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Referat

Die Ursache autoimmuner Myositiden ist ungeklart. In den letzten Jahren sind endogene Retroviren und
deren Hillproteine mit mutmallich superantigenen Eigenschaften zunehmend in den Fokus der
Ursachenforschung geriickt. Superantigene kdnnen eine besonders starke Immunantwort auslosen.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein retrovirales Superantigen (gp120 des HI-Virus) eingesetzt, um
dessen myositogene Eigenschaften zu charakterisieren. 13 Lewis-Ratten wurde gp120 intramuskular (M.
quadriceps femoris) injiziert. Acht Tiere wurden als Kontrollgruppe mit einer Lésungsmittelinjektion
ohne gp120 behandelt. Die Tiere wurden am ersten, dritten und zehnten Tag nach intramuskularer
Injektion von gp120 bzw. Losungsmittel geopfert. Die immunhistochemisch gefarbten Muskelschnitte
wurden histologisch systematisch auf das Vorhandensein einer lymphozytdren Entziindungsreaktion
sowie hinsichtlich der Verteilung der Oberflichenmarker CD3, CD4 und CD8 untersucht. Die
Entziindungsreaktion wurde mittels des vierstufigen Scores nach Matsumoto klassifiziert (Matsumoto
et al., 2007).

Gp120 I6st anders als konventionelle Antigene ohne weiteres Adjuvans eine ausgepragte, endomysial
gelegene Entziindungreaktion aus. Die Entziindungsreaktion ist Uberwiegend von CD4- und CD8-
positiven T-Zellen gepragt. In geringem Ausmal invadieren diese Zellen in nicht-nekrotische
Muskelfasern. Der Oberflichenmaker CD3 der T-Zellen ist im Vergleich zu CD4 beziehungsweise CD8
unterexprimiert. In der Gruppe der mit gpl20-behandelten Tiere wurde am dritten Tag der
Beobachtung eine deutlich héhergradige Entziindungsreaktion (Scorewert 3,00+0,00) beobachtet als in
der Kontrollgruppe, die lediglich in einen Scorewert von 1,67+0,58 aufwies. Dieser Unterschied erwies
sich als statistisch signifikant (p<0,05). Die Auswertung der jeweiligen Lymphozytenantigene ergab einen
signifikant hoheren Anteil (p<0,05) an CD8-positiven T-Zellen bei den mit gp120 behandelten Tieren an
Tag eins (59,1% vs. 27,5%) und Tag drei (43,7% vs. 3,9%) der Untersuchungen. Histologisch dhnelt das
Entziindungsinfiltrat der durch gp120 ausgelosten Myositis dem einer Polymyositis. Da gp120 ein
(retro)virales Superantigen ist, liegt es nahe, dass derartige Superantigene eventuell bei der Entstehung
einer Polymyositis beteiligt sind. Superantigene kénnen jeweils T-Zellen oder B-Zellen bzw. auch
gleichzeitig beide Zellpopulationen stimulieren. Es ist daher moglich, dass unterschiedliche
Superantigene unterschiedliche Arten von Myositiden hervorrufen kénnen. Diese Tatsache hat eventuell

Implikationen fur die unterschiedlichen Arten autoimmuner Myositiden.
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1 Einleitung

1.1 Idiopathische inflammatorische Myositiden

Die Gruppe der idiopathischen inflammatorischen Myositiden (1IM) umfasst nach heutigen
Kenntnissen drei Hauptformen: Dermatomyositis (DM), Polymyositis (PM) sowie
Einschlusskérperchenmyositis (IBM) (Dalakas, 2011). Diese unterschiedlichen Erkrankungen
haben, neben der Entziindung im Skelettmuskel, eine Muskelschwache gemeinsam. Bisher
konnte keine eindeutige Ursache fiir diese immunogen bedingten Erkrankungen gefunden
werden. Allgemein wird ein autoimmunes Geschehen favorisiert (Hohlfeld und Engel, 1994;
Greenberg und Amato, 2004; Betteridge et al., 2009). Das Auftreten von Autoantikorpern,
lymphozytaren Infiltraten und Assoziation mit anderen Autoimmunerkrankungen spricht flr
diese Annahme. Jedoch konnte bisher kein auslésendes Antigen identifiziert werden (Dalakas

und Holfeld, 2003).

DM, IBM und PM haben gemeinsam (in absteigender Haufigkeit) eine Inzidenz von etwa
1/100.000 (Wiendl, 2008). Es gibt Hinweise auf eine unterschiedliche Inzidenz zwischen
verschiedenen ethnischen Gruppen sowie zwischen geographischen Regionen (Medsger et al.,

1970; DeVere und Bradley 1975; Benbassat et al., 1980).

Muskelfaszikel Perivaskular Blutgefale

Muskelfaser = Muskelzelle

Endomysial

Perimysial Muskelfaser

Abb.1: Querschnitt  durch  einen  Skelettmuskel. Darstellung  von  méglichen
Akkumulationszonen von  Entziindungszellen  (perivaskuldr,  perimysial  und
endomysial) (Nach Zierz, 2003).



Nach der gegenwartigen Vorstellung geht die Dermatomyositis auf einen humoral vermittelten
vaskulitischen Prozess zuriick. Pathophysiologisch wird angenommen, dass sich Antikérper (Ak)
gegen das Endothel von endomysialen Kapillaren bilden. Nach der Aktivierung von
Komplement C; bildet sich der membrane attack complex (MAC) an endomysialen
KapillargefdBen (Kissel et al., 1986). Dies filihrt zu einer osmotischen Lyse der endothelialen
Zellen und somit zu einer kapillaren Nekrose. Durch die darauf folgende Ischamie der im
kapillaren Stromgebiet liegenden Muskelzellen kommt es zur Inflammation mit perifaszikularer
Atrophie (Dalakas, 2001). Bei einer Ischdgmie kommt es zur Ausschiittung von Chemokinen,

Zytokinen und Interleukinen, welche eine Inflammation induzieren (Eltzschig und Eckle, 2011).

Die Erkrankung kommt bei Kindern wie bei Erwachsenen vor, wobei Frauen haufiger betroffen
sind als Méanner (Dalakas und Holfeld, 2003). Es besteht eine Assoziation der DM mit Tumoren
sowie mit anderen Autoimmunerkrankungen (Greenberg und Amato, 2004). Die DM kommt
weiter bei sogenannten Overlap-Syndromen vor. Bei dieser Antikdrper-assoziierten Gruppe
von Erkrankungen zeigt sich ein Uberlappen klinischer Symptome von mindestens zwei
Autoimmunerkrankungen (Dalakas und Holfeld, 2003). Klinisch zeigt sich eine proximale
Parese, die jedoch nur bei circa 50% der Félle klinisch in Erscheinung tritt (Bohan und Peter,
1975a; DeVere und Bradley 1975). Typisch fiir die DM sind ferner fliederfarbene Erytheme,
welche insbesondere im Gesichtsbereich zu beobachten sind sowie 6dematdse Schwellungen
im Bereich der Augenlider, Wangen und des Hals-Brustbereiches. Des Weiteren finden sich
erythematdse Papeln liber den Fingergelenken (Gottron—Zeichen) sowie Teleangieektasien im
Bereich der Nagelbetten (Keinig-Zeichen) (Santmyire-Rosenberger und Dugan, 2003). Bei der
DM sind teilweise Manifestationen auBerhalb der Skelettmuskulatur zu finden. Die haufigste
Beteiligung ist dabei kardial, etwa atrioventrikuldre Leitungsstérungen, oder pulmonal, z.B.
Lungenfibrosen (Lundberg, 2006; Fathi et al., 2008). Paraklinisch treten eine Erhéhung der
Kreatininkinase im Blutserum sowie hohe Antikorpertiter in Erscheinung (Betteridge et al.,
2009; Stuhlmiiller et al., 2013). Assoziierte Antikorper sind unter anderem gegen folgende
Antigene gerichtet: Mi2, PM-Scl und Ku (Ghirardello et al., 2013). In der Elektromyographie
(EMG) zeigt sich pathologische Spontanaktivitdt mit Fibrillationen und positiven scharfen
Wellen (Bohan und Peter, 1975b). Histopathologisch kommt es zur perifaszikuldren und
perivaskuldaren Entziindung mit Hochregulierung des Major Histocompabilitiy Complex (MHC)-I
auf den Muskelzellen (Wiendl et al., 2005). Dartber hinaus werden Muskelfasernekrosen
beobachtet. Die atrophen Muskelfasern sind gruppenweise angeordnet. Das zelluldre Bild der

DM ist von B-Zellen sowie CD4" -Lymphozyten geprigt (Aleksza, 2005). Charakteristisch sind



ferner C5b9-Komplementablagerungen im Bereich der kleinen Arteriolen und Kapillaren

(Dalakas, 2011).

Die Einschlusskérperchenmyositis (IBM) ist eine chronisch entziindliche und degenerative
Erkrankung. Es wird zwischen sporadischer und hereditarer IBM unterschieden. Die hereditare
Form kann sowohl dominant als auch rezessiv vererbt werden. Eine Anhadufung von
Proteinfibrillen wird als pathogenetischer Faktor diskutiert (Greenberg, 2009). Diese sollen
einen degenerativen Prozess induzieren. Als Ausloser wird ein Zusammentreffen von
oxidativem Stress, Amyloidablagerungen und Signaltransduktionsstorungen vermutet, so dass
es eventuell sekundar zu einer Entzlindungsreaktion kommt (Dalakas, 2006). Die IBM tritt
insbesondere nach dem flinfzigstem Lebensjahr in Erscheinung, wobei Méanner haufiger als
Frauen betroffen sind (Dalakas, 1991). Klinisch zeigen sich langsam progrediente Paresen. Als
Besonderheit bei der IBM gegeniiber den anderen inflammatorischen Myositiden (DM, PM) ist
auffallig, dass Paresen oft auch distal, etwa in den Fingerflexoren, vorkommen (Dalakas,1991).
Histopathologisch (iberwiegt eine zellulire, von CD8" Lymphozyten dominierte Immunantwort
mit endomysialen lymphozytaren Ansammlungen (Stuhlmiller et al., 2013). Es finden sich
Vakuolen mit eosinophilen Einschlissen. Die Vakuolen haben einen basophilen Randsaum und
werden als Rimmed Vacuoles bezeichnet (Dalakas, 2006). Weiterhin finden sich ausgepragte
Kaliberschwankungen  zwischen den  Muskelfasern. In elektronenmikroskopischen
Untersuchungen von IBM-Patienten fanden sich intrazytoplasmatische Mikrotubuli und im
Bereich der Vakuolen intraplasmatische Degenerationsprodukte wie Glykogen (Beyenburg et

al., 1993; Molnar und Schroder, 1998).

Die Polymyositis stellt eine durch CD8"-Lymphozyten dominierte Entziindung dar, welche sich
gegen MHC-I-exprimierende Muskelzellen richtet (Arahata und Engel 1984). Die Erkrankung
betrifft iberwiegend erwachsene Patienten, kommt jedoch bei stringenter Berlicksichtigung
der histologischen Kriterien ausgesprochen selten vor (van der Meulen et al., 2003). Klinisch
duBert sich die PM in proximaler Muskelschwéache, Druckschmerz und Muskelatrophie. Die
Symptome sind lGiber Wochen bis Monate progredient. Paraklinisch findet sich eine um das 5-
bis 50fache erhohte Kreatininkinase im Blutserum (Stuhlmiiller et al., 2013). Histopathologisch
sind CD8'-Lymphozyten zu sehen, welche in nicht atrophische MHC-l-exprimierende
Muskelfasern invadieren. In der Elektronenmikroskopie sind Rundzellen mit spikedhnlichen
Fortsatzen auszumachen, die in die Muskelfaser eindringen. Die entsprechenden Lymphozyten
konnten als suppressorische- und zytotoxische T-Zellen identifiziert werden (Arahata und
Engel, 1986). Die Zytotoxizitat der CD8-positiven Zellen beruht auf einer Sekretion von Perforin

und Granzym und auf einer Interaktion des Apoptose-Rezeptor-Protein (Fas)-Liganden der



zytotoxischen T-Zelle mit dem Fas-Molekil auf der Zielzelle, welche die Zielzelle in die

Apoptose treibt (Mantegazza et al., 1993; Goebels et al., 1996).

Zielzelle
Fas Fas-L Zytotoxische
T Zelle
/ MHC | TCR
R, //////%
Zelltod +—? : @
— © @
o ®

\)

Perforin
Granzym

Abb.2: Die Wirkweise von zytotoxischen T-Zellen auf die Zielzelle: Zwei Wege fiihren zum
Zelltod der Zielzelle: Sekretion von Perforin und Granzym durch die zytotoxische T-Zelle,
nachdem der Antigen-MHC-I-Komplex erkannt wurde oder durch eine Interaktion des
Fas-Liganden der zytotoxischen T-Zelle mit dem Fas-Molekiil auf der Zielzelle, welche
die Zielzelle in die Apoptose treibt (Nach Hohlfeld et al., 1997). (CD: Cluster of
Differentiation, Fas: Apoptose-Rezeptor-Protein, Fas-L: Fas-Ligand, MHC: Major
Histocompatibility Complex, TCR: T-Zell-Rezeptor).

Die lymphozytdaren Ansammlungen haben oft noduldaren Charakter und sind endomysial
gelegen (Salajegheh et al., 2010). Neben den zytotoxischen T-Zellen zeigen sich endomysiale
Makrophagen. Die Pathogenese der Polymyositis ist bislang ungeklart. Es kommt zu einer
klonalen T-Zell-Expansion mit nur bestimmten variablen T-Zell-Rezeptor (TCR) Regionen. Dies

wurde als Hinweis fiir eine Antigen-spezifische Immunantwort gedeutet (Bender et al., 1995).



1.2 Tiermodelle zu idiopathisch inflammatorischen Myositiden

In den letzten Jahren konnten einige vielversprechende Modelle fiir die idiopathischen
inflammatorischen Myositiden (IIM) entwickelt werden. Nach wie vor ist allerdings kein
Tiermodell in der Lage, den vollen Umfang der entsprechenden idiopathischen
inflammatorischen Erkrankungen des Menschen abzubilden. Im Folgenden werden solche
Modelle einbezogen, die durch konventionelle Antigene ausgelost wurden und daher am
Ehesten mit den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit vergleichbar sind.

Die Gruppe um Kojima induzierte eine experimentelle autoimmune Myositis durch Myosin.
Diese Myositis zeigte insgesamt ein mildes Bild einer Inflammation (Kojima et al.,, 1997).
Kohyama und Matsumoto verfolgten diesen Weg weiter und erreichten mit der Injektion von
Protein C eine deutlich stdrker ausgeprdgte Inflammation. Bei der Protein-C-induzierten
experimentellen autoimmunen Myositis zeigten sich nicht atrophische Muskelfasern, welche
von CD8" Zellen invadiert wurden. Des Weiteren sind CD4" T-Zellen und Makrophagen
vorwiegend im Endomysium anzutreffen. Diese Merkmale weisen auf eine Polymyositis hin.
Die Autoren schlussfolgerten, dass durch Protein C eine Polymyositis induzieren werden kann
(Kohyama und Matsumoto, 1999).

Aufbauend auf diese Ergebnisse zeigten Matsumoto et al., dass eine dhnlich schwere Myositis
nach Injektion von menschlichen Protein-C-Fragmenten zur Darstellung kommen kann. Die
starksten Effekte hat die Injektion von skelettalem Protein-C-Fragment 2. Auch in diesem Fall
weist die Entziindung Merkmale einer Polymyositis auf. Die Lymphozytenansammlungen sind
endomysial gelegen. Es konnten insbesondere CD4’ sowie CD8'-T-Zellen nachgewiesen
werden. Prozentual infiltrierten vor allem CD8'-T-Zellen die Muskelzellen. Es wurde
angenommen, dass die C-Protein induzierte Myositis sowohl aus der Aktivierung von gegen
Protein C gerichteten T-Zellen, als auch aus der spezifischen Antikérperproduktion gegen
dieses Antigen resultiert (Matsumoto et al., 2007). In den vorgestellten Modellen von
Kohyama und Matsumoto wurden Lewis Ratten einer vier- beziehungsweise dreimaligen
intramuskuldren Injektion des jeweiligen Antigens unterzogen. Die Ergebnisse wurden durch
Sugihara et al. mit einer Einmalinjektion von rekombinantem menschlichen C-Protein in
Mausen bestéatigt (Katsumata und Ascherman, 2008). In ahnlicher Weise hat die Gruppe um
Benveniste ein vergleichbares Modell fiir eine Polymyositis an Mausen durch mehrfache
intramuskulare Injektion von Myosin entwickelt (Allenbach et al., 2009).

Um die Pathogenese der idiopathischen inflammatorischen Myositiden weiter zu untersuchen,
examinierten Katsumata et al. die Rolle der induzierbaren kostimulatorischen Rezeptoren

(ICOS). Die ICOS wurden auf den Muskel-invadierenden T-Zellen gefunden (Katsumata et al.,
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2007a). Die ICOS agieren mit ihren Liganden (ICOSL), welche bei einer Inflammation auf
Muskelzellen exprimiert werden und zur Antigenprasentation dienen (Windl et al., 2003).
Hierzu behandelten die Autoren Ratten, welche eine Protein-C-induzierte Myositis aufwiesen,
mit monoklonalen anti-ICOS Antikdrpern. Es kam zu einem Abfall der Muskel-invadierenden
CD8'-T-Zellen, der Inzidenz einer Myositis und zu einem Riickgang der Intensitit der Myositis
(Katsumata et al., 2007a).

Ein weiterer Ansatz, eine experimentelle autoimmune Myositis auszuldsen, gelang Nakano et
al.. Dabei wurde Laminin als Antigen eingesetzt (Nakano et al., 2005).

Die Immunisierung mit muriner Histidyl-tRNA-Synthetase (HRS) gilt als erstes Modell, das
neben den idiopathischen inflammatorischen Myositiden auch extramuskuldre Aspekte
beleuchtet. Gegen die Histidyl-tRNA-Synthetase bilden sich Ak, welche in der Pathogenese des
Antisynthetase Syndroms (Jol-Syndrom), in dem Muskelentziindung mit intestinalen
Lungenerkrankungen auftreten, eine Rolle zu spielen scheinen (Mahler et al., 2014). Nach
Immunisierung von Mausen mit HRS kommt es zu einer Kombination von Muskel- und
Lungenentziindung. Dieses Modell ist besonders interessant, da es nicht nur die
Muskelreaktion auf ein bekanntes Antigen, sondern auch eine dem humanen Krankheitsbild

dhnliche Multiorganerkrankung beschreibt (Katsumata et al., 2007b).

13 Verarbeitung und Prasentation von , konventionellen” Antigenen

Bruchstiicke ,konventioneller” Antigene werden ganz lGberwiegend von MHC Klasse | an der
Zelloberflaiche exprimiert. Exogene und bakterielle Antigene werden von Antigen-
prasentierenden Zellen (APC) aufgenommen und durch Proteasen in Peptide verdaut. Diese
binden in Fusionsvesikeln an MHC-II-Molekilen, die im endoplasmatischem Retikulum gebildet
werden (Pieters, 2000). Als MHC-Peptid-Komplex wird die Verbindung an die Zellmembran
transportiert und kann dort CD4"-Zellen aktivieren und zur Proliferation und Sekretion von

Zytokinen fuhren (Goldrath und Bevan, 1999).

Korpereigene und virale Proteine werden im Zytoplasma synthetisiert. Durch Proteasomen
werden diese endogenen Antigene in kleine Peptide gespalten und von Transportmolekilen
(TAP) ins endoplasmatische Retikulum transportiert, wo sie an MHC-I-Molekiile binden
(Lankat-Buttgereit und Tampe, 1999). Uber den Golgi-Apparat wird der MHC-Peptid-Komplex
an die Zelloberflache transportiert. Hier interagiert er mit CD8"-Zellen, welche durch Sekretion
von lytischen Enzymen (Granzym, Perforin) Peptid-exprimierende Zellen lysieren kdnnen

(Goebels et al., 1996). Fir die spezifische Interaktion des prasentierten Peptids mit dem TCR



missen die Sequenzen der o- und [(-Kette stimmen, um das Antigen in der

Peptidbindungsstelle zu binden (Davis et al., 1998).

Antigen

CD4 positive T Zelle

APC

CD8 positive T Zelle

Abb.3: Schematische Darstellung der Prdsentation von bakteriellen und exogenen Antigenen
iiber MHC-II an CD4-Zellen sowie der Préisentation von intrazellulidren (kérpereigenen
oder viralen) Bestandteilen iiber MHC-I-Molekiile an CD8'-Zellen (angelehnt an
Hohlfeld et al, 1997). (CD: Cluster of Differentiation, MHC: Major
Histocompatibility Complex, TCR: T-Zell-Rezeptor).

14 Die Muskelzelle als Antigen-pasentierende Zelle

Muskelzellen nehmen eine aktive Rolle im immunologischen Geschehen ein und agieren unter
anderem als Antigen-prasentierende Zellen, welche eine Immunantwort hervorrufen kénnen.
(Murata und Dalakas, 1999). Unter physiologischen Umstdnden ohne Inflammationsreiz
exprimieren Muskelzellen keine messbaren Mengen an MHC-II. Erst nach Aktivierung, zum
Beipiel durch ein externes Antigen, ist der Muskel in der Lage MHC-II zu produzieren (Wiendl
et al., 2003a).

Dementsprechend exprimieren Muskelzellen bei Inflammation neben MHC-I auch MHC-II und
sind in der Lage, alle Arten von Antigenen zu prasentieren (Dalakas und Holfeld, 2003). Mit
Hilfe von weiteren kostimulatorischen Molekiilen der B7-Familie (B7-1 (CD80), B7-2 (CD86))
auf den Muskelzellen und dazugehérigen Rezeptoren auf den CD8'-T-Zellen (CD28, CTLAA4,
ICOS) kommt es zu einer direkten Aktivierung der CD8'-T-Zellen (Behrens et al., 1998;
Waschbisch et al., 2008). Dabei ist fir die Aktivierung der T-Zelle die kostimulatorische

Interaktion von elementarer Bedeutung. Das erste Signal (die Bindung des T-Zell-Rezeptors mit
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dem Antigen-MHC-Komplex) ist dabei die spezifische Bindung. Zur Aktivierung bendtigt die T-
Zelle jedoch noch ein zweites, unspezifisches Signal (Lafferty und Woolnought, 1977). Dieses
Signal ist die Bindung von Molekiilen der B7-Familie auf der APC mit einem entsprechenden
Rezeptor (CD28, CTLA4, ICOS) (Wiendl et al., 2003b).

Die APC, in diesem Fall die Muskelzelle, exprimiert nach der Prdsentation des Antigens (Ag)
Uber den MHC-Komplex die kostimulatorischen Molekiile der B7-Familie. B7-1 bzw. B7-2
binden an den Korezeptor CD28 auf der T-Zelle und setzen so die zweite Signalkaskade in

Gang. Erst dann kann eine Proliferation und Zytokinsekretion von der T-Zelle erfolgen.

MHC I

B7 ) _+—— Antigen

TCR

Abb.4: Aktivierung einer T-Zelle durch 2 Signale: Eine Aktivierung der T-Zelle (mit Proliferation
und Zytokinsekretion) erfolgt nach Bindung des Antigen-MHC-Komplexes an den TCR
(Signal 1) und der Interaktion von kostimulatorischen Molekiilen, im abgebildeten Fall
von B7 mit CD28 (Signal 2). (APC: Antigen prdsentierende Zelle, B7: Membranprotein
auf APC, CD: Cluster of Differentiation, MHC: Major Histocompatibility Complex, TCR:
T-Zell-Rezeptor).

Als weiteres kostimulatorisches Molekul der B7-Familie wurde ICOS-L (inducible co-stimulator
ligand) beschrieben. Er agiert mit seinem Rezeptor (ICOS), welcher auf aktivierten T-Zellen

vorkommt und so diese Zellen kostimuliert (Wiendl et al., 2003b). Des Weiteren wurden als


http://flexikon.doccheck.com/de/Costimulation
http://flexikon.doccheck.com/de/index.php?title=B7&action=edit&redlink=1
http://flexikon.doccheck.com/de/index.php?title=CD28&action=edit&redlink=1

kostimulatorische Molekiile das B7-Homolog B7-H1 und BB1 gefunden. (Behrens et al., 1998;
Wiend| et al., 2005).

Die Muskelzelle agiert demzufolge selbst als professionelle Antigen-prasentierende Zelle und

kann so T-Zellen aktivieren.

15 Superantigene

Erstmals wurden Superantigene (SAG) in den frihen 1970er Jahren von Festenstein
beschrieben (Festenstein, 1973; Festenstein und Kimura, 1988). Vorerst wurde angenommen,
dass Superantigene (iberwiegend bakterielle Produkte wie zum Beispiel Staphylokokken
Enterotoxine sind (Amariglio und Rechavi, 1996). Durch neue Erkenntnisse ist die Gruppe der
Superantigene jedoch gewachsen. Es werden Mitogene bakteriellen und viralen Ursprungs als
Superantigene bezeichnet. Auch wird die alleinige Wirkung einer reinen Aktivierung von T-Zell-
Populationen dem Superantigen nicht gerecht, da auch B-Zell-stimulierende Superantigene

identifiziert wurden (Berberian et al., 1993; Amariglio und Rechavi, 1996).

T-Zell-Superantigene sind Antigene, welche in der Lage sind, eine Vielzahl an T-Zell-
Populationen zu aktivieren. Wahrend konventionelle Antigene nur etwa 1:10° bis 1:10° T-
Zellen aktivieren kénnen, findet bei Superantigenkontakt eine T-Zell-Aktivierung von bis zu
20% statt (Herman et al.,, 1991). Dabei kommt es zu einer ,neuartigen” Prasentation des

Antigens.

Wahrend ,konventionelle” Antigene von einer APC aufgenommen und prozessiert werden
oder in einer Zelle synthetisiert werden und dann gemeinsam mit dem MHC-Molekil an der
Zelloberflache prasentiert werden, wird dieser Schritt von dem Superantigen Gbergangen.
Superantigene binden direkt, ohne intrazellulare Prozessierung, an eine Stelle des MHC-
Molekiils, welche auBerhalb der herkdmmlichen Peptidbindungsstelle liegt. Dabei bindet es
direkt und einzig an die VR-Untereinheit des TCR oder an einer Stelle des B-Zell-Rezeptors (BCR
= CD79 + Immunglobulin), sodass nur hier eine Ubereinstimmung des Superantigens mit dieser
variablen Untereinheit erforderlich ist (Berberian et al., 1993; Fields et al., 1996; Torres et al.,

2001).



MHCII

~Konventionelles” Antigen | =
Stimmulation von bis =——— @ &
zu 0,1% des T-Zell Repertoires

Superantigen
Stimmulation von bis
zu 20% des T-Zell Repertoires

T Zelle

Abb.5: Schematische Darstellung der Bindung eines SAG mit dem TCR sowie dem MHC-II-
Molekiil. Das SAG bindet an der V[3-Untereinheit des TCR und am MHC-Molekiil
auflerhalb der Peptidbindungszone (APC: Antigen prdsentierende Zelle, MHC: Major
Histocompatibility Complex, TCR: T-Zell-Rezeptor).

Die biologische Aktivitadt eines Superantigens beruht darauf, dass es als intaktes Protein an die
Oberflaiche eines bereits peptid-beladenen MHC-Molekiils bindet. Die Bindung des
Superantigens an die VR-Untereinheit des TCR ist spezifisch flir Produkte des VR-
Gensegmentes. Der Mensch besitzt davon etwa 20 bis 50 (Fields et al., 1996). Bakterielle T-
Zell-Superantigene binden hauptsachlich an die VR-CDR2-Schleife, wahrend virale T-Zell-
Superantige bevorzugt an die HV4-Schleife (Bestandteile der VR-Untereinheit) binden. Fir die
Erkennung eines Superantigens haben die a- Kette und die CD3-Region des TCR wohl keinen
Einfluss (Fields et al., 1996). Nach der Stimulation durch ein Superantigen kommt es zur
massiven Proliferation spezifischer T-Zellen und zur Produktion von Zytokinen (Herman et al.,
1991; Fields et al., 1996). Auch B-Zell-Superantigene binden nicht an der klassischen
Antigenbindungsstelle, sondern selektiv an die variable schwere Kette (V4) von Antikorpern,

die als Teil des B-Zell-Rezeptors auf B-Zellen exprimiert sind (Zoulai, 2007).
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Neben und nach der Stimulation von Lymphozyten durch Superantigen sind auch Effekte wie
Anergie und Deletion auf T-Zellen bekannt (Kawabe und Ochi 1990, Gougeon et al., 1993,
Torres et al., 2001). Entsprechend beschreiben Torres et al. eine Anergie oder Depression von
naiven T-Zellen nach Superantigenkontakt (Torres et al., 2002). Bei Patienten, welche mit dem
Humanen Immunodefizienz-Virus (HIV) infiziert sind, ist nach einer initialen Aktivierung von B-
Zellen eine anschlieRende Anergie und Deletion dieser Zellen zu verzeichnen (Townsley-Fuchs
et al., 1997). Damle et al. bemerkten, dass einige T-Zell-Population nach SAG-Kontakt selektiv
zerstort werden. Bei Uberlebenden T-Zellen scheint der TCR/CD3-Komplex herunter reguliert
zu sein. (Damle et al., 1993; Page et al., 2004). Diese selektive Abnahme von CD3-markierten
Zellen zeigte sich auch bei Superantigen-induzierter Enzephalitis und wurde als direkte
Reaktion auf das injizierte Superantigen gewertet (Emmer et al., 2010). In Mausexperimenten
konnte eine negative Selektion von T-Zell-Rezeptoren mit bestimmten VR-Segmenten entdeckt
werden. Hier werden endogene Superantigene von Mausen, sogenannte mouse mammary
tumor viruses (MMTV), teils auch als minor lymphocyte-stimmulating antigens bezeichnet,
verantwortlich gemacht. Diese Antigene werden von Retrovieren kodiert, welche sich stabil in
die Mauschromosomen integriert haben. Durch MMTV-Antigene lasst sich sowohl eine starke
T-Zell Antwort als auch eine selektive Apoptose von bestimmten T-Zellen im Thymus, welche

MMTV-Proteine binden, auslosen (Acha-Orbea et al., 1999).

Nach einem Superantigenkontakt kann es also paradoxerweise nach einer initialen massiven
Aktivierung zu einer Anergie und Deletion der zuvor proliferierenden Zellen kommen (Kawabe

und Ochi 1990, Berberian et al., 1993; Gougeon et al., 1993, Torres et al., 2001).

1.6 Gp120 als Superantigen

Gp120 ist ein Glykoprotein (gp) und ein Hillbestandteil des Humanen Immundefizienz-Virus
(HIV). Die gp120-Sequenz besteht aus finf variablen sowie finf konservierten Regionen. Auf
einem diskontinuierlichen Epitop befindet sich die CD4-Bindungsstelle (Townsley-Fuchs et al.,
1997). Durch diese Bindung wird der Kontakt zu den Leukozyten hergestellt und das HIV
internalisiert (Chirmule et al., 1988).

Bei HIV-infizierten Patienten kommt es zu einer selektiven Reduktion von CD4" T-Zellen und
von B-Zellen. Als eine Ursache fiir dieses Phdanomen wurde eine Superantigen-vermittelte
Deletion diskutiert (Berberian et al., 1993). B-Zell-Superantigene binden selektiv an die variable
schwere Kette (V4) von Antikérpern und losen Uber diese Bindung eine Aktivierung der

entsprechenden B-Zellen aus (Zoulai, 2007). Gp120 weist eine Spezifitat fir die Vy3-Familie auf
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und kann direkt an V,3-Ig binden (Berberian et al., 1993). In Beobachtungen von uninfizierten
B-Zellen konnte festgestellt werden, dass 2-6 % der B-Zellen gp120 gebunden hatten.
Demgegenliiber betragt die Bindungsrate von B-Zellen an konventionellen Antigenen nur etwa
0,01% (Berberian et al., 1993). In friihen Stadien nach HIV-Infektion wird eine oligoklonale
Proliferation von V,3-B-Zellen und Antikérperproduktion nachgewiesen. Dies kann als ein
starker Hinweis auf eine B-Zell-Superantigeneigenschaft des gpl20 gewertet werden
(Berberian et al., 1994).

Bisher wird gp120 insbesondere als B-Zell-Superantigen aufgefasst. Jedoch vermutet Zouali,
dass gp120 auch T-Zellen beeinflusst (Zouali, 2007). Es konnte eine oligklonale Expansion von
T-Zellen mit bestimmten V-Genen in der akuten Infektionsphase mit HIV festgestellt werden
(Laurence et al., 1992; Gougeon et al., 1993). Da die Verdnderung des T-Zell-Rezeptors nicht
nur CD4-positive Zellen betrifft, an welchem gp120 nachweislich bindet, sondern auch bei CD8-
positiven Zellen der TCR verdndert ist, ist ein selektiver Effekt an der V-Region von CD4"-Zellen
als Einzelmechanismus unwahrscheinlich (Mdller und Kéhler, 1997).

Jason et al. stellten weiterfihrend fest, dass gpl120 VR 8.1, 13.1/3 beeinflusst. Die
Herunterregulierung dieser Gene fihrt zu einer CD4-Depression, wdhrend VB 21.3
iberexprimiert wird, welches eine CD8-Expansion bewirkt (Jason et al., 1997). Diese CD8*-
Expansion konnte auch in friihen Stadien der HIV-Infektion gefunden werden (Pantaleo et al.,

1994; Amariglio und Rechavi, 1996).
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1.7 Humane endogene Retrovieren

Retroviren besitzen einstrangige RNA, welche durch reverse Transkriptase in doppelstrangige
Desoxyribonukleinsdure (DNA) umgeschrieben und in das Genom des Wirtes integriert wird
(Varmus, 1988). Die Hauptgenbestandteile eines Retrovirus sind: gag (welches fir
gruppenspezifische Antigene verschlisselt), pol (fiir Polymerasen, welche als Genprodukt die
reverse Transkriptase, die Protease und Integrase beinhaltet) und env (kodiert die Virushiille)

(Varmus, 1988).

LTR-Retro-
transposons 8%

DNA- kodierenede
Transposons 3% Exons 3%

Abb.6: Zusammensetzung des menschlichen Genoms in Prozent (modifiziert nach Lander et al.,
2001). (DNA: Desoxyribonukleinséiure, LINE: long interspersed elements, LTR: long
terminal repeat, SINE: short interspersed elements)

Die Gruppe der LTR-Retrotransposons macht etwa 8% des menschlichen Genoms aus und
umfasst endogene Retroviren und Retrovirus-dhnliche Elemente (Lander et al., 2001). Es wird
angenommen, dass endogene Retroviren durch eine exogene Infektion der Keimzellen
entstehen. Diese integrierte Virus-DNA wird dann als Teil des Wirtsgenoms von Generation zu
Generation weitervererbt und verlieren durch Mutationen ihre Replikationskompetenz
(Sverdlov, 2000).

Die Expression von Superantigenen konnte fiir endogene und exogene Retroviren gezeigt
werden (Huber et al., 1996; Sutkowski et al., 2001; Meylan et al., 2005). Dabei scheint das

envelope-Segment bei humanen endogenen Retroviren (HERV) u.a. fiir Superantigene zu
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kodieren (Stauffer et al., 2001; Turcanova et al., 2009). Um die Superantigene exprimieren zu
konnen missen die inaktiven HERVs erst transaktiviert werden. Eine Transaktivierung findet
durch exogene Viren wie dem Ebstein-Barr Virus statt (Sutkowski et al., 2001). Das Phanomen
der Transaktivierung wurde bereits in mehreren Studien nachvollzogen (Nellaker et al., 2006;
Pall et al., 2001; Lee et al., 2003). Der Grund fir die unterschiedlichen Transkriptionslevel der
HERVs in den unterschiedlichen Organen wird durch eine Varianz der Aktivititen der

Promotor-Regionen erklart (Schon et al., 2001).

LTR Gag Pol Env LTR
|, T —
q - | — :—
zellulare zellulare
DNA DNA
Superantigen

Abb.7: Darstellung eines HERV im menschlichen Genom. Aus dem Segement der Virushiille
(envelope) kann nach Transaktivierung (zum Beispiel durch EBV) ein Superantigen
entstehen. (DNA: Desoxyribonukleinséure, Env: envelope, Gag: Gen fiir
Gruppenspezifische Antigene, LTR: long terminal repeat, Pol: Gen fiir Polymerasen)
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1.8 Untersuchte Leukozytenantigene

18.1 CD3

Das CD3-Antigen ist mit dem Antigenrezeptor von T-Zellen assoziiert. Es ist ein Bestandteil der
Zelloberflachenexpression und notwendig fiir die Signallibertragung des TCR. Eine Aktivierung
von T-Zellen ist mit Hilfe des CD3-Molekiils moglich (Klausner und Samelson, 1991; Call et al.,
2002). Die Signaltransduktion geschieht nach der Bildung eines MHC-Antigen-TCR-Komplexes.
Der CD3-TCR-Komplex besteht aus a:- oder y:3- T-Rezeptorketten und den unverdnderlichen
Untereinheiten CD3y, & und g, sowie den dimeren (- Ketten (Gdbel und Bolliger, 2000). Die
Signallbertagung findet mit Hilfe der transmembranen Polypeptidketten (CD3g, CD36 und
CD3y) und dem Homodimer aus {-Ketten statt. Das Signal der Rezeptorstimulation wird Gber
Tyrosinkinasen weitergeleitet. Dadurch wird ein Gen aktiviert. Das CD3-Molekil befindet sich

sowohl auf allen T-Zellen als auch auf Thymozyten (Malissen et al., 1999).

TCR - Komplex

AN

Abb.8: Schematische Darstellung des T-Zell-Rezeptor-Komplexes bestehend aus dem T-Zell-
Rezeptor (alpha/beta- oder gamma/delta-Kette), des Differenzierungsmerkmals CD3
(einer gamma-Kette, einer delta-Kette und zwei epsilon-Ketten) und den Zeta-Ketten
(angelehnt an Janeway et al., 2001). (CD: Cluster of Differentiation, TCR: T-Zell-
Rezeptor).
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1.8.2 CD4

Das CDA4-Antigen fungiert als Korezeptor flir MHC-II-Molekiile. Es ist ein monomorphes
Glykoprotein von 56kD und weist Homologien zur Grundstrucktur der Immunglobuline auf. Es
besteht aus vier extrazellularen Doméanen und wird sowohl von Ty1-, als auch von Ty2- Zellen
exprimiert (Wu et al., 1997). Diese machen etwa zwei Drittel der peripheren T-Zellen aus. Des
Weiteren tragen Monozyten, Makrophagen und einige Thymozyten das Antigen auf ihrer
Zelloberflache. Der Ligand fiir CD4 ist MHC-Il (Zamoyska, 1998). Eine Interaktion erfolgt bei
Antigenprasentation von MHC-Il und einer Erkennung des Antigens durch den TCR. Uber
diesen Mechanismus werden extrazelluldre Bestandteile den T-Zellen prasentiert (Kronenberg

et al., 1986; Hollander et al., 2006).

1.8.3 (CDS8

CD8 besitzt eine den Immunglobulinen verwandte Struktur und ist ein monomorphes
Glykoprotein. Das CD8-Glykoprotein besteht aus einer a- und einer -Kette und wird an der
Zelloberflache von zytotoxischen T-Zellen exprimiert, welche etwa ein Drittel der peripheren T-
Zellen ausmachen (Gao et al.,, 1997). Des Weiteren befindet sich das Antigen auf einigen
Thymocyten. Als Co-Rezeptor fir MHC-I-Molekiile hat das CD8-Antigen fiir die Erkennung von
Antigenen, welche in einer Zelle synthetisiert werden, eine tragende Rolle. Dies spielt
insbesondere bei Virusinfektionen eine Rolle. Die im endoplasmatischem Retikulum an MHC-I-
Molekiilen gebundenen Peptide, werden durch CD8-positive Zellen erkannt und es erfolgt eine

Signaltransduktion iber CD8a (Zamoyska, 1997).
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2 Zielstellung der Studie

Wie bereits dargelegt, stellt gp120 ein Superantigen dar, das sowohl stimulatorisch als auch
suppressorisch beziehungsweise anergisierend auf das Immunsystem einwirken kann. Bislang
gibt es kaum Arbeiten, die eine Wirkung von gp120 in einem einzelnen Organ zum Gegenstand
haben. Bei einer HIV-Infektion kann es unter anderem zu einer Myositis kommen (Johnson et
al., 2003). Die Pathogenese dieser Myositis ist aktuell ungeklart. Es liegt allerdings nahe, dass
gp120 dabei eine Rolle spielen kdonnte. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Reaktion auf eine
intramuskuldre Injektion von gpl20 zu charakterisieren. Es soll auf Eigenschaften einer
eventuell durch gpl120-induzierten Entziindung eingegangen werden und versucht werden,
Rickschliisse auf die HIV-Myositis oder auf andere Myositiden zu ziehen. Das durch gp120
gegebenenfalls hervorgerufene Rundzellinfiltrat soll ebenfalls auf das Vorhandensein und die
Verteilung der Lymphozytenantigene CD3, CD4 sowie CD8 untersucht werden. Folgende

Fragen sind durch diese Arbeit zu klaren:

e Verursacht die Injektion des viralen Superantigens gpl20 eine Entziindung im
Skelettmuskel (am Beispiel der Ratte)?

e Wie ist der Charakter der Entziindung?

¢ Ahnelt die Entziindung gegebenenfalls einer bereits bekannten Art der Myositis?

e Konnen die Ergebnisse in einen pathogenetischen Zusammenhang gesetzt werden?
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Fir die durchgefiihrte experimentelle Arbeit wurden 21 Ratten eingesetzt. Davon wurden 13
mit dem Superantigen gp120 behandelt und 8 mit Lésungsmittel (NaCl). Zusatzlich wurden fir
den Pilotversuch zur Dosisfindung noch 6 weitere Ratten verwendet. Es handelt sich bei allen
Ratten um mannliche circa 300 g schwere Lewis-Inzuchtratten der Firma Charles River
(Sulzfeld, Deutschland). Die Ratten wurden unter Standardbedingungen (klimatisierte Rdume,
12h:12h-Hell-Dunkel-Rhythmus, Makrolonkafige, pelletiertes Rattenalleinfutter, taglich

Frischwasser, keine Pathogene) gehalten und durch qualifiziertes Personal betreut.

Lewis-Ratten wurden eingesetzt, weil eine gute Vergleichbarkeit mit der, ebenfalls an Lewis-
Ratten durchgefiihrten, C-Protein-induzierten Myositis gegeben ist (Kohyama und Matsumoto,
1999). Die Tierversuche wurden unter dem Aktenzeichen 42502-2-1043 genehmigt
(Landesverwaltungsamt Sachsen-Anhalt, Referat 203 Verbraucherschutz,

Veterindrangelegenheiten).

3.2 Reagenzien

Substanz Hersteller
gp120 ProSpec (East Brunswick, USA)

Tris- (hydroxymethyl)-amino-

methan-Metanol AppliChem GmbH (Darmstadt)
Agua dest. Universitatsapotheke Halle
Acetone Sigma Aldrich Chemicals (Steinheim)
Roti- Histokitt Il Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)
HCI (1N) MERCK KgaA (Darmstadt)
Xylol (Isomere) Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)

Biotin-SP-conjugated Affini-
pure Goat Anti-Mouse IgG DIANOVA GmbH (Hamburg)

Anti-mouse Ig HEP Detection Kit BD Pharmingen (San Diego, USA)
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Purified Mouse Anti-Rat CD8a
Purified Mouse Anti-Rat CD3
Anti Rat CD4

Normal Goat Serum
Antibodym Diluent for ICH
Hamalaunlésung sauer nach Mayer
Hamatoxylin
GOMORI-L8sung
Einbettmedium

Polysine Slides

0,05M Trispuffer pH 7,6

3.3. Dosisfindung

BD Pharmingen (San Diego, USA)
BD Pharmingen (San Diego, USA)
DIANOVA GmbH (Hamburg)
DIANOVA GmbH (Hamburg)

BD Pharmingen (San Diego, USA)
Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)
MERCK KgaA (Darmstadt)
Muskellabor Universitatsklinik Halle
Leica instruments GmbH (Nussloch)

Thermo Scientific (Bremen)

12,2g Tris + 300ml Bidest, pH Einstellen mit 1N HCL

In einer Pilotstudie wurde die optimale Dosis gesucht, welche gerade eine ausreichende

intramuskuldre Inflammation bewirkte.

Hierzu wurde funf Ratten eine aufsteigende

Verdiinnungsreihe von gp120 (0,05ug/ml; 0,5ug/ml; S5pug/ml; 50ug/ml und 500pug/ml) in den

M. gquatrizeps femoris injiziert. Eine sechste Ratte erhielt eine NaCl-Injektion um eine Kontrolle

mitzufihren. Die injizierte Menge betrug jeweils 50ul. Dabei lag die niedrigste Dosierung von

gp120 bei 0,05 pg/ml und die hochste bei 500ug/ml. Drei Tage nach der intramuskuldren

Injektion wurden die Tiere geopfert und die Schnitte HE gefarbt. Eine floride Entziindung

konnte ab 50pg/ml ausgemacht werden. Um regelmaRig eine Entziindung auslosen zu kdnnen,

wurde nachfolgend stets eine Dosierung von 500ug/ml eingesetzt.
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Abb.9: HE-Fédrbungen der Muskelgewebsschnitte nach gpl20-Injektion. Deutlich ist eine
Zunahme der Inflammation bei ansteigender gp120-Konzentration zu sehen.
(a: Kontroll-Tier mit NaCl-Injektion; b: 0,05ug/ml gp120; c: 0,5ug/ml gp120; d: 5ug/ml!
gp120; e: 50ug/ml gp120; f: 500ug/ml gp120)

34 Intramuskuldre Injektion des Superantigens

Die Ratten wurden nach mindestens zehn Tagen Akklimatisierungszeit in den Tierstallen
einzeln in den Versuchsraum gebracht. Hier wurde das jeweilige Tier durch Isofluran mit einem

UniVet Narkosegerat der Firma Groppler (Deggendorf) narkotisiert und prdoperativ markiert.
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Nach Sicherstellung, dass die Schmerzempfindung erloschen st (mittels starker
intraphalangealer Schmerzstimuli), wurde nach Auffinden der anatomischen Strukturen und
Hautdesinfektion ein circa 0,5cm langer Schnitt Gber dem Musculus quadriceps femoris gesetzt
und die Haut in diesem Bereich etwas auseinandergezogen. In diesem Bereich wurden mit
einer Butterfly-Kanule jeweils 50ul 0,9%-NaCl beziehungsweise gp120 (500ug/ml) in den
exponierten M. quadrizeps femoris injiziert. AnschlieRend wurde die Wunde mit einer

Einzelknopfnaht verschlossen. Die Tiere wurden nachbeobachtet.

Praktisches Vorgehen der Injektionen von gp120
und NaCl in den M. quatriceps femoris

50 ulgp120 Muskel- Anzahl der Anzahl der 50pl NaCl
(500pg/ml) entnahme gp120 Nadl

anTag X nach | injizierten injizierten

Injektion IEE LEE

1 4 3

3 5 5

10 4 2
\\> Opferung der Tiere und Gewinnung

des Muskelpraperates nach 1/3/10 Tagen

Abb.10: Experimentelles Vorgehen der gp120-Superantigen-induzierten Myositis.

3.5 Entnahme und Behandlung des Muskelpraparats

Nach ein, drei bzw. zehn Tagen wurde das Muskelpraparat entnommen. Hierzu wurden die
Ratten einzeln in den Versuchsraum gebracht und in einer vorbereiteten Kammer tief mit CO,
betaubt. AnschlieBend wurde die Totung durch Genickbruch herbeigefiihrt. Es erfolgte die
Entnahme des M. quadriceps femoris unter dem Injektionsort. Hierzu wurde ein etwa 2cm
groBer Hautschnitt Gber dem M. quadriceps femoris durchgefihrt und mittig circa 1cm Muskel
quer zum Faserverlauf abgetrennt. Der unzerteilte Muskel wurde unaufgeblockt 90 Sekunden
lang unter stetigem Rihren in ein GefdaR mit Methylbutan getaucht, welches wiederum in
flissigem Stickstoff stand. Es erfolgte der Transfer in ein Cryo-ProbengefaR, welches dann in
flissigen Stickstoff gelegt wurde. In dem Gefdll wurde die Probe bei -80°C gelagert. Die

weitere Aufarbeitung mittels Gefrierschnitten erfolgte binnen vier Wochen.
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3.6 Herstellung der Gefrierschnitte

Die Muskeln wurden am Gefriermikrotom Leica CM 3050 S (Leica Microsystems, Deutschland)
geschnitten. Dazu wurde die Muskelprobe, welche zuvor bei -80°C gelagert wurde, fiir circa 20
Minuten bei etwa -20°C in das Gefriermikrotom gestellt. Nach diesem Zeitintervall wurde der
Muskel mit Hilfe eines Einbettmediums auf den Objekthalter geklebt. Fur alle
immunhistochemischen Farbungen wurden 5um dicke Schnitte hergestellt. Es wurden jeweils
60 Schnitte angefertigt, welche dann fortlaufend nummeriert wurden. Alle zehn Schnitte
wurden jeweils ein Schnitt HE-gefarbt, um sicherzustellen, dass die Immunhistochemie den
Bereich der Gewebsentziindung umfasste. Muskelgewebsschnitte wurden auf einen mit Poly-
L-Lysin beschichteten Objekttrager aufgebracht und zwei Stunden bei Raumtemperatur
trocknen gelassen. AnschlieBend wurden sie zehn Minuten in Aceton fixiert, wiederum fir 30
Minuten getrocknet und einzeln in Aluminiumfolie verpackt. Die Lagerungstemperatur der
Schnitte betrug danach -80°C bis zur immunhistochemischen Farbeprozedur, die binnen acht

Wochen vorgenommen wurde.

3.7 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Schnitte wurden frisch nach dem Schneiden gefarbt. Hierzu wurden die Schnitte in
Hamalaun-Losung fir zehn Minuten gefarbt. Anschliefend wurden die Schnitte solange mit
frischem Leitungswasser gespllt, bis das Wasser klar blieb. Es folgte ein zehnminditiges Blauen
in frischem Leitungswasser. Die Prdparate wurden fiir eine Minute in 1% Eosin gefarbt und
anschlieRend kurz in Leitungswasser gespilt. Nachdem die Schnitte eine aufsteigende
Alkoholreihe (70%, 96%, zweimal absoluter Alkohol) durchlaufen hatten, wurden sie zweimal
je funf Minuten in Xylol gestellt. Die getrockneten Schnitte wurden mit Hilfe von Roti Histokitt

Il und einem Deckglaschen eingedeckt.

3.8 Immunhistochemische Farbung

Die Objekttrager wurden von -80°C auf Zimmertemperatur gebracht. Es erfolgte ein Umkreisen
der Praparate mit einem Diamantenschreiber und die exakte Beschriftung. Die Pradparate

wurden zur Rehydrierung fiir flinf Minuten in eine 0,05M Trispufferlosung eingestellt. Die
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abgetrockneten Praparate wurden darauf zehn Minuten lang mit je 50ul unverdiinntem Goat
Anti-Mouse IgG inkubiert. Es folgte die Splilung mit Trispuffer und das dreimalige Einstellen
der Schnitte in frischen Trispuffer fiir drei, vier und finf Minuten. Je 50ul des priméren
Antikoérpers wurden in der jeweiligen Verdinnung (CD3 1:20; CD4 1:200; CD8 1:30) mit
Antibodydiluent auf die Praparate aufgetragen und fiir 60 Minuten in einer feuchten Kammer
inkubiert. Erneutes Absplilen und Einstellen in bzw. mit Trispuffer. Auftragen von 50ul des
sekundéren biotinylierten Antikorpers in seiner spezifischen Verdiinnung (CD3 und CD8 1:50,
CD4 1:500) fur 30 Minuten. Erneut Spiilen mit und Einstellen in Trispuffer. Es wurde 50ul
Streptavidin-HRP fiir 30 Minuten unverdiinnt aufgetragen, welches nach der Inkubation wieder
mit Trispuffer abgespiilt wurde. Die Schnitte wurden wieder dreimalig in frischen Trispuffer

eingestellt (s.0.). Alle Inkubationen fanden in einer feuchten Kammer statt.

Das Streptavidin kann an das Biotin des Sekundarantikopers binden. Durch ein Chromogen
(Diaminobenzidin, DAB) kann das Peroxidaseenzym sichtbar gemacht werden. Hierzu wurden
unter dem Abzug je 50ul DAB-L6sung auf die Praparate verteilt, diese wurden 15 Minuten
inkubiert und anschlieRend mit Trispuffer abgespiilt. Es erfolgte das dreimalige Einstellen in
frisches Leitungswasser fir je drei Minuten und dann die Gegenfarbung mit Hamalaun 1:4
verdinnt fir zwei Minuten. Nach kurzem Spililen wurden die Praparate in frischem
Leitungswasser fiir flinf Minuten geblaut. Die Schnitte durchwandern eine aufsteigende
Alkoholreihe von 15 Sekunden in 70%, 30 Sekunden in 96% sowie zweimal zwei Minuten in
absolutem Alkohol. Dann zweimal fiinf Minuten Einstellen in Xylol. Die Praparate wurden mit

Roti Histokit Il eingedeckt.

. Antigen

Primarer
Antikorper

Sekundarer

i i /"\\ Antikorper
>=u >=Il @ Biotin

‘ Streptavidin
uz .; . Peroxidaseenzym

Abb.11:Schematische Darstellung der Labeled Avidin-Biotin- Methode (angelehnt an Vorlagen
der Firma DAKO).
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3.9 Modifizierte Gomori-Trichom-Farbung

10um dicke Schnitte wurden auf Zimmertemeratur erwarmt und anschlieRend fir zehn
Minuten in Hamatoxylin-Losung gestellt. Nach ausgiebigem Spiilen mit Leitungswasser wurden
die Schnitte flir zehn Minuten in Leitungswasser gebldut und anschlieBend in eine GOMORI-
Losung fiir 20 Minuten eingestellt. Danach erfolgte ein direktes Einstellen der Schnitte fir flinf
Minuten in 0,2% Essigsdaure. Die Schnitte wurden danach mit Aquadest gespilt und
anschliefend einer aufsteigenden Alkoholreihe ausgesetzt. Nach zweimaligem Einstellen in

Xylol erfolgte das Eindecken der Praparate mit dem Roti Histokitt Il unter dem Abzug.

3.10 Positiv- und Negativkontrolle

Zu jeder Farbereihe wurde ein Milzpraparat einer Ratte mitgefarbt, um die Funktion der
Materialien und korrekte Durchfiihrung der Arbeitsschritte zu UGberprifen. In der Milz als
groRtem lymphatischen Organ befinden sich verschiedene lymphatische Zellpopulationen in
groRen Mengen. Um eine unspezifische Anfarbung von Zellen auszuschlieSen, wurde zu jeder
Farbereihe eine Negativkontrolle mitgefiihrt. Fir diese Reagenzkontrolle wurde ein
Milzpraparat der Lewis-Ratte, in dem viele der gesuchten Zellen vorhanden sind, ohne den
entsprechenden priméaren Antikdrper mitgefarbt. Durch den fehlenden Koppelmechanismus
des gesuchten Antigens mit dem primaren Antikorper, konnte der biotinylierte sekundare

Antikorper nicht binden und es kam zu keiner Farbereaktion.

Abb.12: CD3 Positivkontrolle(a), sowie Negativkontrolle (b), Milzschnitt.
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3.11 Methode der Entziindungsbeurteilung

Alle Schnitte wurden am Mikroskop Axioplan (Zeiss) mit dem Okular Zeiss-Plan-NEOFLUAR (5x,
10x, 20x, 40x, 100x) bewertet (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Deutschland). Als Software wurde
das Axio Vision Version 3.1 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Deutschland) angewandt. Um einem
Bias durch den Betrachter vorzubeugen, wurde die Beschriftung der Schnitte im Schritt der

Auszahlung verdeckt.

Zuerst wurden die HE-Schnitte auf das Vorhandensein einer Entziindung gemustert. Dabei
wurden angetroffene Lymphozytenansammlungen zwei Bewertungen unterzogen. Zunachst
wurde ein auf der Zahl der beteiligten Muskelfasern basierender histologischer Score
eingesetzt, welcher in Anlehnung an Kohyama und Matsumoto vier Kategorien umfasst
(Kohyama und Matsumoto, 1999; Matsumoto et al., 2007). Hierbei stellt Kategorie 1 ein
Entzindungsfeld, welches mindestens eine und maximal vier Muskelzellen beteiligt, Kategorie
2 zwischen finf und 20 Muskelzellen und Kategorie 3 eine im ganzen Muskelfaszikel verteilte
Entzindung mit Beteiligung von > 20 Muskelzellen dar. Kategorie 4 wird bei einer Ausbreitung

Uber einen Muskelfaszikel hinaus vergeben.

Tab.1: Histologischer Score nach Matsumoto et al., 2007.

Histologische Eigenschaften

1 Inflammation mit Beteiligung < 5 Muskelzellen
2 Inflammation mit Beteiligung > 5, < 20 Muskelzellen
3 Inflammation mit Beteiligung von > 20 Muskelzellen,

auf einen Faszikel beschrankt

4 Ausbreitung einer Inflammation Gber einen Muskelfaszikel hinaus

In einem zweiten Auswerteschritt wurde die Flache des von der Entziindung betroffenen

Gewebsareals abgemessen. Bei der Auswertung der immunhistochem

ischen Schnitte wurde das Prdparat nach der Stelle der groRten Entziindung systematisch
durchsucht. Zur Zahlung der Lymphozyten wurde das Flachenzentrum der Entziindung gewahlt
und eine Flache von 750um mal 650um untersucht. Dieses Areal schien geeignet zu sein, um
Ausmall und Art der Entziindung mit zumutbarem Aufwand ndher zu bestimmen. Die

Lymphozyten waren in der Regel homogen im Entziindungsbereich verteilt. Ein rechteckiger
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Ausschnitt wurde gewahlt, weil dies mit dem im Mikroskop sichtbaren rechteckigen
Gewebsabschnitt leicht zu realisieren war. Somit konnte gewahrleistet werden, dass
Auspragung und Muster der Entziindung am besten erfasst wurden. Es wurde eine Zdhlung
aller in diesem Bereich befindlichen Lymphozyten durchgefiihrt. Zusatzlich wurden alle
immunhistochemisch markierten Zellen (CD3, CD4 und CD8) ausgezahlt. Die Auszdhlung
erfolgte bei 40facher VergroRerung rechnergestiitzt mit Hilfe des AxioVision 3.1 Programmes.
In dieser VergroRRerung war eine maximal zu erfassende Anzahl an Lymphozyten moglich,

welche gleichzeitig noch eindeutig als einzelne Zellen zuortenbar waren.

AbschlieBend wurde versucht, eine durch die Entziindung induzierte GroRendnderung (etwa
im Sinne einer Atrophie) der Muskelzellen zu erfassen. Um eine solche Beurteilung von
Muskelzellen vornehmen zu kénnen, sind pro Ratte und Schnitt je zehn aneinander grenzende
Muskelzellen am Entziindungsgebiet und weitere zehn aneinander grenzende Muskelzellen in

1000um Entfernung in ihrer GroRRe (Flache) vermessen worden.

Abb.13:Vorgehen bei der Auszéhlung der Lymphozyten. ,Positiv® markierte,
immunhistochemisch braun gefdrbte Lymphozyten wurden rot gekennzeichnet,
ungeférbte und damit ,,negative“ Lymphozyten wurden gelb markiert.

3.12  Statistik

Die statistische Auswertung der gemessenen Werte und die Erstellung der Diagramme wurde
mit dem Programm IBM ® SPSS Statistics Version 20 (IBM Deutschland GmbH, Ehningen)
durchgefiihrt. Die hier vorliegende deskriptive Arbeit hat eine Stichprobenzahl von 21 Ratten

(13 mit Superantigen behandelte Tiere und 8 Kontrollen). Da bei dem Umfang der
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Stichprobengrofle (n < 30) nicht von einer Normalverteilung ausgegangen werden kann, wurde
zum Vergleich der Expression des entsprechenden Oberflaichenmarkers (CD3, CD4 und CD8)
zwischen gp120-injizierten Tieren und NaCl-injizierten Tieren ein nicht parametrisches
Testverfahren (Mann-Whitney U-Test) zur Testung auf Signifikanz verwendet. Im zeitlichen
Verlauf wurde, soweit nicht anders beschrieben, der Kruskal-Wallis-Test verwendet. Diese
Tests eignen sich zur statistischen Auswertung, da sie fiir nicht parametrische Werte einer
unverbundenen Stichprobenzahl konzipiert sind (Mann und Whitney, 1947; Kruskal und Wallis,

1952). Das Signifikanzniveau wurde auf 5% festgelegt.

3.13 Fehlerdiskussion

In jedem Fall konnte bei den gp120-Tieren ein Entziindungsherd ausgemacht werden, sodass
davon ausgegangen werden kann, dass hier alle Entziindungen erfasst wurden. Bei den
Kontrollen wurden teilweise keine Entziindungszeichen gefunden, sodass moglicherweise
gering ausgepragte Entziindungsherde nicht mit erfasst worden sind. Durch die Injektion direkt
unterhalb des Hautschnittes und die Entnahme im injizierten Bereich sollte dieser Problematik
vorgebeugt werden. Bei den immunhistochemischen Farbungen wurden stets eine
Positivkontrolle und auch eine Negativkontrolle mitgefihrt, sodass sowohl ein
funktionstiichtiges Farbeset, als auch die korrekte Durchfiihrung stets kontrolliert werden
konnten. Durch kraftige Anfirbungen waren ,positiv‘-markierte Zellen in der Auswertung
eindeutig zu identifizieren. Es konnte jedoch sowohl durch die teils schwache Gegenfarbung
als auch durch lagerungsbedingte Verblassung zu Schwierigkeiten kommen, ,negative”
Lymphozyten klar auszumachen. Hier kann es zu geringfligigen Abweichungen gekommen sein,

die jedoch in der Kontrollgruppe und in der gp120-Gruppe gleichermalien vorkamen.

Bei den NaCl-injizierten Tieren sollte die Zahl der CD3-positiven Zellen etwa der Summe aus
CD4 und CD8 pos. Lymphozyten entsprechen. Die Zahl der CD3-positiven Zellen ist aber
deutlich geringer als etwa die der CD8-pos Zellen an Tag 1. Obwohl das Farbeset in der CD3
positiv-Kontrolle eine kraftige Anfarbung der Lymphozyten zeigt, ist es denkbar, dass nicht alle
tatsachlich CD3 positiven Zellen angefarbt wurden. Demzufolge ist die reale CD3-Depression
nach Superantigeninjektion vermutlich geringer und somit in dieser Arbeit eher zu stark

bewertet.

Der Ak gegen CD4 richtet sich bei Ratten nicht nur gegen T-Helfer-Zellen. Vielmehr wird CD4

auch auf Makrophagen exprimiert (Jefferies et al., 1985). So kann der T-Helfer-Zell-Anteil nicht
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klar abgegrenzt werden. Der Anteil der CD4-positiven Zellen umfasst somit auch Makrophagen
und es koénnen keine sicher verwertbaren Rickschlisse auf die Anzahl der T-Helferzellen

gemacht werden.

B-Zellen konnten auf Grund des eingeschrankten Repertoires entsprechender kommerzieller
Antikorper fir die Ratte nicht immunhistochemisch untersucht werden. Jedoch sind etwa 90%
der Immunzellen markiert. Somit kann von maximal 10% B-Zellen im Infiltrat ausgegangen

werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakteristik der Entziindung

In Anlehnung an die Arbeit von Matsumoto et al. wurden die Hamatoxylin-Eosin (HE) -Schnitte,
wie oben beschrieben, mit einem histologischen Score bewertet. Hierbei fand sich ein klarer

Unterschied zwischen den gp120-injizierten Ratten und den Kontrollen.

Bei den gp120-injizierten Ratten zeigte sich (ber alle untersuchten Zeitrdume ein einheitliches
Bild mit einer stark ausgedehnten Entziindung, die stets >20 Muskelzellen je Gewebsschnitt
betraf. Dies entspricht einem Score-Wert von 3. Bei den Kontrollen war am Tag 1 ein
durchschnittlicher Score von 1,3, am Tag 3 ein Score von 1,7 und am Tag 10 ein Score von 0,5
zu verzeichnen. Am 3. Tag nach Injektion war dieser Unterschied zwischen gp120- und

Kontrolltieren statistisch signifikant (p<0,05).

Tab.2: Entziindungsausdehnung bei NaCl- und gp120-Ratten nach dem histologischen Score
von Matsumoto et al., 2007.

NaCl- Gp120-
injizierte injizierte
Ratten Ratten
1 1533 £1,15 3,00+ 0,00
3 1,67 (0,58 3,00+ 0,00
10 0,50+ 0,71 2,75%10,50

Der starke Unterschied in der Ausdehnung der Entziindung lieB sich insbesondere beim
Flachenvergleich der Entziindungsausdehnung (in mm?) erkennen. Auch nach Injektion der
NaCl-Lésung fand im Muskel eine Entziindungsreaktion statt, jedoch war diese insbesondere
an Tag 1 nach Injektion zu finden und verglichen mit der Ausbreitung der Entziindung durch
gp120 gering ausgepragt. Nach Injektion von gp120 fand liber den beobachteten Zeitraum

hinweg eine stetige Zunahme der Entziindungsausdehnung statt.
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Abb.14: Graphische Darstellung der Ausdehnung der Entziindungsgebiete, gemessen an der
durchschnittlichen Fldche von Lymphozytenansammlungen in mm®. An allen
beobachteten Tagen (n) waren die Unterschiede zwischen den gpl20-injizierten und
den NaCl-injizierten Tieren statistisch signifikant (p<0,05).

An Tag 1 zeigte sich eine viermal so groRe Ausdehnung der Entzlindung bei den gp120-Tieren,
verglichen mit den Kontrollen. Diese Ausdehnung nahm weiter zu, veranderte jedoch ihren
Charakter. An Tag 3 fand sich bei samtlichen gp120-injizierten Ratten eine kompakte
Lymphozytenansammlung von im Schnitt 1,49 mm?®. Des Weiteren lieR sich eine zunehmende
Entzindungszellansammlung in der Peripherie feststellen, welche jedoch keine kompakten
Entziindungsherde bildeten. Wahrenddessen war die ohnehin geringe
Entziindungsausdehnung im M. quadrizeps femoris der Kontrolltiere bereits leicht ricklaufig.
Es fanden sich auch hier kompaktere Lymphozytenansammlungen, jedoch nur in einer
Ausdehnung von 0,06 mm?, was 1/23 der Entziindungsflidche nach gp120-Injektion entspricht.
An Tag 10 war die Entziindung in den Kontrolltieren fast vollstandig abgeklungen. Es

existierten kaum noch Lymphozytenansammlungen. Bei den gp120 Tieren war an Tag 10 eine
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deutliche Lymphozytenvermehrung im ganzen Endomysium des Muskelfaszikels zu bemerken.
Die Entzlindung stellte sich nicht mehr kompakt, sondern als diffuse endomysiale Ansammlung
von Lymphozyten dar. Diese Ansammlungen lieBen sich weiterhin deutlich von dem Gewebe
unterscheiden, an dem nicht die unmittelbare Entziindungsreaktion stattfand. Das
inflammatorische Areal hatte sich nun bis fast auf das Dreifache ausgedehnt, verglichen zu
dem Entzindungsbereich der gp120-Ratten an Tag 3 (vgl. Abb. 14). An allen beobachteten
Tagen waren die Unterschiede zwischen den gp120-injizierten und den NaCl-injizierten Tieren

statistisch signifikant

Im Vergleich der Flachen der Muskelfasern im Muskelquerschnitt im Bereich der zentralen
Entzindung und denen der Peripherie lieBen sich Unterschiede feststellen. Die
entziindungsnah gelegenen Muskelfasern hatten eine geringere Flache als die peripher
gelegenen. Dieser Unterschied erreichte jedoch keine statistische Signifikanz auf dem 5%-
Niveau, weder in der Verum-Gruppe noch in der Kontrollgruppe. Auch im Vergleich der mit
gp120-injizierten Gruppe mit der NaCl-injizierten Gruppe lieRen sich in den Muskelfaserflachen
keine signifikanten Unterschiede feststellen, weder im Zentrum der Entziindung noch in der
Peripherie. Dies trifft fiir die einzeln untersuchten Tage und fir die Werte der
Muskelfaserflachen an den Tagen 1, 3 und 10 gemeinsam betrachtet zu (Vergleich Abb. 15).

Dabei spielt vermutlich der geringe Stichprobenumfang eine Rolle.
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Abb.15: Vergleichende graphische Darstellung der Muskelfaserflichen zwischen peripheren
und entziindungsnahen Muskelfasern nach gp120-Injektion im zeitlichen Verlauf. Es
konnten im beobachteten Zeitraum nach gpl20-Injektion eine Atrophie der
entziindungsnahen Muskelfasern festgestellt werden, jedoch nicht in einem
signifikanten Unterschied im Vergleich zur den Muskelfaserfldchen in der Peripherie.

Die Schnitte mit der modifizierten Gomori-Trichom-Farbung wurden systematisch auf das
Vorhandensein von Einschlusskdrperchen untersucht. Es konnte in keinem Pradparat eine
fuchsinophile Vakuole als Zeichen einer Einschlusskérperchenmyositis gefunden werden

(Huizing und Krasnewich, 2009).
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4.2 Beschreibung der Entziindung an Hand der HE-Farbung

An Tag 1 nach Injektion lieBen sich wenige Unterschiede in der HE-Farbung zwischen den
gp120-Tieren und den Kontrollen feststellen. In beiden Gruppen fand sich eine ausgepragte
Entziindungsreaktion entlang des Stichkanals und teilweise darliber hinaus mit Lymphozyten in
septalem Verteilungsmuster. Vereinzelt fanden sich bei den gp120-injizierten Ratten in die
Muskelzelle eindringende Lymphozyten (Abb. 17). Es fanden sich in Lyse befindliche
Muskelzellen (Abb. 17). Die Ausdehnung der Inflammation war bei den gp120-Schnitten

signifikant groRer als bei den Kontrolltieren (Abb. 14).

Tag 1, NaCl: Am Einstichkanal zeigten sich neben dem Gewebstraumata deutliche
Lymphozytenansammlungen. Diese folgten streng dem Stichkanal, es gab kaum Auslaufer. Die

Peripherie war nicht an der Entziindungsreaktion beteiligt. Perimysial liefen sich einige

Lymphozytenhaufungen feststellen.

Abb.16: Tag 1, NaCl.

Tag 1, gp120: Es zeigte sich eine ausgedehnte Entzlindungsreaktion entlang des Stichkanals.
Ferner waren deutliche Zeichen der Gewebsverletzung durch die Injektion auszumachen.
Zusatzlich zu der Entziindung um den Stichkanal fanden sich Ausldufer ins Endo- und
Perimysium. Vereinzelt waren in Lyse befindliche Muskelzellen zu sehen, welche von

Rundzellen infiltriert wurden.
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Abb.17: Tag 1, gp120.

Tag 3, NaCl: Die Entziindung um den Stichkanal war nicht mehr in seiner Deutlichkeit
nachzuweisen. Es fanden sich einige kleine Lymphozytenansammlungen, insbesondere
perimysial und perivaskuldar. Peripher des Einstiches war keine Entziindungsreaktion

festzustellen.

Abb.18: Tag 3, NaCl.

Tag 3, gp120: Es zeigte sich eine massive Lymphozytenansammlung, die nicht mehr mit dem
Stichkanal assoziierbar war. Diese Ansammlung der Entzindung war am Tag 3 am
kompaktesten. Es fanden sich einige in Auflésung befindliche Muskelzellen (Abb. 19). Diese
Muskelzellen waren zum Teil noch in ihrer Gestalt sichtbar, wurden jedoch von zahlreichen

Lymphozyten infiltriert.
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Abb.19: Tag 3, gpl20, der Pfeil deutet auf sich auflésende, von Rundzellen infiltrierte
Muskelzellen

Die Lymphozytenansammlungen waren im Endomysium lokalisiert, zum Teil fanden sich
kleinere Lymphozytenansammlungen perimysial. Im Entziindungsherd waren kleine Gefile
sichtbar. Perivaskular waren jedoch keine Pradelektionsstellen fiir Lymphozytenansamm-
lungen auszumachen. Von der zentralen Entzindung ausgehend, fanden sich septale

Entzindungsauslaufer (Abb. 19).

Abb.20: Tag 3, gp120, von Lymphozyten infiltrierte Muskelzellen, sowie in Lyse befindliche
Muskelzellen.

Tag 10, NaCl: Das HE-Bild wies keine starkeren Entziindungszeichen mehr auf. Es fanden sich
perimysial und perivaskuldr einige Lymphozytenhdufungen. Endomysial fanden sich keine

kompakten Lymphozytenansammlungen (Abb. 21).
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Abb. 21: Tag 10, NaCl

Tag 10, gp120: Das Entzlindungsbild war von einer starken, diffusen, endomysialen Zunahme
von Lymphozyten gekennzeichnet. Die Entziindung grenzt sich entsprechend der diffusen
Rundzellinfiltration und auch durch ein basophileres Sarkoplasma als etwas starker gefarbter
Bereich vom umgebenden Muskelgewebe ab (Abb. 22). In diesem streifenférmigen Bereich
fanden sich viele Regeneratfasern. Die sich regenerierenden Muskelzellen waren durch ihre
kleinere GrolRRe, zentralstandige Zellkerne und basophiles Sarkoplasma gekennzeichnet. In der
Ausdehnung nahm die Entziindung gegeniiber Tag 3 weiter zu (Abb. 14), jedoch fand sich keine
kompakte Lymphozytenansammlung mehr. Im Zentrum der Entziindung fanden sich viele in

Lyse befindliche Muskelzellen. Sie wurden von Lymphozyten infiltriert.

Abb.22: Tag 10, gp120, deutlich ist das Areal der Lymphozytenansammlung auszumachen, die
Muskelzellen wirken verkleinert.
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4.3 Immunhistochemische Farbung: Aligemeine Befunde

43.1 CD3

Fiir den Pan-T-Zellmarker CD3 stellte sich im Entziindungsbereich eine disseminierte Verteilung
dar. 24 Stunden nach Injektion lieBen sich keine Unterschiede zwischen Verum- und
Kontrollgruppe im Verteilungsmuster der CD3-positiven Zellen ausmachen. Drei Tage nach der
Injektion fanden sich bei den Kontrolltieren vereinzelt kleine Entziindungsherde. In den gp120-
injizierten Muskeln hatte sich eine kompakte Entzlindung gebildet. Es fanden sich groRe
Lymphozytenansammlungen (> 0,1 mm?), in welchen sich vereinzelt CD3-positive Zellen
anfarbten. Es gab keine vermehrten perivaskuldren Rundzellinfiltrate. Am Tag 10 lielen sich
bei den Kontrolltieren, welche keine Entziindungsherde mehr aufwiesen, zwar einzelne CD3-
Zellen nachweisen, welche jedoch nicht spezifisch angeordnet waren. Bei den gp120-Tieren
fanden sich diffuse endomysiale Vermehrung von Lymphozyten. CD3-positive Lymphozyten

waren im Entziindungsfeld verteilt zu finden.

43.2 CD4

Der Anteil CD4-positiver Zellen war an Tag 3 der dominierende Zelltyp. Diese Zellen verteilten
sich diffus im Rundzellinfiltrat und im Endomysium. Vereinzelt invadierten CD4 positive
Lymphozyten in Muskelzellen. Die Zellen kamen im gesamten Entziindungsraum vor, waren
jedoch insbesondere am Rand der Entziindung und damit an bisher noch nicht betroffenen
Muskelzellen gelegen. Diese Pradelektionsstelle der CD4-positiven Zellen war an Tag 1 nach
Injektion noch nicht ausmachbar. Hier fanden sich im Entziindungsgebiet sowohl bei gp120- als
auch bei Kontrolltieren im Entziindungsinfiltrat diffus verteilte CD4*-Lymphozyten. Am Tag 10
fanden sich diese kompakten Lymphozytenansammlungen nicht mehr. Vereinzelt fanden sich

im Entziindungsgebiet CD4"-T-Zellen, welche in Muskelzellen invadierten.

433 CD8

Die durch gp120 induzierte Entziindung war stark durch CD8-positive Zellen gepréagt. Es fanden
sich sowohl am Tag 1, als auch am Tag 3 nach Injektion mehrere in die Muskelzelle
invadierende CD8'-T-Zellen (Abb. 23a). Die invadierte Muskelzelle wies dabei keinen
unterschiedlichen Umfang im Vergleich zu nicht invadierten Muskelzellen auf. Es kann also
nicht von nekrotischen Muskelzellen ausgegangen werden. An allen untersuchten Tagen
kamen CD8'-Lymphozyten im Entziindungsbereich vor. Die Zellen waren gleichmaRig im

Endzliindungsherd verteilt und waren peripher von Entziindungsort kaum anzutreffen. Im
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Einklang dazu fanden sich bei den Kontrollen nur an Tag 1 einige CD8*-T-Zellen. An Tag 3 und

Tag 10 waren diese Zellen bei den Kontrolltieren kaum vertreten.

Abb.23: a: CD8-Férbung, gp120, Tag 3; Eine CD8*-Zelle (Pfeil) invadiert in eine nicht-nekrotische
Muskelfaser; b: CD4-Fdrbung, gp120, Tag 3; c: CD3-Fédrbung, gp120, Tag 3; Deutlich ist
zu erkennen, dass CD4- und CD8-positive Zellen zum Teil keine zusdtzliche CD3-positive
Markierung aufweisen. (CD: Cluster of Differentiation, gp: Glykoprotein).
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4.4 Lymphozytensubpopulationen im zeitlichen Verlauf

Zu allen drei Zeitpunkten nach gp120-Injektion war die Population der CD3-positiven Zellen
signifikant kleiner als die der CD4- beziehungsweise CD8-positiven Zellen (Vergleich auch Abb.
23 oder Abb. 25). Die Entziindung erreichte ihr Maximum klar an Tag 3 mit der jeweils

hdchsten gemessenen Zahl an CD4- sowie CD8-positiven Lymphozyten.

Die NaCl-injizierten Ratten zeigten eine Anhaufung von CD3-positiven Zellen am ersten Tag

nach Injektion. Diese fielen danach (Tag 3 sowie 10) stetig ab.

Die stirkste CD4'-Lymphozyten-Ansammlung lieR sich an Tag 3 feststellen. Sowohl gp120-
injizierte Muskeln als auch Kontrollen zeigten an Tag 3 ihr Entziindungsmaximum. Die Anzahl
ist bei den gpl20-injizierten Tieren mit einer lber dreifach erhéhten Anzahl signifikant
unterschiedlich zu den NaCl-injizierten Tieren. Des Weiteren kann bereits am Tag 1 nach
Injektion ein signifikanter Unterschied bei den gpl20 behandelten Tieren mit 32% CD4
positiven Zellen gegeniiber den Kontrollschnitten mit 14% CD4-postiven T-Zellen gezeigt

werden.

100

TAG1 TAG3 g6 TAG 10

Mittelwert der
Lymphozyten

Nacl gp120 Nacl gp120 Nacl gp120

Abb.24: Ubersicht der Lymphozyten im zeitlichen Verlauf. Aufgezeigt sind die absoluten
Mittelwerte der jeweiligen Zellpopulationen (CD3, CD4 oder CD8) der
Muskelgewebsschnitte Das Entziindungsmaximum lag bei den gpl20-injizierten
Ratten an Tag 3. Hier zeigte sich ein signifikanter Unterschied der CD4- und CD8-
positiven Zellen gegeniiber den mit NaCl behandelten Kontrolltieren (p<0,05). Diesen
signifikanten Unterschied von CD4- und CD8-positiven Zellen gegeniiber den
Kontrolltieren konnte bereits an Tag 1 der Untersuchung festgestellt werden. (CD:
Cluster of Differentiation, NaCl: Natriumchlorid, gp: Glykoprotein).
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Ahnlich verhielten sich die Werte der CD8-positiven Lymphozyten. Wahrend die Kontrollreihe
einen einmaligen CD8-Anstieg am Tag 1 zeigte, welcher am Tag 3 sowie 10 nicht mehr
nachweisbar war, zeigten die mit gp120 behandelten Muskeln ein prozentuales Maximum am

Tag 1, welches im zeitlichen Verlauf stetig absank.

Signifikante Unterschiede ergaben sich fiir CD8 sowohl am Tag 1 (59% CD8-positive Zellen bei
den gp120-Ratten gegebiiber 28% bei den Kontrolltieren), als auch am Tag 3 (44% CD8-positive

Zellen bei den gp120 Ratten gegeniiber 4% im Vergleich zur Kontrollgruppe).

Abb.25: Beispiele der durch gpl20-induzierten Entziindung in den jeweiligen
immunhistochemischen Fdrbungen (CD3, CD4 und CD8) an Tag 3 nach Opferung.
Aufféllig war die kompakte Entziindung, welche durch CD4- und CD8-positive Zellen
geprdgt war (CD: Cluster of Differentiation, gp: Glykoprotein).
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5 Diskussion

5.1.  Allgemeine Uberlegungen

Die Wirkung von Superantigenen auf den menschlichen Koérper und die Rolle von
Superantigenen in Krankheiten ist bisher nur wenig erforscht. Angesichts des vielfachen
Vorkommens von Superantigenen bei Bakterien und Viren einschlieBlich den sogenannten

Humanen endogenen Retroviren (HERV), liberrascht dieser Mangel an Untersuchungen.

Superantigene kénnen Uber eine besondere T-Zell- oder B-Zell-Rezeptor-Bindung eine Vielzahl
an T- und B-Zellen aktivieren (Herman et al., 1991; Berberian et al., 1993). Eine Erkrankung, bei
der die Wirkung von Superantigenen auf den Korper bereits gut untersucht ist, ist das durch
die Enterotoxine B und C sowie das Toxic Shock Syndrome Toxin-1 von Staphylococcus aureus
induzierte Toxische Schocksyndrom (Xu und McCormick, 2012). Hier kommt es durch die
Wirkung von bakteriellen Superantigenen zu einem Kreislauf aus Zellproliferation und
Zytokinsekretion, welcher bis zum Multiorganversagen fithren kann (Lappin und Ferguson,

2009).

Neben der intensiven Erforschung von bakteriellen Superantigenen auf den Koérper, ist auch
die Beteiligung von viralen Superantigenen an der Pathogenese von Krankheiten interessant,
sodass in dieser Arbeit der Wirkung des viralen Superantigens gp120 auf den Muskel

nachgegangen wurde.

5.2 gp120 als Ausléser einer Myositis

Gp120 ist Bestandteil des Humanen Immunodefizienz-Virus und wurde als virales Superantigen
bereits bestéatigt (Berberian et al., 1994; Jason et al., 1997). Dabei wurde eine superantigene
Wirkung sowohl auf T-Lymphozyten (Laurence et al., 1992; Zoulai, 2007) als auch auf B-
Lymphozyten gezeigt (Berberian et al., 1993). In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung
von gp120 auf T-Zellen betrachtet. Dazu wurden CD3"-, CD4*- und CD8*-T-Zellen im Muskel
analysiert. Tatsachlich belegen die hier vorgestellten Ergebnisse, dass gpl20 eine
Entziindungsreaktion im Muskel und somit eine Myositis ausldsen kann. Diese Entziindung war
bei alleiniger Verwendung des Losungsmittels nicht nachweisbar und ist daher der Wirkung
von gpl20 zuzurechnen. Zur Auslésung der Entziindung bedurfte es keiner zusatzlichen

Faktoren wie etwa eines Adjuvans. Derartige zusatzliche Stimulanzien (zum Beispiel
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komplettes Freundsches Adjuvans) sind fir die Auslosung von Autoimmunitdt durch
konventionelle Antigene nétig, um die Immuntoleranz zu durchbrechen (Billiau und Matthys,
2001). Insofern erscheint die Entziindungsauslésung durch das Superantigen gpl20 der
Situation spontan auftretender sogenannten autoimmuner Entziindungsreaktionen naher zu

kommen als dies bei der Induktion mit konventionellen Antigenen bislang der Fall ist.

Die Entzindung, welche hier durch gpl120 hervorgerufen wurde, zeigt eine kompakte
Anhaufung sowohl von CD4- als auch von CD8-positiven T-Lymphozyten im Endomysium (zur
Definition ,,Endomysium“ vgl. Abb. 1). Dabei war die Zahl der CD3*-Lymphozyten stets kleiner
als die der CD4'- beziehungsweise der CD8"-Zellen. Zusatzlich ist eine Invasion von
zytotoxischen T-Zellen und/oder Makrophagen in nicht-nekrotische Muskelfasern auffallig. Im

Folgenden werden diese Befunde naher betrachtet.

5.3 Pathogenetische Uberlegung zur gp120 induzierten Myositis

5.3.1 Initiierung einer muskuldren Entziindung durch gp120

Die Wirkung von gp120 auf Myozyten ist in der Literatur bisher kaum beschrieben.

Wenn ein konventionelles Antigen im Muskel durch Injektion freigesetzt wird, folgt die
Aufnahme und Prozessierung durch antigenpradsentierende Zellen (APC) und ggf. die
Prasentation von Antigenbruchstiicken auf der Oberfliche der APC auf MHC Klasse I
Molekilen. Danach kann eine Entziindungsreaktion folgen. In der hier vorliegenden Arbeit
wurde gpl120, ein Bestandteil des HIV injiziert, welches bereits in mehreren Arbeiten als
Superantigen beschrieben wurde (Berberian et al., 1993; Zoulai, 2007). Wie bereits ausgefihrt
werden Superantigene unprozessiert an MHC-Molekiile von APC gebunden und prasentiert. Im
vorliegenden Fall war die entstandene Entziindung durch ein hohes Vorkommen an CD4- und
CD8-positiven Zellen charakterisiert. Dem gegeniliber war der Anteil an CD3-positiven Zellen
relativ gering ausgepragt. Eine Herrunterregulierung der CD3-Oberflichenmarker ist ein
typisches Phdanomen nach Superantigenkontakt auf welches unten noch naher eingegangen
wird (Niedergang et al., 1995; Page et al., 2004; von Essen et al., 2004).

Eine Aktivierung von CD4- und CD8- positiven Zellen ist eine zu erwartende Rekation auf ein
fremdes Antigen. So lberrascht eine Entziindungsreaktion sowohl auf gp120, als auch auf NaCl
an Tag eins der Untersuchungen nicht. Die Reaktion auf gp120 fallt deutich starker aus, als die

auf das Kontrollmedium. Bereits an Tag3 ist die Entzlindungsraktion gegen NaCl merklich
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abgeklungen, wahrend die Inflammation nach gp120 Injektion noch zunahm. An Tag 10 findet
sich eine reduzierte Anzahl an Rundzellen, jedoch ist im Vergleich zur Kontrollgruppe der
Entzindungsort noch klar auszumachen. Es finden sich weiter viele Lymphozyten im
Entziindungsgebiet, die Myozyten sind kleiner als in Gebieten ohne Inflammation und das
Sarkoplasma basophiler. Uber den gesamten Untersuchungszeitraum findet sich eine hohe
Anzahl an CD8-positiven Zellen, nur an Tag 3 ist die Anzahl von CD4-positiven Zellen héher. Die
bisherigen Untersuchungen von gp120 kénnten dafiir Erklarungen bieten.

Mehrere Studien haben gezeigt, dass gpl20 in der Lage ist, eine Neuroinflammation
auszuldsen (Holguin et al., 2004; Schoeniger-Skinner et al., 2007; Shah und Kumar, 2010; Shah
et al., 2011). Insbesondere durch die Interleukine 6 und 8, welche nachweislich nach gp120-
Kontakt sezerniert werden, kommt es zu einer Entziindungsreaktion mit Anstieg der Akute-
Phase Proteine und einer Aktivierung von T-Zellen (Shah und Kumar, 2010; Shah et al., 2011).
Das hohe Vorkommen der CD4-Zellen in dieser Arbeit ist durch eine solche Zytokinprouktion
gut zu erklaren. Am ersten Tag der Entziindung war der Anteil der CD8-positiven Lymphozyten
deutlich fihrend vor den CD4-positiven Zellen (Abb. 24). Dies korreliert mit Beobachtungen
einer CD8-Expansion in frilhen Stadien der HIV- Erkrankung (Pantaleon et al.,, 1994;
Hoffenbach et al.,, 1989). Einen gpl120-abhingigen Effekt konnte mit Hochregulierung
bestimmter VR-Regionen konnte gezeigt werden (Jason et al., 1997). Danach, also am Tag 3,
dominierten im Entziindungsinfiltrat demgegeniber bereits CD4-positive Lymphozyten (Abb.
24). Dies konnte als unspezifische Bystander-Rekrutierung als Folge der initialen, Gber CD8-
positive Lymphozyten vermittelten Zytokinfreisetzung sein.

Der Effekt von gpl20 auf Zellen des Immunsystems ergab in der Vergangenheit teils
widerspriichliche Ergebnisse. Wie bereits im Kapiel 1.5 beschrieben kommt es bei einem
Superantigenkontakt paradoxerweise nach einer initialen massiven Aktivierung zu einer
Anergie und Deletion der zuvor proliferierenden Zellen (Kawabe und Ochi 1990, Berberian et
al., 1993; Gougeon et al., 1993, Torres et al., 2001). Insbesondere auf dendritische Zellen und
auf CD4-positive Zellen scheint gp120 eine suppressorische Wirkung zu haben (Weinhold et al.,
1989; Jason et al., 1997; Chougnet und Gessani, 2006). In anderen Arbeiten wird neben der
bekannten B-Zell-Superantigen-Eigenschaft von gp120 auch eine Wirkung auf die T-Zellen
vermutet (Zoulai, 2007). Unterstiitzend zu dieser Annahme wurde nach gp120 Stimulation eine
Hochregulierung von bestimmten VR-Einheiten beschrieben (Laurence et al., 1992; Jason et al.,
1997).

In der vorliegenden Arbeit wurde nach gpl120-Kontakt eine starke Entziindungsreaktion
festgestellt, so dass zu dem untersuchten Zeitpunkt eine Suppression der Immunzellen eher

nicht vorlag. Moglicherweise wurde hier nach Injektion von gpl120 die Initialphase mit
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Proliferation der T-Zellen erfasst. Eine Beurteilung der T-Zellen nach 10 Tagen ist nicht erfolgt.

Somit konnte eine eventuell folgende Deletion auch nicht erfasst werden.

5.3.2 CD3-Depression bei der gp120-Myositis

Die Untersuchung des T-Zellmarkers CD3 in dieser Arbeit hat ergeben, dass CD3 an jedem Tag
im Vergleich zu den Lymphozytenmarkern CD4 und CD8 unterexprimiert ist. In aller Regel wird
CD3 auf der Oberflaiche samtlicher T-Zellen exprimiert, da er in Verbindung mit dem TCR
vorkommt (Malissen et al., 1999; Call et al., 2002). Physiologischerweise kommen
dementsprechend T-Zellen, die CD3 nicht exprimieren kaum vor. Darlber hinaus wurde
gezeigt, dass derartige T-Zellen ohne CD3-Expression in ihrer Funktionsweise gestort sind
(Klausner und Samelson, 1991). Daher Uberrascht das hier gefundene Ergebnis, welches zeigt,
dass die lymphozytare Expression von CD3 relativ zu CD4 beziehnungsweise CD8 verringert ist.
Eine CD3-Herunterregulierung ist nicht nur in dieser Arbeit auffdllig gewesen. Auch Trimble
und Lieberman stellen dieses Phdnomen bei HIV-Erkrankten fest (Trimble und Lieberman,
1998). Uber das Phinomen der TCR-Herunterregulierung wurden bereits mehrere Arbeiten
verfasst. Die Liganden-induzierte Rezeptor Herabregulierung wird als Mechanismus zum
Schutz vor schidlicher Uberstimulation betrachtet (Bonefeld et al., 2008). So ist die Depression
der CD3-Oberflachenantigen durch die immense Zytokinsekretion nach Superantigenkontakt
zu erklaren. Bei Ag-Erkennung durch TCR und CD3 kommt es zur Tyrosinbildung. Dadurch
entsteht intrazellular freies Ca2+, welches zur IL2-Produktion fihrt (Zehn et al., 2012). IL2
wiederum regt die T-Zell-Proliferation an. In diesem Zyklus, mit Aktivierung einer groRen
Anzahl an T-Lymphozyten, kdme es zu einer (berschieBenden Immunantwort. Durch die
massive Ausschittung von Zytokinen kann es zu schadlichen Reaktionen auf den Korper
kommen (Lappin und Ferguson, 2009). Eine Herabregulierung des CD3/TCR-Komplexes und
damit einer Unterbrechung des Signalweges zur T-Zell-Stimulation wéare eine Moglichkeit, die

Zytokinsezernierung zu kontrollieren.

Bis vor kurzem war noch nicht klar, ob es zu einer Herabregulierung des TCR an der
Zelloberflache durch eine Erhéhung der Endozytoserate oder durch eine Verminderung der
Expressionsrate des TCR kommt. Von Essen et al. untersuchten dieses Phdanomen an
menschlichen T-Zell Linien (Essen et al., 2004). Sie stellten bei nicht stimulierten T-Zellen eine
Halbwertszeit von 10,5 Stunden fir den TCR auf der Lymphozytenoberfliche fest. Nach
Stimulation des TCR mit Anti-TCR-AK sank die Halbwertszeit auf 3,5 Stunden ab. Von Essen et

al. konnten diesen beschleunigten Abbau des TCR auch nach Stimulation von menschlichen
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VB8*-Zellen mit Superantigenen nachvollziehen. Dabei zeigte sich eine vollstindige Endozytose
des TCR-Komplexes. Der Effekt war dosisabhdngig und zeigt, dass die Herabregulierung des
TCR durch Endozytose erfolgt (Essen et al.,, 2004). Die Reduktion des TCR an der
Lymphozytenoberfliche, um die Sensitivitdt auf neue Stimulation zu reduzieren, ist als ein
sinnvolles Vorgehen des Korpers interpretiert worden, um Autoimmunprozessen vorzubeugen
(Niedergang et al., 1995). Naramura et al. zeigten, dass Knock-out-Mause ohne die Moglichkeit
einer TCR-Herabregulation auf eine Anti-CD3-Stimulation Uberreagierten und starke Zeichen
einer Autoimmunreaktion hatten, welche zum Tod der Méause fiihrte (Naramura et al., 2002).
Eine erhohte Anzahl an T-Zell-Rezeptoren fiihrt zu einem erhdhten Level an proapoptotischen
Molekilen und zu einem Absinken von antiapoptotischen Molekilen, sodass die Zellen mit

héherem TCR-Level anfélliger fir Apoptose sind (Bonefeld et al., 2008).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Verminderung der Expression an CD3 relativ zu CD4 und
CD8 evtl. Gberschatzt. Dieser Schluss liegt nahe, weil auch nach Injektion des Losungsmittels
NaCl eine verminderte Expression von CD3 relativ zu CD4 und CD8 beobachtet wurde.
Demgegeniiber ware aber zu erwarten gewesen, dass die die Summe der CD4- und CD8-
positiven Zellen etwa der Zahl an CD3-positiven Zellen entsprochen hatte. Dies war nicht der
Fall (vgl. Abb. 24). Am 1. Tag betrug der Anteil der CD3-positiven Lymphozyten weniger als die
Halfte der Summe aus CD4- und CD8-positiven Zellen. An Tag 3 und 10 war der Anteil der CD3-
positiven Zellen sogar noch geringer. Insofern ist bei den gp120 injizierten Tieren vermutlich

der Effekt der CD3-Depression ebenfalls als (iberschatzt anzunehmen.

5.4 Vergleich der gp120 induzierten Myositis mit der durch ein konventionelles Antigen

induzierten Myositis

Es existiert eine Vielzahl an Modellen fiir eine Myositis, welche am Tiermodell erzeugt wurde
(Katsumata und Ascherman, 2008). Hier soll nur auf die Modelle eingegangen werden, die gut

mit der Myositis, welche durch gp120 ausgeldst wurde, vergleichbar sind.

Durch intramuskuldre Injektion von Protein C und Protein-C-Fragment 2 zeigte sich ein
endomysiales, von CD8"T-Zellen getragenes Entziindungsbild (Kohyama und Matsumoto,

1999; Matsumoto et al., 2007).
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Tab.3: Ubersicht iiber Modelle zur Induzierung einer Polymyositis

Kojima et al., 1997 Myosin-Injektion in Lewis- Schwache Myositis
Rattenmuskel
Matsumoto et al., 2007  C-Protein- Fragment- Injektion in Bild einer Polymyositis

Lewis- Rattenmuskel

Nakano et al., 2005 Laminin- Injektion in Lewis- Ratten Moderates Bild einer
Myositis

Allenbach et al., 2009 Myosin-Injektion in Mausemuskel Polymyositis ahnliches Bild

Kohyama und Matsumoto nehmen an, dass sich die Immunabwehr bei der Polymyositis gegen
ein Bestandteil des Muskels und damit gegen ein Autoantigen richtet. Um diesem Verdacht
nachzugehen, injizierten sie gereinigtes Protein C in Lewis Ratten und induzierten so eine
Entzindung, die der Polymyositis dhnelt. Die durch Protein-C-induzierte Myositis weist eine
endomysiale Lymphozytenansammlung auf, von denen der Hauptanteil CD4" Zellen waren. Die
in absoluten Zahlen geringeren CD8'-Lymphozyten infiltrierten prozentual jedoch vermehrt
nicht-nekrotische Muskelfasern. Weiterhin stellten die Autoren fest, dass CD4"-Zellen in nur
sehr geringer Zahl Muskelfasern infiltrierten, wihrend eine groRe Anzahl an OX42"-Zellen (ein
Oberflachenmarker von Makrophagen) sowohl im Endomysium, als auch in den Muskelfasern
registriert wurde. Die Invasion von OX42/CD4 -Zellen in Muskelzellen ist eher untypisch fiir die
humane Polymyositis. Bei diesen Zellen kdnnte es sich um eine bisher unbekannte

Subpopulation von Makrophagen handeln.

In der Arbeit von Kohyama und Matsumoto wurde Protein C einmal pro Woche (ber vier
Wochen lang intramuskuldr injiziert. Die Opferung der Tiere fand eine Woche nach der letzten
Injektion statt. Kohyama und Matsumoto kamen zu dem Schluss, dass es sich bei Protein C um
das Haupt-myositogene Antigen der Polymyositis handeln kénnte (Kohyama und Matsumoto,

1999).

Nach der Injektion von gp120 im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls eine starke
Inflammation mit einem Entziindungmaximum an Tag 3 festgestellt werden. Der histologische

Score zur Bewertung der Muskelzellbeteiligung ist héher als die vergleichbare Entziindung mit
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den Antigenen Protein C bzw. Protein-C-Fragment 2. Wahrend nach gp120-Injektion im Muskel
eine Entzindung mit stets mehr als 20 involvierten Muskelzellen (Tag 3) und damit einem
Score von 3,0 zu sehen war, lag der entsprechende Score bei den Protein-C-injizierten Ratten
im Schnitt bei nur 1,41. Dies weist auf eine deutlich starkere Aktivierung der Immunantwort

durch gp120 verglichen mit ,konventionellen” Antigenen, in dem Fall Protein C, hin.

Tab.4: Vergleich der Muskelbeteiligung von der gpl20-induzierten Myositis (aus der
vorliegenden Arbeit), der C-Protein-induzierten Mpyositis und der SC2-induzierten
Myositis. Ein héherer Score weist auf eine héhere Ausdehnung der Entziindung und eine
héhere Beteiligung von Muskelfasern hin.

Tag NaCl - injitzierte Ratten | Gp120 - injizierte Ratten | C- Protein - injizierte SC2 - injizierte Ratten

Ratten (Kohyama und (Matsumoto et al., 2007
Matsumoto, 1999)

1 13300515 3,00+ 0,00
3 1,67 £0,58 3,00+0,00
7 1,44 +0,22 1,36+0,18
10 0,5+ 0,71 2,75+0,50

(gp: Glykoprotein, NaCl: Natriumchlorid, SC2: Protein C-Fragment 2)

Ein Kritikpunkt an den Arbeiten von Kohyama und Matsumoto ist die Tatsache, dass die von
ihnen untersuchten , Auto”- Antigene (Protein C und Protein C-Fragment 2) zwar kérpereigen
sind, sich jedoch unter normalen Umstanden intrazelluldr befinden. Werden diese Bestandteile
intramuskular injiziert, so wirken sie wie ein ,,externes” Antigen. Die Prasentation von Protein
C erfolgt Gber MHC-I nie als ganzes Protein, sondern nur als Fragment. Eine primare Reaktion
des Korpers auf Protein C oder Protein C-Fragment 2 findet unter physiologischen Umstdnden
daher vor allem nach einem Muskeltrauma mit Zerstérung von Muskelzellen statt. Es ist jedoch
nicht bekannt, dass ein Muskeltrauma eine Polymyositis nach sich ziehen wiirde. Es ist daher
bei experimentellen autoimmunen Modellen der Myositis, die sich konventioneller Antigene
bedienen, offen, warum die Immuntoleranz bei den betroffenen Individuen durchbrochen

wird.

In einer vergleichbaren Arbeit von Allenbach et al. wurde Madausen eine wiederholte
intramuskulare Injektion von Myosin verabreicht. Die Autoren beschreiben ebenso eine
Polymyositis-dhnliche Entziindung (Allenbach et al., 2009). Die Méause erhielten, dhnlich wie in

der Arbeit von Kohyama und Matsumoto, eine mehrfache Injektion mit dem Antigen. Es wird
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beschrieben, dass nach nur einer Injektion von Myosin, eine von vier Mausen eine Myositis

entwickelte (Allenbach et al., 2009).

Im Charakter ahnelt die durch gp120 ausgeldste Inflammation der durch Protein C ausgeldsten
Entziindung mit endomysialen Lymphozytenansammlungen und Invasion von insbesondere
CD8"-Lymphozyten in nicht-nekrotische Muskelzellen. Dieser Befund zeigt, dass alternativ zu
Protein C als einem moglichen Autoantigen auch andere Pathomechanismen, wie etwa der
Beteiligung eines Superantigens in Erwdgung gezogen werden miussen. In allen mit gp120-
injizierten Ratten konnte nach Einmalinjektion von gp120 eine Myositis induziert werden.
Gp120 scheint somit eine hohere Potenz zu haben, eine Myositis zu induzieren als es durch
eine Einmalinjektion mit einem konventionellen Antigen, wie etwa Myosin, moglich ist.
Zusatzlich bendtigt die Induzierung der Myositis durch ein konventionelles Antigen komplettes
Freundsches Adjuvans, um die Immuntoleranz zu durchbrechen und eine messbare
Immunantwort zu erzeugen (Kohyama und Matsumoto, 1999). Ein derartiges zusatzliches

Stimulanz zur Durchbrechnung der Immuntoleranz war bei gp120-Injektion nicht notwendig.

5.5 Vergleich der gp120 induzieren Myositis mit der HIV-assoziierten Myositis

Die Myositis, welche bei HIV-positiven Patienten vorkommt, ist meist eine von CD8'- und von
Makrophagen dominierte Entziindung. Diese Zellen verteilen sich in Nachbarschaft zu und
invadieren in nicht nekrotische Muskelzellen, welche MHC-I exprimieren (Johnson et al., 2003).
Dies weist morphologische Ahnlichkeiten mit der Polymyositis auf, sodass die Polymyositis im
Fall der HIV-Myositis als ahnlich eingestuft wurde (llla et al., 1991; Johnson et al., 2003). Da die
Polymyositis bei Patienten mit und ohne HIV sehr dhnlich ist, wurde in Erwdgung gezogen, dass
auch die Pathogenese Ahnlichkeiten aufweisen kénnte (llla et al., 1991). Auffallig ist auch eine
Haufung von Polymyositiden nach HIV-Infektionen (Gan und Miller, 2011).
Immunhistochemisch unterscheidet sich die HIV-assoziierte Myositis nur durch eine
signifikante Reduktion von CD4"-T-Zellen von der seronegativen Polymyositis. Ein Untergang an
CD4'-T-Zellen ist bei der HIV-Erkrankung typisch (Glencross und Scott, 2001). Daher ist eine
Reduktion der CD4-positiven Zellen bei der HIV-assoziierten Myositis als eine Folge der

generellen CD4-Depression im Rahmen der HIV-Infektion zu werten (llla et al., 1991).

Die durch gpl120-induzierte Myositis stellt ebenfalls eine durch zytotoxische T-Zellen
hervorgerufene, gegen Muskelzellen gerichtete Entziindung dar. So ist sowohl bei der HIV-

assoziierten als auch in der gp120-induzierten Myositis der Hautanteil der die Muskelfasern
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invadierenden Zellen CD8-positiv. Anders als bei der HIV-assoziierten Myositis kommen CD4-
positive Zellen bei der gpl20-induzierten Myositis jedoch in einem hohen und teilweise
dominierenden Verhaltnis vor. Dieser Befund schliel3t allerdings eine Rolle von gp120 bei der
HIV-Myositis keineswegs aus. Die einmalige Injektion von gp120 in den Muskel eines sonst
zuvor gesunden Tieres ist freilich anders zu betrachten als etwa die hypothetische gp120-
Expression im Muskel eines bereits einige Zeit zuvor mit HIV-infizierten Individuums. Bei
diesem stehen, aufgrund des Mangels, CD4'-T-Zellen nicht im gleichen AusmaR fiir die

Beteiligung an der Myositis zur Verfligung.

Bei HIV gibt es Hinweise, dass Superantigene eine Rolle in der Pathogenese spielen. Die
Superantigenaktivitat scheint sich dabei sowohl auf B-Zellen, als auch auf T-Zellen zu beziehen
(Laurence et al., 1992; Berberian et al., 1993; Gougeon et al., 1993). Auf Grund von selektiven
Effekten auf bestimmte VR-Familien wie VR12/ VR13 oder VR21 geht Zoulai davon aus, dass
gp120 das wirkende Superantigen sein kdnnte (Laurence et al., 1992; Jason et al., 1996; Zoulai
2007). Moglicherweise ist an dem Pathomechanismus der HIV-assoziierten Myositis auch ein
Superantigen wie g120 beteiligt. Eine mogliche B-Zellaktivierung im Rahmen der gp120-
Myositis konnte hier mangels fir die Ratte verfligbarer Antikdrper nicht beriicksichtigt

werden.

5.6 Vergleich der gp120 induzierten Myositis bei der Lewis Ratte mit den humanen

Krankheitsbildern der Myositiden

Die idiopathischen inflammatorischen Myositiden sind heterogene Krankheitsbilder, welche
eine Muskelschwache, CK-Erhéhung und Infiltration von Lymphozyten in das Muskelgewebe
gemeinsam haben. Bisher gibt es zu der Atiologie der verschiedenen Unterformen (DM, PM

und IBM) lediglich Hypothesen und keine sicher nachgewiesenen Ausloser.

Typisch fir die Dermatomyositis ist ein humoral vermittelter vaskulitischer Prozess. In der
Muskelbiopsie finden sich Nekrosen von Kapillaren und Muskelzellen, welche gruppenférmig
angeordnet sind. Das entzlindliche Infiltrat ist perivaskuldr angeordnet und von B-Zellen sowie
CD4-positiven Zellen dominiert. Charakteristisch sind die C5b9-Komplementablagerungen im

Bereich der kleinen Arteriolen und Kapillaren (Dalakas, 2011)

Bei der Einschlusskérperchenmyositis (iberwiegt eine zellulire, von CD8'-Lymphozyten
dominierte Immunantwort mit endomysialen lymphozytaren Ansammlungen (Stuhlmiiller et

al.,, 2013). Es finden sich Vakuolen, welche einen basophilen Randsaum und eosinophile

49



Einschlisse haben und als rimmed vacuoles bezeichnet werden. Zusatzlich finden sich

filamentare Einschlisse in Kern und Zytoplasma (Molnar und Schroder, 1998).

Die Polymyositis zeigt ahnlich wie die Einschlusskdrperchenmyositis eine endomysiale
Entziindung mit vorwiegend CD4- und CD8-positiven Zellen. Typisch fiir die PM ist die Invasion
von CD8-positiven Zellen in nicht-nekrotische Muskelfasern, welche MHC-I exprimieren

(Greenberg, 2009).

In der gpl20-induzierten Myositis zeigt sich eine kompakte endomysiale Entziindung. Die
Zellen des Infiltrats sind vor allem CD4- und CD8-positiv. Es findet sich keine signifikante
Atrophie der Muskelzellen. Hinweise fiir einen vaskulitischen Prozess, wie einer perivaskuldren
Lymphozytenansammlung oder Nekrose von Kapillaren, fanden sich nicht. Deutlich zu sehen

war die Invasion von CD8- und CD4-positiven Zellen in nicht-nekrotische Muskelzellen.

Tab.5: Muskelbiopsiebefunde bei gpl20-induzierter Myositis (aus der vorliegenden Arbeit)
Polymyositis, Dermatomysoitis und Einschlusskérperchenmyositis (In Anlehnung
an Pongratz und Spdth, 2003).

Muskelbiopsiebefunde gp120
ok + +

Perimysiale Infiltrate +

Endomysiale Infiltrate ++ + ++ ++
B - Lymphozyten @ ++ 9] n.b.
CD4 - Lymphozyten + ++ + ++
CD8 - Lymphozyten ++ + ++ ++
Invasion von CD8 - Lymphozyten in ++ (0] + +

nicht nekrotische Muskelfasern

,Rimmed vacuoles” [} ? + [0}

(CD: Cluster of Differentiation, DM: Dermatomyositis, gp: glykoprotein, IBM:
Einschlusskérperchenmyositis, n.b.: nicht bestimmt, PM: Polymyositis).

In der Gegeniberstellung der Eigenschaften der Muskelbiopsiebefunde weist die gpl120-
induzierte Myositis Ahnlichkeiten mit der Polymyositis auf. Diese Ahnlichkeit betrifft unter
anderem auch das endomysiale Infiltrat, bestehend aus CD8-T-Lymphozyten und
Makrophagen, welche nicht-nekrotische Muskelfasern invadieren (van der Meulen et al.,,
2003). In Abgrenzung zu der typischen humanen Polymyositis wurde in der durch gp120
ausgeldsten Myositis auch eine Invasion von CD4-positiven Zellen in Muskelzellen beobachtet.
Die invadierenden CD4-positiven Zellen gehoren eventuell einer Makrophagen-Population an,

welche bei Lewis-Ratten ebenfalls den CD4-Oberflaichenmarker besitzen (Jefferies et al., 1985).
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5.7 Pathogenetische Uberlegung zur Polymyositis

Die Polymyositis gehort zu den idiopathischen inflammatorischen Myositiden, da ein Ausloser
fir die Entzindung nicht erkennbar ist. Vieles spricht fiir eine Immunpathogenese der
Polymyositis. Der Umstand, dass CD8"-Zellen aktiviert werden und klonal proliferieren, wird als
Beleg flr eine durch ein Antigen induzierte Immunantwort herangezogen (Greenberg, 2007).
Die klonale Expansion einer T-Zelle findet nach dem Zusammentreffen einer Antigen-
prasentierenden Zelle mit korrespondierendem TCR statt. Nachdem der Antigen-MHC-
Komplex der APC von der T-Zelle erkannt wird, kommt es zur Sekretion von Zytokinen wie IL-2,
Tumor-Nekrose-Faktor-a oder Interferon-y. Dies tragt zur Expansion dieser T-Zelle bei (Jain et
al.,, 1995). Allerdings wurde bislang ein die Immunantwort induzierendes Antigen nicht

gefunden.

Viele Autoren postulieren eine Autoimmunreaktion als Ursache der PM. Als mdglicher Hinweis,
dass sich autoreaktive zytotoxische T-Zellen gegen ein Muskelantigen richten, gilt der
Nachweis, dass die CD3-Region der klonal expandierenden T-Zellen konservierte
Aminosauresequenzen besitzt. Dies weist eventuell darauf hin, dass die Proliferation der T-
Zellen durch ein bekanntes (Auto-)Antigen unterhalten wird (Bender et al., 1995). Der TCR ist
ein Heterodimer bestehend meist aus zwei a- und zwei B-Ketten. Diese Ketten bestehen aus
den Untereinheiten Vo, Jo VB, DB, und JB (Call et al., 2002). Das Antigen wird an derjenigen
TCR-Region erkannt und gebunden, die durch das V-J und V-D-J Segment (Elemente der
rekombinierbaren Genabschnitte) kodiert wird. Wenn T-Zellen selektiv durch ein bestimmtes
Antigen, eventuell ein Autoantigen, rekrutiert werden, so ist die Verwendung der V- und J-
Gene begrenzt und die Aminosauresequenz der CD3-Region konserviert (Dalakas, 1998).
Alternativ zu einer durch ein Autoantigen ausgeldsten Erkrankung koénnten autoimmune
Myositiden durch humane endogene Retroviren (HERV) ausgeldste Erkrankungen darstellen.
HERVs sind seit sehr langer Zeit in unserem Genom vorhanden (Lander et al., 2001) und
werden mit zahlreichen Autoimmun- und Tumorerkrankungen in Verbindung gebracht (Tugnet
et al., 2013; Le Dantec et al., 2015). Eine Reaktion gegen HERV-kodierte Bestandteile wiirde
somit mit dem T-Zellrezeptorkomplex einschlieRBlich CD3 erfolgen, welcher konservierte
Aminosauren besitzt.

Auf Grund einer Assoziation von viralen Infektionen und dem Auftreten der Polymyositis
wurde eine virale Ursache der Entstehung bereits diskutiert (Stuhlmiiller et al., 2013). Dabei
wird ins Feld gefiihrt, dass virale Bestandteile Gber MHC-I exprimiert und von zytotoxischen T-

Zellen erkannt werden kénnten. Die durch CD8 Lymphozyten unterhaltende Reaktion gegen
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MHC-I-exprimierende Muskelfasern richtet sich gegen ein intrazelluldr prozessiertes Protein.
Dieses konnte ein Autoantigen sein oder alternativ ein viraler Bestandteil, der in gleicher
Weise Uber MHC-| prasentiert wird. Jedoch wird eine Persistenz der Viren im Muskelgewebe
nicht angenommen, da sich virale RNA nicht regelhaft im Muskel nachweisen lasst (Leff et al.,

1992).

Auffallig ist eine hohe Assoziation zwischen einer Ebstein-Barr Virus (EBV)-Infektion und dem
Auftreten von Polymyositis. Barzilai et al. fanden in ihrer Arbeit einen signifikanten
Titerunterschied (IgG und IgM gegen EBV) bei den Polymyositispatienten verglichen mit
gesunden Kontrollen, sodass diese Arbeitsgruppe einen Zusammenhang postuliert (Barzilai et
al.,, 2007). Eine Assoziation der Polymyositis mit einer viralen Infektion halt eine Reihe von
Autoren aus genannten Griinden fiir sehr wahrscheinlich (llla et al., 1991; Barzilai et al., 2007;
Stuhlmdiiller et al., 2013). Die genaue Ursache fiir eine Polymyositis nach Infektion mit Viren
beziehnungsweise der Zusammenhang zwischen einer Infektion und dem Auftreten einer PM
ist jedoch noch nicht geklart. In diesem Zusammenhang ist erwdhnenswert, dass unter
anderem auch Retroviren (HIV, Humanes T-lymphotropes Virus, Simian Betaretrovirus Serotyp

1) als Ausloser einer PM in Frage kommen (Dalakas, 1991; Illa et al., 1991, Saito et al., 2002).

5.8 Pathogenetische Uberlegung einer durch humane endogene Retroviren

induzierten Myositis als Modell einer Polymyositis

Neben exogenen Retroviren gibt es auch sogenannte endogene Retroviren, die mit einer
Vielzahl humaner Krankheiten, wie Diabetes mellitus, Rheumatoider Arthritis oder Multipler
Sklerose, in Verbindung gebracht werden (Balada et al., 2010; Tugnet et al., 2013; Emmer et
al., 2014). Ahnlich wie exogene Retroviren kénnen endogene Retroviren iiber env-Abschnitte
fur Hallproteine kodieren (Weiss, 1996). Es scheint denkbar zu sein, dass derartige
Hillproteine analog zum gp120 superantigene Eigenschaften aufweisen. Die Auslésung einer
Myositis durch gp120 in der vorliegenden Arbeit konnte prinzipiell eine Entsprechung bei den
endogenen Retroviren haben. Dies setzt voraus, dass endogene Retroviren in einem Organ wie
dem Muskel unter bestimmten Umstanden abgelesen werden. Eine solche Aktivierung kann im
Sinne einer Transaktivierung durch externe Viren erfolgen (Barzilai et al., 2007). Superantigene
als Bestandteile von transaktivierten HERV, bieten eine mogliche Erklarung fir die
Polymyositis. Die vorliegende Arbeit kénnte somit ein erstes Modell fiir die Superantigen-

Hypothese darstellen.
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Bei dieser Annahme wiirde also ein im menschlichen Genom integriertes Retrovirus ein
Hillprotein mit superantigenen Eigenschaften kodieren (Meylan et al., 2005; Nellaker et al.,
2006). Nach Transaktivierung, etwa nach viralem Infekt z.B. mit EBV, wiirde dieses HERV-
Superantigen als koérpereigener Bestandteil (ber MHC-I CD8'-Lymphozyten présentiert
werden. CD8"Zellen, die das Superantigen im Kontext mit MHC-I auf der Oberfliche von
Myozyten erkennen, konnten in Muskelzellen invadieren. Wird das Superantigen sezerniert,
kann es eine Vielzahl an T-Zellen rekrutieren und eine massive Inflammation auslésen. Diese
Hypothese ist daher besonders interessant, da es die Assoziation von externen viralen
Infektionen, der Abwesenheit von viraler RNA im Muskel und die Zerstérung von MHC-I-
exprimierenden Zellen durch zytotoxische T-Zellen vereint. Somit umfasst die Retrovirus-
Superantigen-Hypothese eventuell viel umfangreicher das gesamte Spektrum autoimmuner
Myositiden als es bisherige Ansatze vermochten. Fiir den Phdnotyp der Myositis kdnnten dabei
Unterschiede der Eigenschaften von Superantigenen eine Rolle spielen. So gibt es reine T-Zell-
Superantigene wie etwa Staphylokokken Enterotoxin A oder reine B-Zell-Superantigene
(Staphylokokken Protein A) oder auch Superantigene mit T- und B-Zell-superstimulatorischen

Eigenschaften wie das in der vorliegenden Arbeit eingesetzte gp120.
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Abb.26: Schematische Darstellung der Retrovirus-Superantigen-Hypothese der Polymyositis.
Das durch ein Humanes endogenes Retrovirus kodierte Superantigen kénnte nach
Transaktivierung durch ein externes Virus sezerniert und Bestandteile (ber MHC-I
prdsentiert werden. Zytotoxische T-Zellen greifen daraufhin die MHC-I-Antigen-
Komplex exprimierende Muskelzelle an. Das endogene Superantigen kdnnte
zusdtzlich zu einer starken Entziindung mit Aktivierung von CD4-positiven Zellen durch
Zytokinsekretion beitragen. Eine CD3-Depression nach Superantigenkontakt ist
denkbar. (APC: Antigen prdsentierende Zelle, CD: Cluster of Differentiation, DNA:
Desoxyribonukleinséiure, env: envelope, Gag: Gen fiir Gruppenspezifische Antigene,
LTR: long terminal repeat, MHC: Major Histocompatibility Complex, Pol: Gen fiir
Polymerasen, TCR: T-Zell-Rezeptor).
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5.9 Ausblick

Die Arbeit mit dem Superantigen gp120 ldsst folgende Fragen aufkommen, die Inhalt von

zuklnftigen Studien sein kénnten:

1. Wieist der Zytokin-Verlauf bei der gp120-induzierten Myositis?

2. Wie ist der Zytokin-Verlauf bei der Polymyositis? Gibt es Parallelen zu
Superantigen-Reaktionen?

3. Wie reagieren B-Zellen auf das Superantigen gp120?

4. Die Daten der vorliegenden Arbeit legen nahe, dass gp120 nicht als reines B-Zell-
Superantigen aufzufassen ist. Vielmehr liegt neben einer eventuell auch
vorhandenen B-Zellstimulation eine erhebliche T-Zellstimulation vor. Diese ist, wie
bei T-Zell-Superantigenen bereits bekannt, mit einer verminderten Expression von
CD3 auf den beteiligten T-Lymphozyten verbunden. Ist die Wirkung von gp120 auf
B- und T-Zellen in anderen Organen dhnlich?

5. Wie verhalten sich die T- und B-Zellen im zeitlichen Verlauf bei persistierenden
gp120 Vorkommen?

6. Wenn ein T-Zell Superantigen an der Pathogenese der Polymyositis beteiligt ware,
sollte sich eine verminderte Expression von CD3 relativ zu CD4 beziehungsweise
CD8 im Rundzellinfiltrat nachweisen lassen. Umgekehrt ware ein solcher Befund
als starker Hinweis fiir die Beteiligung eines Superantigens aufzufassen. Wie ist der
CD3 Anteil bei Polymyositispatienten im Vergleich zu den CD4- und CD8-positiven
Zellen?

7. Bei der Annahme einer Mpyositis-Auslosung durch Hillproteine humaner
endogener Retroviren liegt es nahe, derartige Hillproteine einzusetzen, um eine
Myositis auszuldsen.

8. Eventuell konnten Antikérper gegen HERV-kodierte Hullproteine gewonnen
werden, um nach einer Beteiligung HERV-kodierter Hillproteine im Rahmen von
Myositiden beim Menschen zu fahnden.

9. Sollten sich Hinweise fiir eine solche Pathogenese finden lassen, kodnnten
entsprechende Antikdrper eventuell zu therapeutischen Zwecken eingesetzt

werden.
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6 Zusammenfassung

Die Gruppe der idiopathischen inflammatorischen Myositiden umfasst die Dermatomyositis,
die Polymyositis und die Einschlusskérperchenmyositis. Bislang sind Atiologie und Pathogenese
dieser Erkrankungen nicht bekannt. Tiermodelle konnten bisher keine zufriedenstellende,
diese Krankheiten im vollen Ausmal umfassende Erklarung bieten. Aktuell spiegelt das durch
die Arbeitsgruppe um Matsumoto entwickelte Modell einer Polymyositis durch Protein C
beziehungsweise durch Protein C-Fragmente am besten eine Autoimmunpathogenese wider.
Jedoch erklart das Modell die Assoziationen der Polymyositis mit anderen Phanomenen, wie
den Zusammenhang mit Infektionen, nur unzureichend. Bei den Myositiden spielt eine
immunogene Aktivierung eine entscheidende Rolle. In den letzten Jahren sind endogene
Retroviren und deren Hillproteine mit mutmallichen superantigenen Eigenschaften
zunehmend in den Fokus der Ursachenforschung von bislang ungeklarten Erkrankungen
gekommen. Solange derartige Superantigene nicht verfiigbar sind, kommen zur Untersuchung
einer Superantigen-Pathogenese lediglich kommerziell verfligbare Superantigene zum Einsatz.
Als solches ist in der vorliegenden Arbeit gp120 als virales Superantigen eingesetzt worden.

Gp120 wurde 13 Lewis-Ratten intramuskuldr injiziert. Acht Tiere erhielten eine
Losungsmittelinjektion (NaCl). Es wurde gezeigt, dass durch gp120 ohne weiteres Adjuvans
eine massive, endomysial gelegene Entziindung ausgeldst werden kann. Die Entziindung ist
von CD4- und CD8-positiven Zellen gepragt, welche vereinzelt in nicht-nekrotische
Muskelfasern invadieren. Der CD3-Oberflaichenmaker ist bei den Rundzellen im Vergleich zu
CD4 beziehungsweise CD8 unterexprimiert. Dieses Phdanomen stellt eine typische Reaktion auf
einen Superantigenstimulus dar, eventuell um den Organismus vor einer Uberstimulation zu
schitzen. Das Bild der durch gpl120 ausgel6sten Myositis dhnelt damit dem Bild einer
Polymyositis, wie es unter anderem auch gehauft bei HIV-Infektionen vorkommt. Das Modell
der Superantigensynthese durch humane endogene Retroviren stellt eine Moglichkeit dar,
sogenannte autoimmune Myositiden sinnvoll zu erklaren. Die humanen endogenen Retroviren
konnen durch eine Infektion (z.B. durch EBV) transaktiviert werden und daraufhin Hullproteine
mit Superantigeneigenschaften exprimieren. Superantigene stellen auf Grund ihrer Eigenschaft
als potente T-Zell-Stimulatoren einen moglichen Ausléser fir autoimmune Myositiden dar.
Dies konnte am Beispiel des gp120-Modells der Myositis in der vorliegenden Arbeit deutlich

gemacht werden.
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8

Thesen

Autoimmun bedingte Myositiden sind seltene entziindliche Muskelerkrankungen
(insbesondere Polymyositis, Dermatomyositis, Einschlusskérperchenmyositis). Die
Ursache der autoimmun bedingten Myositiden ist bisher unbekannt. Es existieren
bereits mehrere Tiermodelle fiir die experimentelle autoimmune Myositis (EAM).
Bislang sind z.B. Myosin und Protein C als Ausloser einer autoimmunen Myositis in
Betracht gezogen worden. Daneben wurde Uber die Rolle von Retroviren im
Rahmen der Pathogenese autoimmun bedingter Myositiden spekuliert.

In jlingster Zeit riicken zunehmend humane endogene Retroviren (HERV) im
Zusammenhang mit unterschiedlichen Autoimmunerkrankungen wie etwa
Multiple Sklerose oder Rheumatoide Arthitis in das Blickfeld. HERV kodieren tber
env-Segmente  fliir  Hullproteine. Solche Hillproteine  kdnnen  stark
immunstimulierende Eigenschaften besitzen und somit als Superantigene
fungieren. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob das
Hillprotein gp120 des HI-Virus eine Entziindung im Muskel induzieren kann.

Nach intramuskularer Injektion von 50 pl gp120 (0,5mg/ml) konnte im Unterschied
zur Injektion von 0,9% NaCl als Kontrolle im M. quadrizeps der Lewis-Ratte eine
muskulare Entziindung induziert werden. Die Inflammation wurde an Tag 1, Tag 3
sowie 10 Tagen nach Injektion bewertet. Die Entziindung wurde mit HE-Farbung
sowie immunhistochemisch mit Antikorpern gegen die Antigene CD3, CD4 und CD8
untersucht.

Das entziindliche Infiltrat war am 3. Tag nach gp120-Injektion maximal ausgepragt
und wies eine vorwiegend endomysiale Verteilung auf. Es fanden sich dabei etwas
mehr CD4*-Lymphozyten als CD8*-Lymphozyten. Unter anderem wurde dabei die
Invasion von CD4'- und CD8"-Zellen in nicht-nekrotische Muskelfasern
dokumentiert.

Der Charakter der durch gp120 ausgelosten Entziindung dhnelt am ehesten der
einer Polymyositis. Da gp120 ein virales Superantigen ist, liegt es nahe, dass virale
Superantigene bei der Entstehung einer Polymyositis beteiligt sein kénnten.

Bei autoimmunen Myositiden kommen als Quelle fiir Superantigene am ehesten
HERV in Betracht. Darliber hinaus kdnnten Superantigene bei viral oder bakteriell

bedingten Myositiden eine Rolle spielen.

66



Die vorliegende Untersuchung kann als Ausgangspunkt dienen, um die Rolle HERV-
kodierter Superantigene bei Polymyositis, Dermatomyositis und Einschluss-

korperchenmyositis zu untersuchen.
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