben sich einige Gemeinsamkeiten. Es konnte
ebenfalls eine Rundzellinfiltration gesehen werden. Wie auch bei der SEA-
Arthritis zeigte sich die starkste Entzindungsreaktion im oberen Recessus des

Kniegelenks.

In der Untersuchung der Superantigenarthritis mit SEA wurde mittels
Warmebildkamera die Oberflichentemperatur der Kniegelenke gemessen.
Hierbei zeigte sich kein signifikanter Unterschied nach SAg Injektion. Aktuell
wurde auf diese Untersuchung verzichtet, allerdings waren dahingehend in der
taglichen klinischen Untersuchung der Tiere keine Auffalligkeiten zu
beobachten. Wie auch die SEA-Superantigenarthritis ist nach Injektion von gp
120 eine lokal begrenzte Entziindung zu vermuten. Weitere Untersuchungen
von parenchymatdésen Organen oder weiterfihrenden Blutuntersuchungen
wurde zwar nicht durchgefihrt, allerdings gab es aufgrund der taglichen

Beobachtungen der Tiere hierzu auch keinen Anlass.

Bei gp 120 handelt es sich um ein sogenanntes B-Zell-SAg. Dennoch ist die
Superantigenarthritis in der vorliegenden Untersuchung ebenfalls CD8+-T-Zell
dominiert. Ein direkter Mechanismus eine Interaktion zwischen TCR und

gp 120 ist denkbar.

Wie in der vorliegenden Untersuchung wird bei der SEA-Arthritis ebenfalls
davon ausgegangen, dass zundchst das SAg in Kontakt mit den ortsstandigen

Synoviozyten Typ A tritt. Es konnte ebenfalls eine Uberexpression von MHC-II
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gemessen werden. Hierbei zeigt sich im Gegensatz zur SEA-Arthritis eine
gesteigerte Zahl von MHC-II+-Zellen bereits an Tag 1. Nach Exposition von SEA
ist die MHC-II Expression im Beobachtungszeitraum kontinuierlich angestiegen.
Moglicherweise ist gp120 im Hinblick auf die Expression von MHC-II potenter,
dies kénnte ein Hinweis fur eine direkte Interaktion des SAg zwischen MHC-II
sein. Insgesamt ist zu beobachten, dass die maximale Entztindungsreaktion an
Tag 3 zu verzeichnen ist. In der SEA-Arthritis ist das Maximum am 5.
Untersuchungstag zu sehen, dies wiederum spricht fur eine raschere Wirkung
von gp 120. Des Weiteren wurde ein friiherer Anstieg der CD4+-T-Lymphozyten
verzeichnet. Nach Exposition von SEA war das Maximum der CD4-Zellzahl erst
an Tag 10 und bereits am 3. Untersuchungstag zu verzeichnen. Der rasche
Anstieg von MHC-II und CD4 unterstuitzt die bereits in vitro beobachtete direkte
Wirkung von gp120. (Lamarre et al., 1989) Im Gegensatz dazu wurde bei der
SEA-Arthritis eher kein direkter Mechanismus durch das SAg auf CD4+-
Lymphozyten vermutet. (Gerlach et al., 2017)

Zur Augmentation einer entzlindlichen Reaktion wurde das Schwimmen der
Lewis-Ratten als Stressor fir die Versuchstiere angewendet, hierbei zeigte sich
kein wesentlicher Unterschied zur SEA-Arthritis in der allerdings ein solcher

externer Einflussfaktor nicht vorgenommen wurde.

Im Gegensatz zur Superantigenarthritis mit SEA bleiben die Zellpopulationen
mit Expression von MHC-I nach Kontakt mit gpl120 konstant, nach SEA-
Exposition war an Tag 10 des Beobachtungszeitraumes ein geringer Anstieg zu

verzeichnen. MHC-I scheint mit gp120 also eher nicht direkt zu interagieren.

Sowohl in der vorliegenden Untersuchung als auch in der SEA-Arthritis gelingt
der Nachweis von CD138+-Zellen an Tag 10. Dies spricht fur die Bildung von
Plasmazellen. Ob diese Zellpopulation eine Folge direkter B-Zellstimulation
durch das Superantigen ist oder indirekte Folge einer ,Bystander-

Aktivierung® ist, bleibt derzeit offen. (Gerlach et al., 2017)

Abschliefend lasst sich sagen, dass die Pathomechanismen der
Superantigenarthritiden unterschiedlich sein moégen, allerdings zeigen sich

einige histologische und immunhistologische Gemeinsamkeiten.
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4.4 Vergleich der Ergebnisse mit Befunden der Kollagen-II-
Arthritis

Zur Erforschung der Pathogenese, Atiologie, moglicher Therapieansitze und
diagnostischer Test der rheumatoiden Arthritis behilft man sich verschiedener
Modelle. Dabei wurden bereits unterschiedliche Tiermodelle erlautert. Das

aktuell am haufigsten angewendete ist das der Kollagen-II-Arthritis (CIA).

Vorangegangene Untersuchungen haben gezeigt, dass sich das Modell der
Superantigenarthritis als weiteres Modell etablieren kénnte. (Gerlach et al.,
2017) In ihrer Auslésung unterscheiden sich die Modelle grundlegend. Bei der
CIA werden die Versuchstiere durch mehrfache Injektion gegen Kollagen
immunisiert. Bei der SAg-Arthritis reicht die einmalige Injektion des SAg gp120
aus. Was bei einer mehrfachen Injektion eines SAg, welches in der HERV/SAg-
Hypothese einer wiederkehrenden Expression von HERV entspriche, passieren
wlrde, bleibt unklar. Im weiteren Verlauf kommt es bei der CIA nach circa 10
Tagen zur Einwanderung von Immunzellen und zu einem Vollbild einer akuten
Arthritis, welche sich diffus im gesamten Synovialgewebe abspielt. Im Gegensatz
dazu tritt das Maximum der Entzindungsreaktion bei der SAg-Arthritis bereits
am 3. Tag nach Injektion von gp 120 im Bereich des oberen Recessus ein. Eine
schwere Gelenkzerstorung wie bei der CIA blieb im vorliegenden
Untersuchungszeitraum aus. Insofern bildet die CIA mit
Mehrfachimmunisierung den destruktiven Prozess, der bei der RA aulftritt,
besser ab. Im Tiermodell der Superantigen-Arthritis ist bei verlangertem
Betrachtungszeitraum (> 14 Tage) und durch Mehrfachinjektionen auch eine
Gelenkzerstérung denkbar. Des Weiteren konnten in der CIA aktivierte
Plasmazellen, welche IgG-Antikérper gegen Kollagen-II produzieren,
nachgewiesen werden. (Joosten et al., 1996; Trentham et al., 1977, Brand et al.
2003, Gonzalez et al 2007) In der vorliegenden SAg-Arthritis wurde bereits auf
die Bedeutung der nachgewiesenen CD138+-Zellen bzw. Plasmazellen
hingewiesen. Eine wesentliche Bedeutung in der Pathogenese der CD8-+-Zellen
wurde in der CIA bisher nicht nachgewiesen. (Williams et al., 1989) Im
Gegensatz dazu ist die SAg-Arthritis von CD8+-Zellen dominiert. In der CIA

haben CD4+-Zellen, welche auch in der SAg-Arthritis nachweisbar waren, eine
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wichtige Rolle bei der Induktion und Aufrechterhaltung der Erkrankung. (Mauri
et al., 1997)

4.5 Vergleich der Ergebnisse mit Befunden der rheumatoiden

Arthritis

In der vorliegenden Untersuchung konnten CD4+- und CD8+-T-Lymphozyten
nachgewiesen werden. Der Nachweis von T-Lymphozyten ist ein
immunhistologisches Merkmal der RA. Bei Patienten mit RA sind oligoklonale
CD8+- und CD4+-Lymphozyten in der Gelenkfltissigkeit nachweisbar. (Goronzy
et al., 1995, Kato et al., 1997) In der vorliegenden Untersuchung wurde eine
Oligoklonalitat der T-Zellen nicht untersucht. Vor allem in der friithen Phase der
RA spielen CD8+-Lymphozyten eine Rolle (Carvalheiro et al., 2013) Auch in der
vorliegenden Untersuchung sind vor allem CD8+-Zellen zu finden. Im weiteren
Verlauf der Untersuchung andert sich das Verhéltnis zu Gunsten der CD4+-
Zellen. Neben den immunhistologischen Verdnderungen gibt es histologische
Gemeinsamkeiten der RA und der SAg-Arthritis mit gp120. So ist wie bei der RA
ein synoviale Entziindung zu verzeichnen, welche durch Synoviozyten Typ A
verursacht wird. (Izquierdo et al., 2011) Bei Patienten mit RA konnten in der
Synovialmembran perivaskuldre Infiltrate von B- und T-Zellen nachgewiesen
werden, in der SAg-Arthritis waren diese Aggregate nicht nachzuweisen.
Trotzdem gehen wir aufgrund der zelluldren Infiltrate in der vorliegenden
Untersuchung von einer Migration von Immunzellen aus. (Corsiero et al., 2012)
Bei der RA kommt es in der praklinischen Phase zur Bildung von Antikérpern
durch B-Zellen (Dekkers et al., 2016). Antikérper werden von Plasmazellen
produziert. Diese sind in der vorliegenden Arbeit ab dem sechsten Tag der
Untersuchungen mittels CD183 nachweisbar. Die Versuchstiere zeigten
keinerlei klinische Zeichen einer Arthritis, so dass die vorliegenden
Untersuchungen moglicherweise die friithe praklinische Phase der RA abbilden

konnten.
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4.6 Vergleich der Ergebnisse mit Befunden der juvenilen

idiopathischen Arthritis

In der Histologie dhneln sich die JIA und die RA. Folglich gibt es auch mit der
der SAg-Arthritis Gemeinsamkeiten. Es wurden Infiltrate von T-Zellen,
Plasmazellen und aktivierten Makrophagen nachgewiesen. (Hahn und Kim,
2010)

In der JIA scheinen aktivierte T-Lymphozyten ebenso wie bei der RA eine
Bedeutung in der Initialisierung und Aufrechterhaltung der Entztindung zu
spielen. Wenn man das synoviale Gewebe betrachtet, ist der Anteil der CD8+-
Zellen grofSer als der der CD4+-Zellen, wie auch bei unserer Untersuchung ist
die Entzindung durch CD8+-Zellen dominiert. (Black et al., 2002) Allerdings ist
zu bedenken, dass die JIA eine relativ heterogene Krankheitsgruppe umfasst,
bei der die Analyse der T-Zell-Infiltrate eine unterschiedliche Pathogenese
vermuten lasst. So dominieren CD8+-Zellen in der oligoartikuldren Form.
(Murray et al., 1996) Betrachtet man die TCR der Zellen von JIA-Patienten so
zeigt sich eine Oligoklonalitét, wobei einzelne TCR-Regionen gehauft auftreten.
(Thompson et al., 1998) Dies lasst die Vermutung zu, dass ein einzelnes Antigen
im Sinne eines SAg die T-Zellen oligoklonal aktivieren koénnte. In-vitro-
Untersuchungen zeigten bereits eine direkte Interaktion des SAg mit den CD8+-

Lymphozyten. (Kmieciak et al., 1998).

4.7 Superantigenarthritis und humane endogene Retroviren

In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass durch das virale
Superantigen gpl20 im Tiermodell eine Arthritis ausgelést werden kann.
Letztlich konnte damit demonstriert werden, dass virale Hullproteine eine
Entztindung, welche der RA und der JIA dhnlich sind, auslésen. HERV-K18 ist
ebenso ein virales Protein und wird durch HERV kodiert. Durch bestimmte
Reize kann die Expression von HERV-K18 hochreguliert werden. (Sutkowski et
al., 2004) Somit ist ein Ausléosen einer sich selbst erhaltenden
Entztindungsreaktion durch HERV denkbar. Hinweise daflir, dass es einen
Zusammenhang zwischen RA und HERV gibt, zeigen Untersuchungen von RA-

Patienten. Dabei konnte HERV-K im erhohten Mafd im Blut und in der
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Synovialflissigkeit festgestellt werden. (Reynier et al., 2009) Ebenso konnten
erhdhte Spiegel von HERV K18 im Blut von Patienten mit JIA gefunden werden.
(Sicat et al., 2005) Exogene Faktoren wie UV-Strahlung sowie hormonelle
Veranderungen koénnen zur HERV-Expression fiihren. (Ono et al., 1987,
Hohenadl et al., 1999) Ebenso koénnen Infektionen mit EBV zur einer
Transaktivierung von HERV fiihren. (Sutkowski et al., 2004, Nellaker et al.,
2006, Assinger et al., 2013) Durch Emmer und Kollegen wurde ein
hypothetischer Pathomechanismus von HERV und Superantigenen bei der MS
bereits diskutiert. (Emmer et al., 2014) So ist denkbar, dass durch exogene
Faktoren eine Expression von HERV ausgel6st werden kann. In der Folge kann
HERV-kodierte RNA mit offenen Leserastern Ubersetzt und zu Proteinen
synthetisiert werden. Ein Teil dieser Proteine kann wiederum (z.B. HERV-K18)
als Superantigen wirken. Es werden nun T-Zellen oligoklonal aktiviert. Durch
Reaktion des Immunsystems mit Hilfe von Zytokinen und zytotoxischen Zellen
kommt es mutmafSlich nachfolgend zur Neurodegeneration. (Emmer et al., 2014)
Dieses Modell ist sicherlich auf die RA tibertragbar, da alle Voraussetzungen fur
den vorgestellten Pathomechanismus auch im Gelenk gegeben sind. Unklar
bleibt dabei, welche Akteure im Bereich des Gelenks die einzelnen Rollen
Ubernehmen. (siehe Abb. 14) Obwohl Vorversuche eine lokal begrenzte Reaktion
zeigten, so ist eine unentdeckte Aktivierung aufSerhalb des Gelenks denkbar.
Die vorliegende Untersuchung beschriankte sich im Wesentlichen auf die
immunhistochemische Auswertung des Gelenks. Untersuchungen von Blut und
anderen Organen neben der Milz sind nicht erfolgt. Die HERV/SAg Theorie
unterstreicht sowohl die genetische also auch die durch exogene Faktoren
getriggerte Krankheitskomponente von RA und JIA. Durch aufSere Reize konnen
rezidivierend HERV abgelesen und deren Hullproteine exprimiert werden,
welche den  Entztindungsprozess aufrechterhalten. Der chronisch-
schubféormige Verlauf lasst sich mit der HERV/SAg-Hypothese ebenfalls
erklaren. Abschlieffend lasst sich sagen, dass es mit der HERV/SAG Theorie

neue Denkanst6fSe zur Erforschung der Pathogenese von RA und JIA gibt.
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Abb. 14: DModell einer HERV/SAG vermittelten Neurodegeneration und
Entziindung (nach Emmer et al., 2014).
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5 Zusammenfassung

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass gp 120 als virales SAg eine
Entziindungsreaktion im Kniegelenk der Lewis-Ratte ausgeldst hat. Dabei kam
es zur Infiltration von Immunzellen und einer synovialen Entziindung. Die
synoviale Entzindung war vornehmlich im oberen Recessus des Kniegelenkes
der Lewis-Ratte nachzuweisen. In der weiteren immunhistochemischen
Untersuchung konnten T-Zellen und B-Zellen gesehen werden. Des Weiteren
konnten mittels CD138 Plasmazellen im Synovialgewebe nachgewiesen werden.
Die Auswertung der T-Zell-Marker zeigte eine durch CD8-Zellen dominierte
Entztindung, wobei hierfiir eine direkte Wirkung von gp120 verantwortlich ist.
Der erhdhte Anteil von Anteil von MHC-II nach SAg Exposition spricht fir einen
erhohten Anteil von antigen-prasentierenden Zellen, sowie eine rasche und
direkte Interaktion von gp 120 mit MHC-II. Trotz der unterschiedlich
postulierten Pathomechanismen sowohl in der vorliegenden Untersuchung als
auch in der SEA-Arthritis ist eine Dominanz der CD8+-Lymphozyten
festzustellen. Im Vergleich mit Untersuchungen der oligoartikuldren Form der
JIA zeigt sich ebenfalls eine durch CD8+-Lymphozyten dominierte Entztindung.
Mit dem Nachweis von Plasmazellen und T-Lymphozyten, sowie dem Nachweis
einer synovialen Entztindung konnten Merkmale einer RA nachgewiesen
werden. Sowohl bei der JIA als auch bei der RA gibt es Hinweise auf eine
Oligoklonalitat der Entzindungsreaktion und somit ein Indiz fiir eine Rolle der
SAg in der Pathogenese der Erkrankungen. Des Weiteren gibt es partielle
Gemeinsamkeiten zwischen der durch gp120 ausgeldsten Superantigenarthritis
und Gelenkerkrankungen, welche mit einer HIV-Infektion assoziiert sind.
Letztlich kénnte auch die HERV/SAg-Hypothese fiir autoimmune Arthritiden

einen moéglichen Pathomechanismus liefern.
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Thesen

. Die rheumatoide Arthritis ist eine entzltindliche Systemerkrankung bei
der es zu einer progressiven Gelenkzerstérung kommt. Die Atiologie der
rheumatoiden Arthritis ist bisher unklar. Es existieren mehrere
Tiermodelle zur Erforschung der Atiologie und Pathogenese. Neben
anderen Faktoren werden Superantigene zur Erkldrung der Atiologie

herangezogen.

. Die intraartikulare Injektion von 40ul des Superantigens gp120 mit einer
Konzentration von 500ul/ml fihrt zu einer Entzindungsreaktion des

Kniegelenks der Lewis-Ratte.

. Das Entztindungsinfiltrat ist durch CD8-+-Zellen dominiert und
Uberwiegend im oberen Recessus zu finden. Das Maximum der
Entziindungsaktivitdt wird an Tag 3 nach der Injektion erreicht. Die
Entztindungsreaktion ist Uberwiegend auf direkte Wirkungen des

Superantigens gp120 zurtickzuflihren.

. Es zeigen sich immunhistochemische und histopathologische
Gemeinsamkeiten der ausgelésten Entztindungsreaktion und der
rheumatoiden sowie juvenile idiopathischen Arthritis. Des Weiteren
zeigten sich Ahnlichkeiten zur SEA-Superantigenarthritis und zu HIV-

assoziierten Gelenkerkrankungen.

. Die Herabregulierung des CD3/TCR-Komplexes nach
Superantigenkontakt ist ein bereits beobachteter Mechanismus zur
Verhinderung eines schéadlichen Zytokinsturms. Die CD3-Depression
und somit eine Herabregulierung des CD3 /TCR-Komplexes konnte auch

bei der Superantigenarthritis mit gp120 beobachtet werden.
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