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1  Einleitung

1.1 Juvenile idiopathische Arthritis

Das kindliche Rheuma geht mit vielseitigen Erscheinungsbildern und Symptom-
komplexen einher, die sowohl zu kurz- als auch langfristigen Lebenseinschran-
kung fuhren kénnen [1]. Neben Schmerzen in den betroffenen Gelenken kann es
auch zu deutlicher Reduktion der Bewegungsfreiheit kommen. Dies kann die Le-
bensqualitéat der Kinder sehr beeintrachtigen. In Deutschland erkranken 750-900
Kinder pro Jahr an der Juvenilen idiopathischen Arthritis (JIA) [2]. Damit zahlt sie

zu den haufigsten chronischen Erkrankungen im Kindesalter [3].

1.1.1 Klassifikation der JIA

Nach der International League of Associations for Rheumatology (ILAR) stehen
unter dem Begriff der Juvenilen idiopathische Arthritis sieben Subtypen. Obwohl
sehr heterogene Krankheitsverlaufe die Regel sind, missen bestimmte Voraus-

setzungen erfullt sein, um die Diagnose der JIA zu stellen. Dazu zahlen

= der Beginn der Erkrankung vor dem 16. Lebensjahr,
= die Dauer der Beschwerden Uber sechs Wochen und

= die unklare Atiologie der Erkrankung [4].

Die Subtypen sind in Tabelle 1 dargestellt. Sie unterscheiden sich sowohl in der
Anzahl der betroffenen Gelenke und dem Antikorper Verhalten als auch in der
Beteiligung der Haut, Sehnen und Bindehaut. Insgesamt sind bei allen kindlichen
Rheumaformen, aul3er bei der Enthesitis-assoziierte Arthritis (EAA), Madchen
haufiger betroffen als Jungen. Das mittlere Alter des Erkrankungsbeginns liegt
bei sechs Jahren, wobei sich die Oligoarthritis (OA) schon mit durchschnittlich
vier Jahren manifestieren kann und die EAA und Rheumafaktor-positiven Poly-
arthritis (RF+ PA) erst mit durchschnittlich 11-12 Jahren [4].

Der mit Abstand haufigste Subtyp ist die Oligoarthritis mit einer relativen Haufig-

keit von 50-55 %. Typisch ist ein asymmetrischer Befall von maximal vier grof3en



Gelenken. Meist sind die Sprung- oder Kniegelenke betroffen. Eine haufige Kom-
plikation ist die Uveitis anterior, die bei jedem flnften Patienten auftritt. In bis zu
70 % der Falle konnen Antinukleare Antikdrper (ANA) im Blut nachgewiesen wer-
den. Man unterscheidet weiterhin die erweiterte von der persistierenden OA, wo-

bei die letztere von allen Subtypen die beste Prognose hat [4], [5].

Die zweithaufigsten kindlichen Rheumaformen sind die Rheumafaktor-negative
Polyarthritis (RF- PA) und Enthesitis-assoziierte Arthritis in 15-20 % beziehungs-
weise in 10-15 % der Falle. Klinische Kennzeichen der RF- PA sind ein symmet-
rischer Gelenkbefall von finf oder mehreren kleinen und gro3en Gelenken, und
bei der Halfte der Patienten werden ANA nachgewiesen. Die EAA ist assoziiert
mit der Insertionstendopathie und betrifft meist asymmetrisch die Gelenke der
unteren Extremitaten, wie zum Beispiel den Ansatz der Achillessehne oder der
Aponeurosis plantaris. 70 % der Patienten sind Humanes Leukozyten-Antigene
(HLA)-B27 positiv. Die Erkrankung ist oft remittierend und verlauft milde. In man-
chen Fallen kann es jedoch zu einem Progress der Beschwerden kommen und

zum klinischen Bild einer Spondylitis ankylosans (Morbus Bechterew) [1], [4].

Mit circa 5 % stehen die Psoriasisarthritis (PsA) und die Systemische Arthritis
(sJIA) hinsichtlich der Haufigkeit an dritter Stelle der sieben Subtypen. Die PsA
stellt eine nicht konkret definierte Entitat dar. Bei der gleichzeitigen Anwesenheit
einer Arthritis und einer Psoriasis oder psoriatischen Eigenschaften gibt es zwei
definierte Populationen: eine, die zu der EAA-Kategorie gehort und mit einer
Spondylarthropathie einhergeht, und die andere, die der ANA-positiven OA ah-
nelt, mit dem einzigen Unterschied, dass bei der PsA haufiger kleine Gelenke
betroffen sind [6], [7]. Typisch sind hierbei eine Daktylitis und der Befall der Finger
oder Zehen im Strahl [4]. Die sJIA, auch bekannt als Morbus Still, ist der verhee-
rendste Subtyp und zeigt einzigartige systemische Merkmale, darunter hohes,
wiederkehrendes Fieber, flichtiges Exanthem, Lymphadenopathie, Hepatosple-
nomegalie, Polyserositis und schwere Gelenkschmerzen. Die sJIA verlauft in

50 % der Falle chronisch progredient und ist haufig therapierefraktar [8].

Sehr selten und im klinischen Verlauf der rheumatoiden Arthritis (RA) der Er-

wachsenen sehr &hnlich ist die Rheumafaktor-positive Polyarthritis (RF+ PA) [4].



Tabelle 1: Subtypen der JIA

Oligoarthritis
= Arthritis in < 4 Gelenke in den ersten 6 Krankheitsmonaten
- Persistierende OA: Arthritis in < 4 Gelenke Uber den gesamten
Krankheitsverlauf
- Erweiterte OA: Arthritis > 4 Gelenk nach den ersten 6 Krankheitsmonaten
= Ausschlusskriterien a, b, c, d, e

Rheumafaktor-negative Polyarthritis
= Arthritis in 2 5 Gelenke in den ersten 6 Krankheitsmonaten
= Der RF-Test ist einmalig negativ
= Ausschlusskriterien a, b, c, d, e

Rheumafaktor-positive Polyarthritis
= Arthritis in 2 5 Gelenke in den ersten 6 Krankheitsmonaten
= Der RF-Test ist zweimalig positivim Abstand von 3 Monaten in den ersten
6 Krankheitsmonaten
= Ausschlusskriterien a, b, c, e

Psoriasisarthritis
= Arthritis und Psoriasis oder Arthritis und mindesten 2 der folgenden Beteiligungen
- Daktylitis
- Nagelbeteiligung: Nagellochfral3, Onycholyse
- Psoriasis bei einem Verwandten 1.Grades
= Ausschlusskriterien b, c, d, e

Enthesitis-assoziierte Arthritis
= Arthritis und Enthesitis oder Arthritis oder Enthesitis mit mindestens 2 der folgenden
Erkrankungen
- Sakroiliitis und/oder entziindlich lumbosakraler Schmerz
- HLA-B27 positiv
- Akute Uveitis anterior
- Arthritis erstmalig bei einem Jungen = 6. Lebensjahr
- Stattgehabte Spondylitis ankylosans, Enthesitis-assoziierte Arthritis,
Sakroiliitis bei chronisch-entziindlichen Darmerkrankung, Reiter-Syndrom
oder akute Uveitis anterior oder eine dieser Erkrankungen bei einem
Verwandten 1.Grades
= Ausschlusskriterien a, d, e

Systemische Arthritis
= Arthritis 2 1 Gelenk tber mindestens 2 Wochen mit Fieber und mindestens einem der
folgenden Begleiterscheinungen

- Exanthem
- Serositis
- Lymphknotenvergrof3erungen
- Hepato- und/oder Splenomegalie

= Ausschlusskriterien a, b, c, d

Nicht klassifizierte Arthritis
= Arthritis, die keine oder = 2 der oben genannten Kriterien erftllt
Ausschlusskriterien: a: Psoriasis, stattgehabte Psoriasis oder Psoriasis bei Verwandten 1. Gra-

des; b: HLA-B27 positive Arthritis bei einem Jungen = 6. Lebensjahr; c: Spondylitis ankylosans,
Enthesitis-assoziierte Arthritis, Sakroiliitis bei chronisch-entziindlichen Darmerkrankung, Reiter-



Syndrom oder akute Uveitis anterior oder eine dieser Erkrankungen bei einem Verwandten 1.Gra-
des; d: RF-Test ist mindestens zweimal im Abstand von 3 Monaten positiv; e: Aktuelle Diagnose
einer systemischen JIA. Modifiziert nach der ILAR Klassifikation [9].

1.1.2 Pathogenese und -physiologie

Die Pathogenese der JIA ist zum aktuellen Zeitpunkt nicht abschlieRend geklart.
Man geht von einem multifaktoriellen Geschehen aus, wobei genetische und um-
weltbedingte Faktoren das Auftreten und den Verlauf der Erkrankung zu bedin-
gen scheinen [10]. Die Ergebnisse der Studie Thompson et al. unterstiitzen die
Hypothese, dass bestimmte Genpolymorphismen, inklusive mindestens einer
HLA-Region, die Pradisposition fur JIA beeinflussen [1], [11]. Zum Beispiel sind
die Gene CTLA4 und PTPN22 mit der JIA stark assoziiert. Auch bei anderen
Autoimmunerkrankungen, wie Hashimoto Thyreoiditis, Diabetes mellitus Typ |
und Zoliakie, kbnnen diese Gene nachgewiesen werden [12]. Die einzelnen Sub-
typen der JIA haben heterogene, immungenetische Hintergriinde. Es gibt jedoch
auch Patienten, die keines der assoziierten Gene tragen. Das Risiko fur Fami-
lienangehorige, ebenfalls an Rheuma zu erkranken, ist deutlich geringer als bei
einer Erkrankung mit einem autosomal-rezessiven Erbgang, jedoch haben die
Eltern ein 20-fach und die Geschwister ein 30-fach erhdhtes Risiko, an einer RA

beziehungsweise JIA zu erkranken [10].

Es wird angenommen, dass die autoreaktive Immunantwort bei der JIA initial von
einem Autoantikdrpern oder Autoantigen getriggert wird, das primar das zellula-
ren Immunsystems aktiviert [13]. Studien zeigen, dass sich aktivierte Gedachtnis-
T-Zellen in der Synovia von entziindlichen Gelenken um antigenprasentierende
dendritische Zellen bindeln [14]-[16]. Jedoch nimmt nach dieser ersten Immun-
reaktion fast das ganze Immunsystem an der darauf folgenden Immunantwort
teil. Es kommt nachweislich zu einer Neovaskularisation der Synovia [17], [18]
und zu einer verstarkten Migration von Entztindungszellen in das Gewebe. Elek-
tronenmikroskopisch kdnnen Lymphozyten, Makrophagen und proliferierte Fib-
roblasten sowie Makrophagen-ahnliche Synoviozyten nachgewiesen werden
[19], [20]. Die verschiedenen T-Zell Populationen, wie Thl, Th2, Th17 und Regu-

latorische T-Zellen (Treg), spielen eine ausschlaggebende Rolle in der Pathophy-



siologie. Anzeichen lassen vermuten, dass diese nicht mehr separat voneinan-
der, sondern als ein T-Zell-Verband gesehen werden sollten, der sich in einer
standig verandernden, dynamischen Balance befindet [13]. Es herrscht nicht nur
eine komplexe chemotaktische Kommunikation zwischen den T-Zellen [19], sie
kénnen auch, durch die sogenannte T-Zell Plastizitét, zu einer andern Population
konvertieren. In der Studie Nistala et al. [21] wird beispielsweise beschrieben,
dass Th17-Zellen aus den Gelenken von Kinder mit entztindlicher Arthritis in vitro
zu Th17/1-Zellen werden und dabei Eigenschaften von Thl-Zellen annehmen
[13]. Die Entziindungszellen sezernieren zahlreiche Zytokine, die in komplexen
Netzwerken interagieren und die auto- und parakrine Sekretion der Zellen regu-
lieren [16]. Ein weiterer Schritt der pathologischen Kaskade der JIA ist eine Dys-
balance in diesem Netzwerk auf Grund einer unphysiologischen Sekretion diver-
ser Zytokine. So hat sie durch eine hochregulierte Interleukin (IL)-17 Produktion
massivste Auswirkung auf das Gewebe, da der IL-17-Rezeptoren auf den Zellen
weit verbreitet ist. Es beeinflusst unter anderem die Stimulation von Makropha-
gen [22], die vermehrte Sekretion von IL-6 und IL-8 [23], die Hochregulation von
Matrix-Metalloprotease (MMP) und die Stimulation der Osteoklastogenese durch
Induktion des ,Receptor Activator of NF-kB“ (RANK)-Ligand [17], [24], [25]. IL-17
fordert ein proinflammatorisches Zytokin-Milieu in den Gelenken. Die aktivierten
Makrophagen sezernieren IL-1, Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) und IL-6. Da-
mit assoziiert ist die Runterregulation von Lymphozyten produzierten TNF-3 und
Interferon-y (IFN-y) [16], [26]. IL-1 und TNF-a stimulieren Fibroblasten, Chondro-
zyten und Osteoklasten, die gewebezerstérende MMP produzieren [17], [27].
Diese Prozesse fuhren einerseits durch die Aktivierung der MMP zu Knorpel-
schadigung und anderseits Uber die Osteoklastenstimulation zu Knochenerosion
[28]. In Abbildung 1 ist der Pathomechanismen der Gelenkentziindung bei JIA

schematisch dargestelit.

Abschliel3end ist wichtig, dass nicht bei allen Subtypen der JIA der Nachweis von
Autoantikorpern oder die Assoziationen mit bestimmten HLA-Allelen gelingt und
daher unter anderem die systemische JIA nicht als Autoimmunkrankheit, sondern
als autoinflammatorische Erkrankung mit einer erhdhten Aktivitat des angebore-

nen Immunsystems beschrieben wird [13].
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Abbildung 1: Pathomechanismen der Gelenkentziindung bei JIA

Durch Autoantigene werden Entziindungszellen (u. a. Makrophagen, Fibroblasten) und T-Zellen
stimuliert, letztere bilden eine Art Verband. Sie sezernieren zahlreiche proinflammatorische Zyto-
kine, durch die Osteoklasten und Chondrozyten stimuliert werden. Durch die erhéhte Produktion
von Matrix-Metalloprotease (MMP) kommt es zur Knorpelerosion. Die Osteoklasten verursachen
eine Knochenerosion und es kommt zu einer Gelenkentziindung. Modifiziert nach [28].

1.1.3 Diagnostisches Vorgehen

Die JIA ist eine klinische Diagnose. Es gibt keine pathognomonischen Labormar-
ker und mogliche Hinweise auf eine JIA kénnen bei erkrankten Kindern auch
normwertig sein. Jedoch helfen die Blutuntersuchungen, um Differentialdiagno-
sen auszuschliel3en. Die Bildgebung spielt einerseits eine Rolle zur Ausschluss-
diagnostik und anderseits, um das Entziindungsausmal? zu beurteilen. Auf Grund
der haufigen Assoziation mit einer Uveitis anterior gehort die regelmafige Vor-
stellung beim Augenarzt mit zur Standarddiagnostik. Vor allem, wenn es sich um
eine systemische JIA handelt, sollte eine individuelle, organspezifische Diagnos-
tik erfolgen [4], [29]. Zusammengefasst sind die wichtigsten Punkte bei dem Ver-

dacht auf eine JIA folgende:

» Eine ausfuhrliche Anamnese mit der Befragung der Familien-, Auslands-
und Traumaanamnese.

» Eine grundliche klinische Untersuchung inklusive Erhebung des Gelenk-
status. Ein arthritisches Gelenk ist an den funf kardinalen Entzindungs-
zeichen nach Celsus und Galen zu erkennen: Dolor (dt. Schmerz), rubor
(dt. R6tung), calor (dt. Uberwarmung), tumor (dt. Schwellung) und functio

laesa (dt. Funktionseinschrankung) [30].



» Labordiagnostik

- Blutbild inklusive Differentialblutbild

- Entzindungsparameter: C-reaktives Protein (CrP), Blutsenkungs-
geschwindigkeit (BSG)

- Klinische Chemie: Kreatinin, Alanin-Aminotransferase (ALAT), As-
partat-Aminotransferase (ASAT), Harnsaure, Creatinkinase (CK),
Lactatdehydrogenase (LDH), Ferritin

- Immunglobuline (lg): 1gG, IgM, IgA

- Autoantikdrper: ANA, RF, ENA (extrahierbare nukledre Antigene),
CCP (Cyklische citrullinierte Peptid)-Ak

- Antigen: HLA-B27

- Infektionsserologie: Borrelien-, FSME-, Streptokokken-, Parvovirus
B19-, Salmonellen- und Yersinien-Antikdrper und Immunglobuline,
Tuberkulosetest

» Bildgebende Diagnostik

- Arthrosonographie

- Ggf. Rontgen der Gelenke

- Ggf. Magnetresonanztomografie (MRT) der Gelenke

» Regelmafige augenarztliche Kontrollen bei einer erhdhten Gefahr an ei-

ner Uveitis anterior zu erkranken.

Das Blutbild kann dahingehend Hinweise auf ein entziindliches Geschehen im
Kdrper geben, wenn eine Leuko- oder Thrombozytose gemessen wird. Die Ent-
ztndungswerte im Blut kénnen, missen bei Kindern mit JIA jedoch nicht erhéht
sein - ebenso die Komplementfaktoren. Leber- und Nierenwerte sind in Hinsicht
auf eine mogliche Therapie mit NSAR, MTX oder TNF-a-Inhibitoren zu bestim-
men. Zur immunologischen Diagnostik gehort die quantitative Messung von ANA,
ENA, RF, CCP-Ak und HLA-B27. Um von einer ANA Positivitat zu sprechen,
muss der Titer bei zwei Messungen = 1:160 sein. Bei immunologischen Test ha-
ben 80 % der Kinder mit OA, 30-40 % der Kinder mit PA und 15-20 % der Kinder
mit PsA und einem positiven ANA ein erhdhtes Risiko, an einer Uveitis anterior

zu erkranken. ENA sind ein Hinweis fir eine Kollagenose. Der Rheumafaktor ist



positiv nach zwei positiven Messungen in einem zeitlichen Abstand von drei Mo-
naten innerhalb der ersten sechs Erkrankungsmonate. CCP-Ak kommen im Ver-
gleich zu den erwachsenen Patienten mit Rheumatoider Arthritis seltener vor
[29]. HLA-B27 ist hauptsachlich assoziiert mit EAA.

Zu den wichtigsten Differentialdiagnosen zahlen die Coxitis fugax, septische und
reaktive Arthritis, Osteomyelitis, Kollagenosen, Vaskulitiden, Malignome und

Traumata.

1.1.4 Therapiekonzept

Ziel der Therapie der JIA ist es, Langzeitschaden wie Bewegungseinschrankun-
gen und Wachstumsstérungen, die durch die Gelenkdestruktion oder -kontraktion
entstehen, zu verhindern. Die rasche Behebung der Schmerzen ist ebenso rele-
vantes Therapieziel. Voraussetzung dafur ist die rechtszeitige Diagnose der JIA
[30]. Zwar gibt es, je nach JIA Subtyp, Unterschiede bei der medikamentdsen
Therapie, allen gemein ist jedoch die Mitbetreuung durch Physio- und Ergothera-
peuten, Thermotherapie, Lymphdrainage und psychologische und soziale Inter-
ventionen [4], [30]. Eine grobe Ubersicht des Therapiekonzepts der JIA ist in Ab-

bildung 2 zu sehen.
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Abbildung 2: Therapiekonzept der JIA
Nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR), Glucocorticoide (GC), Methotrexat (MTX), TNF-a-Inhibi-
toren (Etanercept, Adalimumab), Biologika (u. a. TNF-a-Inhibitoren, IL-1-Inhibitoren, IL-6-Rezep-

tor-Inhibitor). Modifiziert nach [30].

Als Mittel der Wahl kommen zu Beginn der Erkrankung nichtsteroidale Antirheu-
matika (NSAR) zum Einsatz. Uber die Hemmung der Cyclooxygenase wirken sie
antiphlogistisch und analgetisch. Eine Wirksamkeit ist unter anderem fur Napro-
xen, Diclofenac, Ibuprofen und Indometacin nachgewiesen. Haufigste Nebenwir-
kung sind gastrointestinale Beschwerden. Bei hoher Krankheitsaktivitat und nicht
zuletzt zur Uberbriickung des verzégerten Wirkeintrittes der Basistherapie wer-
den Glucocorticoide (GC), sowohl intraartikular als auch systemisch, verwendet.
Sie zeichnen sich durch ihren raschen Wirkeintritt aus. Triamcinolonhexacetonid
ist fir die intraartikulare Injektion empfohlen. Es zeigt ein sehr gutes Outcome
bezlglich der lokalen Entziindungsaktivitat und Schmerzen [30], [31]. Uner-
winschte Arzneimittelwirkungen sind vor allem kosmetischer Art in Folge lokaler

Fettgewebsnekrosen. latrogene Gelenkinfektionen sind sehr selten [30].

Fur die systemische Applikation von GC gibt es derzeit nur Empfehlungen fur die
Behandlung der JIA, jedoch keine Therapieleitlinie. So ist die Dauer und die Do-
sierung der GC Therapie eine individuelle Entscheidung des behandelnden Arz-
tes. Neben den oben genannten Griinden stellen vor allem die sJIA und Organ-



manifestationen der JIA eine Indikation zur systemischen GC-Gabe dar. Das Ne-
benwirkungsprofil korreliert mit Dauer und Dosierung der Therapie. Gefiirchtet
sind unter anderem das iatrogene Cushing-Syndrom, Wachstumsstillstand, In-
fektanfalligkeit und Osteoporose [30], [32].

Obwohl kein genauer Zeitpunkt Gber den Beginn mit Basistherapeutika (engl.
disease modifying anti-rheumatic drugs, DMARDSs) besteht, sollte nach ausblei-
bender klinischer Remission unter der Therapie mit einem ausreichend dosierten
NSAR Uber 6-8 Wochen und/oder einer intraartikularen Therapie mit GC der Ein-
satz von DMARDs diskutiert werden [33]. Der ,first choice second-line agent” der
JIA ist Methotrexat (MTX). Jedes zweite Kind mit JIA wird inzwischen hiermit be-
handelt [4]. MTX inhibiert als Folsaureantagonist die DNA-Synthese, sodass ein
antiproliferativer Effekt auf die an der Entziindung beteiligten Zellen vermutet wird
[33], [34]. Bei leichten Nebenwirkungen wird der Einsatz von Folsdure empfohlen.
Die Kombination von MTX mit NASAR oder GC ist moglich. MTX kann oral oder
parenteral verabreicht werden [30]. Manche Patienten zeigen trotz Dosissteige-
rung kein adaquates Ansprechen auf MTX. Hier kommen nicht-biologische und
biologische DMARDSs zum Einsatz. Sie greifen auf unterschiedliche Art relativ ge-
zielt in den rheumatischen Entziindungsprozess ein [4]. In Studien wird ein posi-
tiver Effekt auf die Reduktion der Krankheitsaktivitat von TNF-a-Inhibitoren wie
Etanercept und Adalimumab, vor allem bei Oligo- und Polyarthritis, beschrieben.
TNF-a-Inhibitoren sind monoklonale anti-TNF Antikorper, die TNF und Lympho-
toxin-a effektiv binden und ihre Entziindungsaktivitat dadurch inhibieren [35]—
[37]. Fur Interleukin-Inhibitoren wie Anakinra und Canakinumab (IL-1-Inhibitoren)
und Tocilizumab (IL-6-Rezeptor-Inhibitor) ist die Wirksamkeit bei systemischer
JIA und zum Teil auch bei Polyarthritis nachgewiesen. Der Einsatz von dem A-
batacept (Kostimulationsantagonist) kann bei Versagen der Therapie mit MTX
und TNF-a-Inhibitoren bei einer PA erwogen werden. Abatacept ist ein l0sliches
Fusionsprotein, das durch Bindung an CD80 und CD86 die T-Zell-Aktivierung
hemmt [30], [37]. Zu den nicht-biologischen DMARDs gehotren unter anderem
Leflunomid, Sulfasalazin und Azathioprin. Ihre Verwendung ist in den letzten Jah-

ren deutlich zuriickgegangen. Bei allen Biologika sind die Langzeitrisiken bei Kin-
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dern und Jugendlichen noch nicht abschlie3end bewertbar. Ultima Ratio bei the-
rapieresistenten Verlaufen ist in Einzelfallen eine offene oder arthroskopische

Synovialektomie [30].

Dass die Therapie der JIA im Wandel ist, zeigen die Daten der Kinder-Kerndoku-
mentation von 2000 bis 2012 (Abbildung 3). Vor allem der Einsatz von NSAR
aber auch der von GC ist deutlich rucklaufig. DMARDs hingegen nehmen zu,
wobei MTX und biologische DMARDSs deutlich haufiger verwendet werden als
nicht-biologische DMARDs [37].

Andere nicht-

biologische DMARDs ‘

GC, systemisch

DMARDs - JBiologische DMARDs F

= . " —

0% 20% 40% 60% . 0% 20% 40%

2012 2008 2004 . 2000

Abbildung 3: Medikamentdse Behandlung der JIA-Patienten im Wandel

Biologische DMARDs: TNF-a-Inhibitoren (Etanercept, Adalimumab), IL-1-Inhibitoren (Anakinra,
Canakinumab) und IL-6-Inhibitor (Tocilizumab). Andere, nicht-biologische DMARDs: Leflunomid,
Sulfasalazin und Azathioprin. Modifiziert nach Minden et al. [4].

1.1.5 Krankheitsaktivitat und -remission

Zur objektiven Beurteilung der Krankheitsaktivitat und -remission existieren ver-
schiedene Bewertungskriterien. Um die Krankheitsaktivitat der JIA zu beschrei-
ben, sind folgende Scores bekannt: ACR Pedi (American College of Rheumato-
logy Pediatric) Score 30, 50 und 70, JADAS (Juvenile Arthritis Disease Activity
Score), DAS28 (Disease Activity Score in 28 joints) und CDAI (Clinical Disease
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Activity Index). Der JADAS hat sich als ein valides Instrument fiir die Einschét-
zung der Krankheitsaktivitat der JIA erwiesen und findet Verwendung im Klinik-
alltag und in Studien. Er basiert auf einer einfachen arithmetischen Summe von

vier klinischen Messungen:

= Arztlicher Einschatzung der Krankheitsaktivitat mittels der Visuelle Ana-
logskala (VAS; 0 [keine Aktivitat] - 10 [maximale Aktivitat])

» Einschatzung des Wohlbefindens durch den Patient oder die Eltern mittels
VAS (0 [sehr gut] - 10 [sehr schlecht])

» Anzahl der akut entziindlichen Gelenke

» Ergebnis der Blutsenkungsgeschwindigkeit

In der Studie Consolaro et al. wurde unter anderem die Bestimmung von Cutoff-
Werte im JADAS untersucht, die eine Remission und eine minimale Krankheits-
aktivitat darstellen. Fur die Klassifikation einer inaktiven Erkrankung lag der JA-
DAS bei 1. Der Cutoff-Wert fir eine minimale Krankheitsaktivitat bei Oligoarthritis
lag bei 2 und fur Polyarthritis bei 3,8 [38]. Bei der Definition der Remission nach
Wallace wird unterschieden zwischen der inaktiven Erkrankung unter Medika-
menten flir sechs Monate und der inaktiven Erkrankung ohne Medikamente fur
zwolf Monate [39].

1.2 Das Immunsystem

Der Korper ist ununterbrochen mit pathogenen Antigenen aus der Umwelt kon-
frontiert. Anatomische und physikalische Hirden, wie die intakte Haut, mukozili-
are Clearance und der niedriger pH-Wert im Magen, stellen die erste wichtige
Barriere gegen Krankheitserreger dar [40]. Werden diese durchbrochen setzt
sich ihnen das Immunsystem zur Wehr und bildet im besten Fall eine langanhal-
tende Immunitat gegeniiber dem Erreger. Eine grobe Ubersicht der Zusammen-

setzung des Immunsystems ist in Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 2: Schematische Ubersicht des menschlichen Inmunsystems
Unspezifisches Immunsystem Spezifisches Immunsystem

= Makrophagen
Zellulares = Natdrliche Killerzellen = B-Zellen
Immunsystem = Dendritische Zellen = T-Zellen
= Mastzellen

Humorales =  Komplement-System

. . = Immunglobuline
Immunsystem = C-reaktives Protein 9

Modifiziert nach [40].

Man unterscheidet die unspezifische von der spezifischen Immunantwort. Beide
setzten sich aus einer zellularen und humoralen Komponente zusammen. Das
unspezifische Immunsystem ist fr eine rasche Immunabwehr verantwortlich.
Das spezifische Immunsystem hingegen ist lernfahig und bildet spezifische Anti-
korper gegen die Erreger, wodurch sie bei erneuter Infektion gezielt erkannt und
eliminiert werden kénnen [41]. Das ist auch der Mechanismus, von dem Impfun-
gen Gebrauch machen. Hier wird der Kérper je nach Impfstoff entweder mit atte-
nuierten Erregern, wie bei Lebendimpfstoffen, oder mit toten Erregern oder Erre-
gerpartikeln, wie bei Totimpfstoffen, konfrontiert. Ziel beider Impfstoffe ist es,
dass das Immunsystem spezifische Antikbrper gegen den Krankheitserreger bil-
det.

1.2.1 Unspezifisches Immunsystem

Das unspezifische oder angeborene Immunsystem ist 500-700 Millionen Jahre
alter als das spezifische Immunsystem [41], [42]. Es reagiert extrem schnell, in-
nerhalb weniger Minuten, auf eine Erregerexposition mit einer Entztindungsreak-
tion. Es spielt weiterhin eine zentrale Rolle in der Aktivierung der darauffolgenden
spezifischen Immunreaktion [40]. Das unspezifische Immunsystem besitzt ein
begrenztes Repertoire an Rezeptoren, die sogenannten pattern recognition re-
ceptors (PRRs), um eindringende Pathogene zu erkennen. Die Informationen der
Rezeptoren sind in der Keimbahn verschlisselt [42]. Zu ihnen gehért unter ande-
rem der toll-like receptor (TLR) [43]. Die fehlende Vielfalt der Rezeptoren wird
dadurch kompensiert, dass sie Komponenten erkennen, die von grof3en Gruppen

von Mikroorganismen exprimiert werden, den sogenannten pathogen-associated
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molecular patterns (PAMPSs). Eine weitere Strategie ist, damage-associated
molecular patterns (DAMPSs) zu erkennen, die metabolische Komponenten einer
Entziindung darstellen. Hierzu z&hlen unter anderem Harnsaure und Hitze-
schockproteine. Zu dem zellularen Abwehrmechanismus gehdren unter anderem
neutrophile und eosinophile Granulozyten, natirliche Killerzellen (NK-Zellen),
Makrophagen und Monozyten, deren Aufgabe es ist, Pathogene oder infizierte
Zellen durch Phagozytose zu eliminieren [40], [41]. Dendritische Zellen hingegen
sind antigenprésentierende Zellen und bilden eine Briicke zwischen dem unspe-

zifischen und spezifischen Immunsystem [41], [44].

Chemokine, Zytokine, Defensine und das Komplementsystem zahlen zu dem hu-
moralen Abwehrmechanismus des unspezifischen Immunsystems. Die Plasma-
proteine zirkulieren im Kérper und sind sowohl in die Detektion von Mikroben als
auch in die Potenzierung einer Entziindungsreaktion involviert. Wird das Kom-
plementsystem aktiviert, |6st das eine Kaskade aus, die zu einer Eliminierung des

Erregers durch Opsonisierung und Phagozytose fuhrt.

Der klassische Aktivierungsweg wird hauptsachlich durch Antigen-Antikorper-
Komplexe, Bakterien und deren Produkte, apoptotische Zellen und nekrotisches
Gewebe aktiviert. C1q ist das Erkennungsmolekil, das zur Aktivierung von C2
und C4 fuhrt. Der Lektinweg hingegen wird von komplexen Kohlenhydratstruktu-
ren bakterientypischer Zucker aktiviert. Hierbei bildet das mannosebindende Lek-
tin (MBL) mit der Serinprotease MASP-2 (engl. mannan associated serine pro-
tease-2) einen Komplex, der durch den Kontakt mit den Kohlenhydratstrukturen
ebenfalls zur Aktivierung von C2 und C4 fuhrt. Der Lektinweg ist von grol3er Be-
deutung, wenn das angeborene Immunsystem eingeschrankt ist, wie zum Bei-
spiel bei Patienten unter Immunsuppression. Durch die Aktivierung von C2 und
C4 entsteht die C3-Konvertase. Der Alternative Aktivierungsweg beginnt erst bei
C3. Aktuell werden zwei mogliche Pathomechanismen diskutiert: Hydrolysiertes
C3 bildet mit Faktor B und D eine C3-Konvertase [45] oder bestimmte Pathogene
beziehungsweise apoptotische und nekrotische Zellen reagieren direkt mit Pro-
perdin, Faktor P, das als direkte Andockstelle fur hydrolysiertes C3 dient und die

C3-Konvertase bildet [46]. In der gemeinsamen Endstrecke aktiviert die C3-
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Konvertase die C5-Konvertase, die den Membranangriffskomplex (engl. memb-
rane attack complex, MAC) aus C5b-9 bildet.

Weitere wichtige Plasmaproteine, die bei der Entzindungsreaktion eine Rolle
spielen, sind zum Beispiel das C-reaktive Protein (CrP), Lipopolysaccharid-bin-
dendes Protein oder Serum Amyloid P [40], [41].

1.2.2 Spezifisches Immunsystem

Nur Wirbeltiere besitzen ein spezifisches Immunsystem, das auch adaptives oder
erworbenes Immunsystem genannt wird [47], [48]. Im Vergleich zum angebore-
nen Immunsystem werden unzahlige individuelle Immunrezeptoren durch Re-
kombination und Divergenz verschiedener Gensegmente gebildet. Weiterhin ba-
siert es auf klonaler Expansion von Zellen, die einen spezifischen Rezeptor ge-
gen verschiedene Pathogen tragen. Daraus resultiert ein individuell einzigartiges
Rezeptorrepertoire [42], [47]. Nach dem initialen Kontakt mit einem Antigen ex-
primieren die Immunzellen einen spezifischen Immunrezeptor und persistieren
lebenslang im menschlichen Kdrper. So stellen sie rasche Immunreaktion bei ei-
ner Reexposition sicher [49]. Auf humoraler Ebene werden unter anderem von
den T-Lymphozyten IFN-y und eine Vielzahl von Interleukinen sowie von den B-
Lymphozyten Antigen-spezifische Antikdrper, die sogenannten Immunglobuline,
gebildet. Letztere bilden entweder einen Teil des B-Zell-Rezeptors oder werden

sezerniert und zirkulieren frei im Korper [50].

1.2.2.1 Zellulare Immunantwort

Die zellularen Vertreter des spezifischen Immunsystems sind die T-Lymphozyten
und die Antikdrper-produzierenden B-Lymphozyten. Lymphozyten sind sehr mo-
bil. Nachdem sie aus pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen entstanden
waren, entwickeln sie sich in den primér lymphatischen Organen, dem Knochen-
mark und im Falle der T-Zellen auch im Thymus, weiter und migrieren dann in
die sekundar lymphatischen Organe wie Milz, Lymphknoten und Lymphfollikel
[49].

15



B-Zellen passieren im Knochenmark verschiedene Entwicklungsstufen, in denen
sie ihre Antigenspezifitat erlangen. Als unreife B-Zellen verlassen sie das Kno-
chenmark und beenden die Entwicklung zum reifen oder naiven B-Lymphozyten
in den sekundar lymphatischen Organen. Bis zu dieser Stufe verlauft die Entwick-
lung ohne jeglichen Kontakt zu exogenen Antigenen [49], [51]. Die zweite Phase
der B-Zell Entwicklung wird mit dem Zusammentreffen eines Antigen initiiert. Ab-
hangig von verschiedenen Einflussfaktoren und Zytokine wird aus der naiven B-
Zelle entweder eine B-Gedéachtniszelle, die in der Zukunft bei erneutem Kontakt
mit dem Antigen wieder aktiviert wird, oder eine Plasmazelle, die eine grolRe
Menge an spezifischen Antikérpern, Immunglobulinen, produziert [49], [52]. Die
Strukturen und Funktionen der Immunglobuline werden in Kapitel 1.2.2.4 einge-
hender erlautert.

Unreife T-Vorlauferzellen entstehen im Knochenmark und migrieren tber das
Blut in die Thymusrinde. Sie bilden einen Pra-T-Zell-Rezeptor (engl. t-cell recep-
tor, TCR) aus und werden als doppelt-negativ bezeichnet, da sie CD4-CD8-
(engl. cluster of Differentiation, CD) sind [53], [54]. Diese sogenannten Thymozy-
ten proliferieren und der TCR wird komplettiert und funktionsfahig. Sie erlangen
eine doppelte-Positivitdt durch Expression der Cofaktoren CD4+CD8+. Nun tre-
ten sie in Kontakt mit den Thymusepithelzellen, die Haupthistokompatibilitats-
komplex (engl. major histocompatibility complex, MHC)-Molekiile der Klasse |
und Il auf ihrer Zelloberflache tragen. Das Schicksal der doppelt-positiven Thy-
mozyten hangt von dem Signal ab, das von der Interaktion zwischen MHC und
TCR vermittelt wird [53], [55]. Ist das Signal zu stark oder zu schwach, fuhrt das
zu einer Apoptose des jeweiligen T-Lymphozyten. Ist das Signal angemessen,
reift der T-Lymphozyt weiter. Dieser Mechanismus wird als positive Selektion be-
zeichnet. In der corticomedullaren Ubergangszone und im Thymusmark prasen-
tieren insbesondere Dendritische Zellen den Thymozyten kérpereigene Antigene.
Bindet ein T-Lymphozyt an eines dieser kdrpereigenen MHC-Molekile, kénnte
das uiber den Thymus hinaus eine Autoimmunreaktion hervorrufen. Signale einer
Bindung zwischen TCR und korpereigenem MHC-Molekul fiihren daher rasch

durch Apoptose zum Zelltod. Dieser Mechanismus nennt man negative Selek-
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tion. Thymozyten, deren TCR MHC-I-Molekile binden, werden zu CD8+ T-Zel-
len, wohingegen Thymozyten, die MHC-II-Molektle binden, zu CD4+ T-Zellen
werden. Sie sind nun jeweils einfach-positiv (CD4-CD8+ oder CD4+CD8-) und
migrieren in die sekundar lymphatischen Organe [53], [56].

CD4+ T-Zellen bilden die grof3te Gruppe der T-Zellen im Kérper und werden auch
als T-Helferzellen (Tw Zellen) bezeichnet. Sie kdnnen in verschiedene Lympho-
zytentypen unterteilt werden: Tul, Tu2, Thl7 und CD4+ Treg. Jede zeichnet sich
durch eine individuelle Effektorfunktion und ein spezifisches Zytokinprofil aus
[53], [57], [68]. Hauptfunktionen sind neben der Sekretion verschiedenster Inter-
leukine, IFN-y, TNF-a und TGF-, die Aktivierung, Suppression oder Inhibierung
anderer T-Lymphozyten und die Induktion von Antikdrperklassenwechsel [57]-
[62]. Eine Ubersicht der Typen der T-Lymphozyten ist in Tabelle 3 abgebildet.

Der meist beschriebene Typ der CD8+ T-Zellen sind die zytotoxischen T-Zellen
(Tc), auch als T-Killerzellen bezeichnet. Sie erkennen infizierte oder Tumorzellen
und induzieren deren Zelltod durch Apoptose. Des Weiteren scheinen sie eine
Rolle in der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen und Allergien zu spielen
[59], [63], [64].
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Tabelle 3: Typen der T-Lymphozyten
Typ Funktion

= Sekretion von IFN-y, IL-2 und TNF-a
= Aktivierung von CD8* T-Zellen

Thl = Induktion von Antikérperklassenwechsel und dadurch indi-
rekte Aktivierung des Komplementsystems
= Sekretion von IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 und IL-25
= Unterstlitzung der antikdrperabhangigen zellulare Zytotoxizi-
Tw2 tat
CD4+ = Induktion von Antikérperklassenwechsel zu IgG1 und IgE
= Assoziation mit allergischer Reaktion
= Suppression von Thl und Tul7
Tul7 = Sekretion von IL-17, IL-21, IL-22 und IFN- y

=  Suppression von Treg
= Sekretion von IL-10 und TGF-B
CD4+ Treg = Inhibierung von Th Zellen, CD8* T-Zellen und dem unspezifi-
schen Immunsystem
= Sekretion von IFN-y, TNF-q, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, IL-
17, IL-21, Granzyme und Perforin

Te = Zytotoxizitdt gegen Tumorzellen und intrazellulare Pathogene
CD8+ = Propagation von Autoimmunitat und Allergien
= Sekretion von IL-10, TGF-f, Granzyme und Perforin
CD8+ Treg = Inhibierung von Tw Zellen und der Immunantwort gegenuber

einer Infektion

Modifiziert nach [59].

1.2.2.2 IFN-y

In dieser Arbeit wird die Antigen-spezifische T-Zell-Antwort Uber die IFN-y-Pro-
duktion gemessen, daher wird auf dieses Zytokin im Folgenden naher eingegan-

gen.

IFN-y ist der einzige Vertreter der Typ Il Interferone. Es ist strukturell nicht ver-
wandt mit den Typ | IFN, bindet an andere Rezeptoren und ist durch einen eige-
nen Genlokus verschlisselt. IFN-y wird von CD4+ T-Helferzellen Typ 1 und 17,
CD8+ zytotoxischen T-Zellen und natirlichen Killerzellen produziert. Teil aktuel-
ler Forschung ist, ob auch Makrophagen, antigenprasentierende Zellen oder B-
Zellen IFN-y produzieren konnen [65]-[67]. Makrophagen, die durch IFN-y stimu-
liert werden, I6sen direkt antimikrobielle und -tumorale Mechanismen aus und
regulieren die Signalwegen der Antigenprasentation und -prozessierung hoch.
Des Weiteren zieht IFN-y Leukozyten an und steuert deren Reifung und Differen-
zierung [66], [68]-[70]. Zusatzlich verstarkt es die NK-Zell-Aktivitdt und reguliert
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die B-Zell-Funktion hinsichtlich der Produktion von Immunglobulinen und Antikor-
perklassenwechsel hoch [66], [71], [72].

1.2.2.3 T-Zell Subpopulationen

Sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zellen differenzieren sich anhand ihrer Anti-
generfahrung in T-Zell Subpopulationen, die durch spezifische Funktionen und
individuelle Oberflachenmarke-Kombinationen charakterisiert sind. Appay et al.
legten folgenden linearen Differenzierungspfad nach der T-Zell-Antigenerfahrung
vor: Naive-T-Zellen — Gedachtnis-T-Zellen — Effektor-T-Zellen — TEMRA [73].
Naive-T-Zellen sind ruhende T-Zellen, die keinen Antigenkontakt haben, bis sie
den Thymus verlassen. Ihr Phanotyp ist durch die Expression der Oberflachen-
marker CD45RA und CD28, das fur die Kostimulation der T-Zell-Aktivierung wich-
tig ist, bestimmt [74]. CDA45 ist ein Leukozyten-Oberflachenmarker mit verschie-
denen Isoformen, der die Assoziation zum TCR beschreibt. CD45RA wird haupt-
sachlich von Naiven-T-Zellen exprimiert und hat eine geringe Assoziation zum
TCR, wohingegen CD45R0 eine starke Assoziation zum TCR hat und von Ge-
dachtnis-T-Zellen exprimiert wird [75].

Nach Aktivierung durch Antigenkontakt differenzieren die Naiven-T-Zellen entwe-
der zu Effektor-Gedachtnis-T-Zellen oder zu Zentralen Gedéachtnis-T-Zellen. Sie
bleiben auch wahrend einem Mangel an Antigenstimulation prasent und haben
die Eigenschaft, nach erneutem Antigenkontakt sehr schnell zu expandieren. Sie
haben ein gréReres Zytokinprofil als Naive-T-Zellen und helfen den B-Zellen ef-

fektiver beim Antikorperklassenwechsel [74].

Effektor-T-Zellen sind aktivierte Zellen, die in der Lage sind, spezifische Funktio-
nen mit hoher Leistungsfahigkeit, jedoch ohne weiteres Differenzierungspoten-
zial, durchzufuihren [74]. Terminal differenzierte Effektor-Gedachtnis-T-Zellen mit

einer Re-Expression der CD45 Isoform RA sind sogenannte TEMRA.

1.2.2.4 Humorale Immunantwort

Humor heif3t in der lateinischen Sprache Flussigkeit. Die humorale Immunantwort
des spezifischen Immunsystems ist eine Form der Immunitét, die von in den Kor-

perflissigkeiten zirkulierenden Antikorpern (IgG, IgM, IgA, IgE und IgD) vermittelt
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wird [76]. Sie werden von Plasmazellen sezerniert und beteiligen sich durch fol-

gende Mechanismen an der Immunantwort:

= Aktivierung des klassischen Aktivierungsweg des Komplementsystems
aus [50], [77]

» Neutralisation von Pathogenen und Toxinen [78]

= Opsonierung von Pathogenen [79], [80]

= Vorbereitung der Immunzellen auf eine Immunantwort [50], [81]

Immunglobuline gehdren zu der namengebenden Immunglobulin-Superfamilie
[82], [83]. Sie setzten sich aus zwei leichten Ketten (engl. light chains, L) und
zwei schweren Ketten (engl. heavy chains, H) zusammen, wie in Abbildung 4
dargestellt ist. Jede Kette besitzt eine variable Doméne (V) mit NH2-Terminus
und eine oder mehrere konstante Domanen (C) mit COOH-Terminus. Sowohl die
leichten und schweren Ketten als auch die schweren Ketten untereinander sind
mit Disulfidbriicken verbunden. Jede V oder C Doméane besteht aus circa 110-
130 Aminosauren. Weiterhin unterteilt man die Immunglobuline in das antigen-
bindende Fragment (engl. antigen-binding fragment, Fab) und in das kristallisier-
bare Fragment (engl. crystallisable fragment, Fc). Ersteres bindet an das Antigen,

letzteres an die Oberflache der Lymphozyten [82], [84].

jﬁ G2 | C.3
Cul = | G
Fc

Fab

Abbildung 4: Zweidimensionales Modell eines Immunglobulin G

Das Molekiil setzt sich aus zwei leichten Ketten (engl. light chains, L) und zwei schweren Ketten
(engl. heavy chains, H) zusammen. Jede Kette besitzt eine variable Doméne (V) und eine oder
mehrere konstante Domé&nen (C). Sowohl die leichten und schweren Ketten, als auch die schwe-
ren Ketten sind untereinander mit Disulfidbricken verbunden. Weiterhin unterteilt man die Im-
munglobuline in das antigenbindende Fragment (engl. antigen-binding fragment, Fab) und in das
kristallisierbare Fragment (engl. crystallisable fragment, Fc), das sich an die Oberflache der Lym-
phozyten bindet. Modifiziert nach [82].
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Es existieren funf verschiedene Immunglobulinklassen: IgG, IgM, IgA, IgE und
IgD. Sie unterscheiden sich in der Anzahl ihrer Cx-Regionen. IgM wird als erster
der Isotypen, vor einem Antikdrperklassenwechsel, produziert; es erkennt und
eliminiert wirksam Pathogene in der ersten Phase der Immunabwehr [50], [85]-
[87]. Unter einer Antigenstimulation konvertieren B-Lymphozyten in Plasmazel-
len, die hoch-affine IgG, IgA, IgE und IgD produzieren. IgG ist der vorherrschende
Isotyp im menschlichen Korper und hat die langste Serum-Halbwertszeit. Es be-
steht aus weiteren vier Subtypen (IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4). Es ist als einziges
plazentagdngig um dem Fo6tus einen Teil der mutterlichen Immunitét zu verleihen
[50], [88]. IgA, auf der Schleimhautoberflache des Gastrointestinal-, Respirations-
und Urogenitaltraktes vertreten, spielt eine entscheidende Rolle bei der mukosa-
len Immunitat [50], [89].

Die Qualitat der humoralen Immunitat wird in dieser Arbeit tber die spezifische
IgG Antikorper Konzentration und Aviditat und die neutralisierenden Antikdrper
(engl. neutralizing antibodies, NABs) bestimmt. Die Affinitat bezeichnet eine ein-
fache bimolekulare Bindung zwischen dem Antikdrper und dem Antigen. Wenn
der Antikoérper Uber zwei oder mehrere Bindungsstellen zum Antigen verflgt, ver-
starkt das die Affinitat [90]. Die Aviditat stellt ein Mal3 fir die Bindungsfahigkeit
des Antikorpers an das Antigen dar und ist ein Indiz fur die Langzeit-Antikorper-
Reaktion. Die Aviditét reift durch klonale Selektion von B-Zellen, die durch soma-
tische Hypermutation Antikorper mit starkerer Affinitat zu dem Antigen produzie-
ren. Unter NABs versteht man Antikorper, deren wichtigste Funktion ist, die In-
fektiositat der Viren zu neutralisieren. Dabei binden sich Antikérper an die Ober-

flache der Viren und verhindern den Eintritt der Viren in die Wirtszelle [91], [92].

1.3 Der Frihsommer-Meningoenzephalitis-Virus

Der FSME-Virus kommt weltweit vor. Die Infektion kann mit schweren zentralner-
vosen Entziindungen einhergehen und letal verlaufen. Es existiert keine kausale
Therapie, daher ist die Pravention durch eine aktive Immunisierung umso bedeut-

samer.
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1.3.1 Die Gattung der Flaviviren

Die Gattung der Flaviviren zahlen wie die Pesti- und Hepaciviren zu der Familie
der Flaviviridae. Der namengebende Virus der Gattung der Flaviviren ist der
Gelbfieber-Virus (lat. flavus, gelb). Sie werden weiterhin zu den Arboviren ge-
zahlt, da sie durch Gliederfuler wie Stechmiicken oder Zecken Ubertragen wer-
den. Arbo steht als Akronym flr die englischen Worte arthropod-borne viruses
[93]. Flaviviren besitzen eine Virushille und enthalten eine einzelstrangige RNA
mit (+)-Polaritat des Genoms. Aktuell sind mehr als 70 Flaviviren bekannt, die
wiederum nach dem Ubertragungsweg in drei Gruppen eingeordnet werden:
durch Stechmucken-tUbertragende, durch Zecken-ubertragene und durch unbe-
kannte-Vektoren-tbertragende Gruppen [94], [95]. Alle fir Menschen pathoge-
nen Flaviviren werden von den ersten zwei genannten Gruppen tbertragen. Die
wichtigsten Enzephalitis Erreger stellen die Spezies der Japanischen-Enzephali-
tis-Viren (JEV), der West-Nil-Viren (WNV) und der FSME-Viren dar [93]. Weitere
bekannte Vertreter sind unter anderem die Spezies der Dengue-, Gelbfieber- und
Zika-Viren.

Diese Arbeit bespricht den FSME-Virus. Infektionen mit diesem Virus haben zwi-
schen 1990 und 2009 zu fast 170.000 Meldungen von klinischen Fallen in Europa
und Russland geflhrt, mit stetig steigender Tendenz. Aktuell sind drei Subtypen
in Europa bekannt: Far-eastern Subtype, Western European Subtype und Sibe-
rian Subtype [96]. Der Western European Subtype kommt in l&ndlichen und be-
waldeten Gebieten Zentral-, Ost- und Nordeuropas vor. Risikogebiete in
Deutschland sind Bayern, Baden-Wiurttemberg, Sidhessen und das stid-ostliche
Thidringen. Im Mai 2016 definierte das Robert-Koch-Institut 146 Landkreise in
Deutschland als FSME-Risikogebiete [97]. Der FSME-Virus wird hauptsachlich
Uber die Schildzecken, Ixodes species pluralis, auf den Menschen oder domesti-
zierte Tiere Ubertragen. Der Gemeine Holzbock, Ixodes ricinus, ist die verbrei-
tetste Zeckenart. Die Ubertragung auf domestizierte Tiere spielt eine entschei-
dende Rolle, da Menschen sich tber den Konsum von nicht pasteurisierter Milch
und daraus hergestellten Produkten, wie zum Beispiel Kase, anstecken kdnnen.
Im Juli 2008 haben sich sechs Menschen in einer Bergregion in Osterreich durch

unbehandelte Ziegenmilch infiziert, wie in der Studie Holzmann et al. beschrieben
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wird [98]. Des Weiteren fungieren die Tiere als Wirt flr grol3e Zeckenpopulatio-
nen [99].

1.3.2 Verlauf nach Infektion mit FSME-Viren

Die durchschnittliche Inkubationszeit zwischen dem Zeckenstich und Symptom-
beginn liegt bei 7 bis 14 Tagen. Bei einem Drittel der Patienten bleibt der Stich
unbemerkt [101]. Die Infektion verlauft typischerweise biphasisch, wobei initial
grippeéhnliche Symptome mit kurzen, hohen Fieberschiiben, Schwachegefihl,
Erbrechen, Kopf- und Gliederschmerz auftreten. Es folgt eine zwei bis zehntagige
asymptomatische Phase. Zwei Drittel der Patienten zeigen keine weiteren Symp-
tome, bei einem Drittel verbreitet sich der Virus im zentralen Nervensystem
(ZNS). Charakteristisch fur die zweite Phase ist plotzliche ZNS-Symptomatik mit
hohem Fieber [102]. Die ZNS-Infektion kann sich in den Meningen (Meningitis),
im Hirnparenchym (Enzephalitis), Ruckenmark (Myelitis) und Nervenwurzel (Ra-
dikulitis) manifestieren. Zu den zahlreichen Symptomen zéhlen unter anderem
Ubelkeit und Erbrechen, Photophobie, Hyperakusis, Paresen, Krampfanfalle, Hy-
perkinesie der Extremitaten und der Gesichtsmuskulatur bis hin zu Somnolenz
und Koma. Binnen einer Woche nach Symptombeginn kann der Tod eintreten
[102],[103].

Das Postenzephalitische Syndrom ist eine signifikant erhdhte Spatkomplikatio-
nen, das nach einer akuten FSME-Virus Infektion auftreten kann. Eine Reihe un-
spezifischer Symptome, wie zum Beispiel Kopfschmerzen, Reizbarkeit, ein be-
eintrachtigtes Lern- und Auffassungsvermégen, Koordinationsstérungen, Gehor-

verlust, Tremor und chronische Mudigkeit, werden beschrieben [103].

1.3.3 Diagnostik und Behandlungsmoéglichkeiten

Wenn die ZNS-Symptomatik sich klinisch zeigt, steht die Diagnostik im Vorder-
grund. Diese ist unkompliziert und es existieren klare Regeln der Vorgehens-
weise. Die FSME-RNA kann vor der Serokonversion in der ersten Krankheits-
phase durch eine Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)
aus dem Blut isoliert werden. FSME-spezifische IgM Antikérper und fir gewohn-
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lich auch schon FSME-spezifische IgG Antikérper sind in den Serumproben wah-
rend der zweiten Krankheitsphase nachweisbar. Der FSME-Virus kann ebenfalls
im Liquor nachgewiesen werden, es besteht jedoch das Risiko, falsch-positive
Ergebnisse zu messen auf Grund des unspezifischen Charakters der in dem En-
zymimmunoassay (engl. enzyme-linked Immunosorbent assay, ELISA) benutz-
ten Antikorper. Es kann hierbei zu Kreuzreaktionen der Molekile mit anderen
Flaviviren kommen. Daher ist ein FSME-Antikérper-Neutralisationstest empfoh-
len, um das Ergebnis zu bestéatigen [101], [103], [104].

Es existiert keine kurative Therapie fur die FSME-Virus Infektion. Zu den suppor-
tiven TherapiemalRnahmen zahlen die Gabe von Paracetamol, Aspirin und ande-
rer nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR). Sowohl der Einsatz von Kortikoste-
roiden als auch die Therapie mit Immunglobulinen ist umstritten. In Hinsicht auf
die progressive FSME-Virus Erkrankung werden in Studien zwei unterschiedliche
Kategorien beschrieben: eine ohne Anwesenheit von FSME-Viren, die auf eine
immunmodulatorische Therapie anspricht, und eine andere, bei der FSME-Viren
prasent sind und die fir eine antivirale Therapie sensibel ist [105]. Bei schwerer
ZNS-Manifestation ist das kontinuierliche Monitoring der Vitalparameter und die

Maoglichkeit zur sofortigen Intubation und Beatmung erforderlich [101]-[103].

1.3.4 Die FSME-Impfung

Auf Grund der Gefahr des dramatischen Verlaufes der FSME-Virus Erkrankung
empfiehlt die Standige Impfkommission (STIKO) eine Schutzimpfung fur Perso-
nen, die in FSME-Risikogebieten Zecken exponiert sind, des Weiteren fir Men-
schen, die auf Grund ihrer beruflichen Tatigkeit gefahrdet sind. Hierzu zahlen
unter anderem Forstarbeiter und Landwirte, aber auch exponiertes Laborperso-
nal. Es sollte auch bei Reisen in ein FSME-Risikogebiet auRerhalb von Deutsch-
land eine Schutzimmunisierung erfolgen [106]. Das Wissen um die typischen Le-
bensraume der Zecken z&hlt weiterhin zu den préaventiven Grundlagen. Lichte
Walder und hohe Graser oder Biische, wie sie auch in Garten und stadtischen
Parks vorkommen, sind der optimale Lebensraum fir Zecken. Schutzmalf3nah-

men kénnen durch das Tragen heller, geschlossener Kleidung und das Auftragen

24



von Insektenschutzmitteln vorgenommen werden. Die sofortige, fachgerechte

Entfernung der Zecke und die Desinfektion der Stichstelle sind angeraten [97].

Der FSME-Impfstoff ist ein Totimpfstoff mit inaktivierten FSME-Viren verschiede-
ner Stamme, je nach Hersteller. Es existieren aktuell zwei Hersteller: FSME-Im-
mun® von Baxter und Encepur® von Novartis. Wie in Tabelle 4 dargestellt ist,
sind bei beiden Herstellern nach dem Standardimpfschema drei Teilimpfungen
notwendig, um die primare Vakzinierung bzw. die FSME-Grundimmunisierung
und damit den vollen Impfschutz zu erhalten. Im Anschluss mussen regelméanig
Auffrischimpfungen erfolgen. Es gibt ebenfalls die Mdglichkeit einer Schnellim-
munisierung, bei der im Falle von FSME-Immun® nur zwei Impfungen innerhalb
von zwei Wochen notwendig sind [107], [108]. Es gibt von beiden Herstellern
spezielle Impfstoffe fur Kinder. Encepur® Kinder von Novartis enthélt 0,75 pg
statt 1,5 pg des inaktivierten FSME-Virus Stamm K23. Es kann ab dem ersten
bis zum vollendeten zwdélften Lebensjahr verordnet werden. In dem Impfstoff
FSME-Immun® Junior von Baxter sind 1,2 ug statt 2,4 ug des inaktivierten
FSME-Virus Stamm Neudorfl enthalten. Dieser Impfstoff ist vom 1.-16. Lebens-
jahr zugelassen. Das Impfschemata ist weitestgehend identisch zu dem der Er-
wachsenen [109], [110].

Tabelle 4. FSME-Impfschemata

FSME-Immun® Encepur®
Impfsc_hemata _der A= Standard Schnell  Standard Schnell
Grundimmunisierung
1. FSME-Teilimpfung 0. Tag 0. Tag
2. FSME-Teilimpfung 1.-3. Monat 14.Tag 1.-3.Monat 7.Tag
3. FSME-Teilimpfung 5.-12. Monat 9.-12. Monat 21. Tag
1. FSME-Auffrischimpfung - - 12.-18. Monat

3 Jahre (> 49 Jahre)

FSME-Auffrischimpfungen alle 3 Jahre 5 Jahre (< 49 Jahre)

Vergleich FSME-Immun® von der Firma Baxter und Encepur® von der Firma Novartis. Beide
Firmen empfehlen im Zuge des Standardimpfschemas die 2. FSME-Teilimpfung 1-3 Monate nach
der 1. FSME-Teilimpfung. Die 3. FSME-Teilimpfung wird von Baxter nach 5-12 Monate und von
Novartis 9-12 Monate nach der 1. FSME-Teilimpfung empfohlen. Baxter rat alle 3 Jahre eine
FSME-Auffrischimpfungen fiir alle Altersstufen an. Novartis dagegen réat allen Personen > 49 Jah-
ren alle 3 Jahre und Personen < 49 Jahren alle 5 Jahre eine FSME-Auffrischimpfungen an. Das
Schnellimpfschema bei Baxter sieht 2 FSME-Teilimpfungen am 0. und 14. Tag vor. Das von No-
vartis 3 am 0., 7. und 21. Tag und eine vorgezogene 1. FSME-Auffrischimpfung 12-18 Monate
nach der 1. FSME-Teilimpfung.
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Wie bei jeder Immunisierung gibt es auch bei der FSME-Impfung das Risiko von
Nebenwirkungen. Impfreaktionen wie lokale Rotung, Schmerzen und Schwellung
der Injektionsstelle, Ubelkeit sowie grippedhnliche Symptome mit Fieber, Kopf-
schmerzen, Myalgien und Arthralgien sind haufige Symptome, das heil3t in 1-
10 % der Falle. Seltener manifestieren sich Myalgien und Arthralgien im Nacken-
bereich und die mit meningitischen Beschwerden einhergehen kénnen. Eine ge-
furchtete Impfkomplikation ist die allergische Reaktion. Hierbei entwickelt der Pa-
tient zum Beispiel eine generalisierte Urtikaria, Schwellungen der Schleimhaute
und daraus resultierenden Stridor, Dyspnoe, Bronchospasmus und Hypotension.
In Einzelfallen beschreiben das Auftreten von Polyneuritis, Guillain-Barré-Syn-
drom oder Enzephalitis nach der FSME-Impfung. Hinsichtlich des Verursachens
oder Ausldsens eines akuten Schubes von Multipler Sklerose oder JIA existieren
derzeit zu wenige Daten. Ob eine FSME-Impfung einen Impfschaden verursa-
chen kann, wird diskutiert [107], [108], [111]. Bei jeder Impfung muss eine indivi-

duelle Nutzen-Risikoabwagung getroffen werden.

1.3.5 Uberprufung des Impferfolges nach FSME-Immunisierung

Obwohl die Impfung eine der effektivsten Wege ist sich vor eine Infektion zu
schitzen, bietet keine Immunisierung einen 100%igen Schutz. Es gibt immer wie-
der Falle von Impfversagen. Bei der FSME-Impfung wird von einer sehr hohen
Wirksamkeit mit = 95 % ausgegangen [112], [113]. Es existieren verschiedene
laborchemische Methoden um den Impferfolg nach einer FSME-Immunisierung
zu kontrollieren. Der mit Abstand am haufigsten verwendete Test ist jedoch der
ELISA, bei dem die FSME-spezifische Antikdrper Konzentration im Serum nach-
gewiesen wird. Diese Methode ist seit den 1970 er Jahren etabliert. [114]. Ein
weiteres ELISA Verfahren, dass immer mehr klinischen Nutzen findet, bestimmt
die Aviditdt der FSME-spezifische Antikérper und ist ein Mal3 fur die Langzeit-
Antikorper-Reaktion [115]. Die humorale Immunitat kann ebenfalls mit dem Neut-
ralisationstest bestimmt werden. Mit diesem Verfahren wird die Fahigkeit der spe-
zifische Antikorper zur Neutralisation der Infektiositat der Viren gemessen [92].
Zusatzlich kann die zellulare Reaktivitat gemessen werden. Dies hat zum aktuel-

len Zeitpunkt jedoch wenig klinische Relevanz. In dieser Studie wurden die drei
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oben aufgefiihrten Methoden zur Bestimmung der humoralen Immunitat ange-
wandt und zusatzlich die zellulare Immunitét durch einen IFN-y Secretion Assay

gemessen.

1.3.6 Immunreaktion auf die FSME-Impfung

Mehrere Studien belegen, dass die humorale Immunitat auf die FSME-Impfung
bei alteren Personen [93]-[95] und Patienten mit einem eingeschrankten Immun-
system, wie zum Beispiel durch therapeutische Immunsuppression [96] oder
nach Thymektomie [97], verandert ist. Die Arbeitsgruppe um Stiasny et al. zeigte,
dass die Aviditat und funktionelle Antikdrperaktivitat altersunabhangig sind, wo-
bei die Titer bei Alteren nach einer Impfung signifikant niedriger sind [93], [98]. In
der Studie von Prelog et al. zeigten thymektomierte Kinder nach der zweiten
FSME-Impfung signifikant niedrigere 1IgG Anti-kdrper Konzentrationen verglichen
mit den gesunden, gleichaltrigen Kontrollen, aber eine normale Immunantwort
nach der dritten Impfung [97]. Die zellulare Immunitat auf eine FSME-Impfung
hingegen ist besonders bei Patienten mit Arthritis autoimmunologischer Genese
durch die Immunsuppression beeintrachtigt. Bei Kindern mit JIA gibt es Hinweise
fur ein vorzeitig gealtertes Immunsystem [99], wodurch eine pathologische Im-
munantwort zusatzlich erklart wird. Die FSME-Impfung stellt nach dem Robert-
Koch-Institut aus Sicherheitsaspekten kein Problem dar, da es sich um einen To-
timpfstoff handelt. Der Impferfolg kann jedoch aus den oben genannten Griinden
nicht sicher vorhergesagt werden [100].

1.4 Rationale

Impfungen mit inaktivierten Impfstoffen, zu denen auch der FSME-Impfstoff zahlt,
sind bei Kindern mit JIA ausdriicklich auf Grund der zu erwartenden hdheren
Krankheitsschwere vieler impfpraventabler Erkrankungen durch die Immundys-
regulation durch die Erkrankung selbst und/oder durch die immunsuppressive/-
modulatorische Therapie empfohlen. Durch die immer besser werdenden Thera-
piemdglichkeiten, zunehmende Mobilitdt von Kindern mit JIA und dem erfreuli-

cherweise @hnlichem Reise- und Freizeitverhalten zu gesunden Kindern steigt
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auch fur JIA Patienten das Risiko, eine FSME Infektion zu erwerben. Die Wirk-
samkeit der FSME Impfung bei Kindern mit JIA wurde bisher nicht in prospektiven

Wirksamkeitsstudien untersucht.

Es gibt auch keine Untersuchungen beziglich der Korrelation der IgG-anti-
FSME-Konzentration und -Aviditat (synergistische Antikorperbindungsfahigkeit)
bei Kinder mit JIA, die vor, wahrend oder nach einer immunsuppressiven oder -
modulatorischen Therapie geimpft wurden. Es fehlen weiterhin Daten zu der Kor-
relation zwischen der humoralen Antikdrperantwort und zellularen Immunantwort
(FSME-spezifische T-Zellen) auf eine FSME-Impfung bei Kindern mit JIA, da ins-
besondere die zellulare Immunantwort auf neue Antigene durch die immunsupp-

ressive/-modulatorische Therapie beeintrachtigt ist.

Die allgemeine Hypothese dieser Studie ist, dass bei Kindern mit JIA eine Korre-
lation zwischen der IgG-anti-FSME-Konzentration und -Aviditat besteht, jedoch
nicht zwischen dem humoralen und zellularen Immunsystem, wie es bereits bei
anderen immunkomprimitierten padiatrischen Patienten gesehen wurde [116],
[117].

= Das primare Ziel ist, bei Kindern mit JIA, die vor, wahrend oder nach Be-
ginn der Erkrankung und vor, wahrend oder nach einer immunsuppressi-
ven und/oder -modulatorischen Therapie eine FSME-Grundimmunisie-
rung erhalten hatten, die Konzentration und Aviditat der FSME-spezifi-
schen IgG Antikérper zu messen und deren Korrelation zu berechnen.

» Das sekundare Ziel ist, die FSME-spezifische zellulare Reaktivitat auf
FSME-Impfantigen mittels IFN-y-Produktion der T-Zellen zu bestimmen
und die Korrelation mit der IgG-anti-FSME-Konzentration und -Aviditat zu
berechnen.

Korreliert die FSME-spezifische IgG Antikdrper Konzentration mit der FSME-spe-
zifischen IgG Antikérper Aviditat, kdnnte die Aviditat als Marker fir die Langzeit-

Antikorper-Immunitat des humoralen Immunsystems dienen.

Weiter gilt es zu prifen, ob die FSME-spezifische T-Zell-Antwort nach der FSME-

Grundimmunisierung bei Kindern mit JIA im Vergleich zu immunologisch gesun-
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den Kindern veréandert ist. Daraus kann man auf die Funktionstiichtigkeit des zel-
lularen Immunsystems schliel3en. Sollte es Abweichungen zwischen den Ergeb-
nissen geben, konnten eventuell modifizierte Impfempfehlungen (z. B. engere

Abstéande der Boosterimpfungen) fur Kinder mit JIA abgeleitet werden.
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2 Material und Methoden

Es handelt sich bei dieser Studie um eine nicht-interventionelle, retrospektive
Querschnittsstudie. Die Studie wurde nach den ethischen Richtlinien der medizi-
nischen Forschung am Menschen durchgefihrt, die der aktuellen Revision 2013
der Deklaration von Helsinki entspricht. Das Ethikvotum wurde von der Ethikkom-
mission der Universitat Wirzburg mit der Ethikvotum-Nummer 300/13 erteilt. Der
Projektteil zur allgemeinen Erhebung des Impfstatus und zur Bestimmung der
Virus-spezifischen Immunantworten wurden durch die Ethikvoten 243/11 bzw.
239/10 von der Ethikkommission der Universitat Wirzburg genehmigt.

2.1 Population

2.1.1 Patienten mit JIA

Die Rekrutierung der Patienten mit JIA erfolgte sowohl in dem Deutschen Zent-
rum fur Kinder- und Jugendrheumatologie (DZKJR) in Garmisch-Partenkirchen
als auch in der Universitats-Kinderklinik der Universitat Wirzburg. Der Rekrutie-
rungszeitraum erstreckte sich von Januar 2014 bis September 2015. Insgesamt
wurde eine Fallzahl von 100 JIA-Patienten erreicht.

2.1.2 Immunologisch gesunde Probanden

In der Abteilung fur Kinderchirurgie der Klinik und Poliklinik fur Allgemein- und
Viszeralchirurgie, Gefal3- und Kinderchirurgie der Universitatsklinik Wirzburg
fand die Rekrutierung der immunologisch gesunden Probanden statt. Der Rekru-
tierungszeitraum entspricht dem der Patienten mit JIA. Im Ganzen nahmen 47

immunologisch gesunde Kinder an der Untersuchung teil.

2.1.3 Ein-und Ausschlusskriterien

Die Entnahme der Blutprodukte aller Studienteilnehmer erfolgte im Rahmen einer
Routinelaborkontrolle. Das Volumen der Blutentnahme richtete sich nach dem

Korpergewicht der Patienten. Vorgesehen war folgende Staffelung: < 20 kg: 12
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ml, 20 - 30 kg: 18 ml, > 30 kg: 24 ml. Vor der Probenentnahme erfolgte die aus-
fuhrliche Aufklarung tber die Studie. Jeder Teilnehmer erhielt einen Fragebogen
bezuglich der Daten der FSME-Teilimpfungen und der aktuellen pharmakologi-

schen Therapie.

Folgende Bedingungen mussten zum Einschluss in die Studie vorliegen. Alle Kin-
der und Jugendlichen mussten zwischen dem 5. und 20. Lebensjahr sein. Der
Nachweis einer abgeschlossenen FSME-Grundimmunisierung mit drei Teilimp-
fungen im empfohlenen zeitlichen Abstand war vorzulegen. Die FSME-Impfung
durfte nicht studieninduziert sein, sondern musste im Vorfeld erfolgt sein. Eine
mindliche und schriftliche Einverstandniserklarung des Patienten oder gesunder
Probanden und bei Minderjahrigen deren Sorgeberechtigten musste nach einem
Aufklarungsgesprach Uber die Inhalte der Studie erfolgen. Jeder Studienteilneh-

mer bekam ein entsprechendes Informationsblatt ausgehandigt.

Zu den Ausschlusskriterien der Studie zahlten Begleiterkrankungen wie Malig-
nome, Syndrome und Immundefekte. Eine Schwangerschaft musste ausge-
schlossen sein. Der Erhalt von Blutprodukten wie Erythrozytenkonzentrate,
Thrombozytenkonzentrate, intravenése Immunglobuline und Plasmaprodukte in
den letzten drei Monaten fuhrte ebenfalls zum Ausschluss aus der Studie, da

diese zu Verfalschungen der serologischen Ergebnisse fuhren kénnen.

2.2 Material

Im folgenden Absatz werden von den verwendeten Materialen der Produktname,
die Chargen-Bezeichnung (Ch.-B.) beziehungsweise Katalognummer (Cat. no.),
der Hersteller und im Falle der Antikdrper die Farbe und der Klon aufgelistet.

2.2.1 Antikorper

Die in Tabelle 5 aufgefiuihrten Antikdrper wurden in der Studie verwendet.
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Tabelle 5: Verwendete Antikdrper

CD4
CD8
CD28

CD45R0O
CD69
CD69

IFN-y
Ki67

Farbe Klon Ch.-B.
Brilliant Violet

421 OKT4 B187127
APC-H7 SK1 6140812
Pe/Cy7 SP?8 Bigos7s
PerCP/Cy5.5 UCHL1 B193211
FITC FN50 B141183
APC FN50 B176306

Pe - 5170320253
APC - B183619

2.2.2 Chemikalien

Cat. no.
317434
560179
302926
304222
310904

310910

130-091-
653

350514

Die in Tabelle 6 aufgefiihrten Chemikalien wurden

Tabelle 6: Verwendete Chemikalien

Antigen

Feststoff

Fertiglo-

sung

Medium

Puffer

Stimulan-
zien

Produktname

FSME-Immun-Antigen (Ticovac like (4,8
pug/mi))
Ammoniumchlorid

Kaliumbicarbonat
Natriumazid
Trypanblau

Agua ad iniectabilia
Isotonische Kochsalzlésung
FicoLite-H (Human)

FKS (Fotales Kalberserum)
Penicillin Streptomycin
RPMI 1640

Bovines Serum Albumin (BSA)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Phosphate buffered saline (PBS)
Brefeldin A (BFA) in Ethanol
lonomycin

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) in
DMSO+RPMI

Phytohamagglutinin (PHA)
Concanavalin A (ConA)

2.2.3 Geratschaften

Ch.-B./

Hersteller
BioLegend, Kalifornien, USA

BD Biosciences, New Jersey, USA

BioLegend, Kalifornien, USA

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Glad-
bach, D

BioLegend, Kalifornien, USA

in der Studie verwendet.

Cat. no. Hersteller
39H013015 Si Aldrich C i
igma-Aldrich Corporation,
71K0121 Missouri, USA
106H2540
628 E. Merck, Darmstadt, D
114558061 g Braun Melsungen AG, Melsungen,
Fresenius Kabi AG,
14FA1014 Bad Homburg, D
151122P Linaris Blo_loglsche Produkte GmbH,
Dossenheim, D
Gibco, Life Technologies,
10270-106 Kalifornien, USA
A2213 Biochrom GmbH, Berlin, D
Sigma-Aldrich Corporation,
R8758 Missouri, USA
A2058-1G
D8418-50ML  sigma-Aldrich Corporation,
E-5134 Missouri, USA
P-9144
B6542-5MG
19657-1MG
Sigma-Aldrich Corporation,
P81391-1IMG Missouri, USA
11082132001
C5275

Die in Tabelle 7 aufgefiihrten Geratschaften wurden in der Studie verwendet.
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Tabelle 7: Verwendete Geratschaften

Eiswurfelbereiter
Flowzytometer
Inkubator

Kuhlschrank

Magnetic Cell Separation

(MACS)

Mikroskop

Zahlkammer

pH-Messgerat
Photometer

Pipetten

Pipettierhilfen

Sterilbank

Vortex
Waage

Wasserbad

Zentrifuge

2.2.4 Losungen

Ch.-B./

Produktname Hersteller
Cat. no.

AF 103 DL1157 Scotsman Ice, Mailand, |
FACSCanto Il - BD Biosciences, New Jersey, USA
B 5060 EK-CO2 19476 Heraeus Holding GmbH, Hanau, D
Liebeherr 4-8° C 1000831

i Liebherr-International AG, Bulle, CH
[_zlglzr}t:err Comfort A24153
Hera Freeze Thermo Fisher Scientific,
-80° C 1013508 Langenselbold, D
MiniMACS™ 130-042-
Separator 102 Miltenyi Biotec GmbH,
VarioMACS™ 130-090- Bergisch Gladbach, D
Separator 282
Wilovert 30 (5)(1510'306- Helmut Hund GmbH, Wetzlar, D
mitrjbauer-ZahIkam- ZK13 A. Hartenstein GmbH, Wiirzburg, D
pH Meter, pH 523 09070190 WTW, Weilheim, D
BioPhotometer 613100470 Eppendorf AG, Hamburg, D
Easypet 3033181
Research plus 10pl 4924997
Research plus 100ul 4930577 Eppendorf AG, Hamburg, D
Research plus 200ul 3790672
Research plus
10000l 4945287

INTEGRA Biosciences GmbH,
Integra PIPETBOY Biebertal, D
Multipipette Plus Eppendorf AG, Hamburg, D
. Flow Laboratories GmbH,
Gelaire BSBS 6A 11031 Meckenheim, D
RetschMixer A. Hartenstein GmbH, Wurzburg, D
Sartorius CP1245 Denver Instrument, New York, USA
GFL Typ 1003 10549679 Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Burg-
wedel, D

Rotanta/K 19477 Hettich GmbH, Tuttlingen, D
Universal 32R 1610 ' gen.

Die in Tabelle 8 aufgefiihrten Losungen wurden in der Studie verwendet.

Tabelle 8: Verwendete Lésungen

Einfriermedium

Erythrozyten-Lysepuf-

fer
FACS-Puffer
MACS-Puffer
Nahrmedium
PBS-Puffer
Waschpuffer

2.2.5 Testsysteme

Zusammensetzung

20 % FKS + 10 % DMSO in RPMI

8,26 g Ammoniumchlorid + 1 g Kaliumbicarbonat + 0,037 g EDTA in 1 | Aqua ad iniecta-
bilia

0,5 % BSA + 0,01 % Natriumazid in PBS

0,5 % BSA + 2 mM EDTA in PBS

1 % Penicillin Streptomycin + 10 % FKS in RPMI

1 Tbl in 500ml Agua ad iniectabilia

PBS/0,01 % Tween

Die in Tabelle 9 aufgefiihrten Testsysteme wurden in der Studie verwendet.
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Tabelle 9: Verwendete Testsysteme

Produktname

FSME Aviditats
ELISA

IFN-y ELISA

IFN-y Secretion
Assay

Anti-FSME-Viren-ELISA (IgG)

Human IFN-y, ELISA MAX™ Stand-
ard Set

Cytokine Secretion Assay, Cell En-
richment an Detection Kit (PE)

2.2.6 Verbrauchsmaterialen

Ch.-B./

Hersteller

Cat. no.
El 2661-9601

430102

130-054-201

EUROIMMUN AG, Lubeck, D

BioLegend, Kalifornien, USA
Miltenyi Biotec GmbH,

Bergisch Gladbach, D

Die in Tabelle 10 aufgeflhrten Verbrauchsmaterialen wurden in der Studie ver-

wendet.

Tabelle 10: Verwendete Gebrauchsmaterialien

Blutentnahme-
system

Einfrierrohrchen

Einmalpipette
Reaktionsgefale

FACS Tube

Zentrifugen-
réhrchen

Gefrierbehalter

Glaspipette

Handschuhe
MACS Separation Col-
umns

Pipettenspitze

Petrischale

2.3 Methoden

Produktname

S-Monovette, NH4-Hep.
S-Monovette, Serum-Gel
Kryoréhrchen

Serological Pipette 10 ml

SafeSeal 1,5 ml
SafeSeal 2ml

Round-Bottom Tubes 5ml

Cellstar, 15ml
Cellstar, 50ml
Cryo Freezing Container

Cellstar, 10ml
Peha Nitril Handschuhe
LS Columns

MS Columns

Biosphere Filter tips 10pl
Biosphere Filter tips 100pl
Biosphere Filter tips 1000

Cellstar, 24 Well Cell Culture Plate
Cellstar, Tissue Culture Dishes, PS,

60x15mm

Ch.-B./
Cat. no.
6033411

6033911
10018734

14080751

72.706
72.695

352008

188271
227261
51000001

607 180

130-042-
401
130-042-
201

70.760.210
70.760.212
70.760.211
662160

628160

Hersteller

Sarstedt AG & Co,
Numbrecht, D

VWR, Pennsylvania, USA
Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D
Sarstedt AG & Co,
Numbrecht, D

BD Biosciences, New Jersey,
USA

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D
Nalgene, New York, USA
Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D

P. Hartmann AG, Heiden-
heim, D

Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach, D

Sarstedt AG & Co,
Nimbrecht, D

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D

Nachstehend folgt eine Beschreibung der Experimente und Methoden, die im

Zuge der Studie Verwendung gefunden haben.
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2.3.1 Isolierung von Lymphozyten

Die mononukledren Zellen des peripheren Blutes (engl. peripheral blood mo-
nonuclear cells, PBMCs) werden aus heparinisierten Vollblut mittels Dichtegrad-
zentrifugation isoliert. Diese Technik nutzt die Zentrifugalkraft, um die Zellen ge-
malf ihres Sedimentationskoeffizienten zu trennen. Nach dem Gesetz von Stokes
ist die Rate der Partikelsedimentation direkt proportional zu ihrer Grof3e und
Dichte und relativ proportional zu der Dichte der Suspension, in der sie sich be-
finden [118]. Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer (Ficoll) dient bei der Isolie-
rung von PBMCs als Suspension. Da sowohl die Dichte als auch die GroRRe der
sich in Vollblut befinden Zellen sehr unterschiedlich ist, entstehen wahrend der
Zentrifugation verschiedene Schichten. Schwere Partikel wie Erythrozyten und
neutrophile Granulozyten erscheinen am Boden, wahrend mononukleare Zellen

eine schmale Schicht zwischen dem Ficoll und Plasma bilden [118].

In ein 50 ml Tube wurde 5 Ficoll vorgelegt und mit %5 Vollblut eines Studienteil-
nehmers vorsichtig und langsam uberschichtet, sodass sich so wenig wie mog-
lich vermischte. Hierauf wurde das Tube bei 1700 rpm 25 Minuten zentrifugiert.
Die Bremse der Zentrifuge wurde ausgestellt, sodass die Schichten beim Aus-
laufen der Zentrifuge getrennt blieben, siehe Abbildung 5. Der nun sichtbare Lym-
phozytenring wurde mittels Glaspipette geerntet und in einen neuen 50 ml Tube
pipettiert. Dieser wurde mit 0,9 % NaCl aufgefillt. Erneut wurde bei 1700 rpm fur
10 Minuten zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Uberstands wurde das Zell-
pellet mit 5 ml Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit
von 5 Minuten bei Raumtemperatur wurde die Zellsuspension mit 10 ml Nahrme-
dium aufgefiillt und bei 1500 rpm 5 Minuten zentrifugiert. Danach wurde der Uber-

stand abgesaugt und das Zellpellet mit 5 ml Nahrmedium resuspendiert.
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Zentrifugation

Plasma

Vollblut
PBMC

Ficoll

O
Ficoll
v Erythrozyten

Abbildung 5: Dichtegradzentrifugation

Darstellung des Tubes vor (links) und nach (rechts) der Zentrifugation. Modifiziert nach [6].

Um die Anzahl der Zellen im Nahrmedium zu bestimmen, wurden 10 pl Zellsus-
pension und 90 ul Trypanblau-Lésung in ein Reaktionsgefal® Gberfuhrt und ge-
mischt. Trypanblau ist ein Farbstoff, der auf die Zellvitalitat schliel3en lasst. Farbt
sich eine Zelle nach Zugabe des Farbstoffes blau, spricht das dafir, dass die
Zellmembran nicht intakt und die Zelle tot ist. Von dieser Suspension wurden 10
pl auf eine Zahlkammer pipettiert und die Anzahl der lebenden, nicht angefarbten

Zellen unter dem Lichtmikroskop ausgezahit.

2.3.2 Kryokonservierung von Lymphozyten

Da die Verarbeitung der Zellen zu einem spéteren Zeitpunkt stattfand, wurden
sie kryokonserviert aufbewahrt. Pro Einfrierrdhrchen wurde eine Zellzahl von
5x1076 Zellen pro Milliliter festgelegt. Das Tube wurde bei 1500 rpm 5 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und mit der errechneten Menge an Ein-
friermedium resuspendiert. Je 1 ml der Zellsuspension wurde zugig in ein Ein-
frierrohrchen pipettiert und flr 2 Tage bei -80°C in einer FrostyBox eingefroren.

Anschlie3end wurden die Réhrchen in flissigen Stickstoff Gberfihrt.

2.3.3 Serumisolierung

Die Quantitat und Qualitat der Antikdrper im Serum sind eine wichtige Aussage

Uber den Impfschutz. Um das Serum aus dem Vollblut zu trennen, wurden die
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mit Gerinnungsaktivatoren beschichteten Serum-Réhrchen bei 3000 rpm fur 5
Minuten zentrifugiert. Hierbei setzt sich der Blutkuchen als Sediment vom Serum
ab. Nach dem vorsichtigen Abpipettieren des Serums, wurde jeweils 1 ml davon
in ein Einfrierrdhrchen gefullt. Das Serum wurde bei -20°C gelagert und zu einem

spateren Zeitpunkt weiterverarbeitet.

2.3.4 Anti-FSME-Viren-ELISA

Zur Bestimmung der Konzentration der IgG-anti-FSME-Antikorper wurde ein
Anti-FSME-Viren-ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)
verwendet. Dieses quantitative Nachweisverfahren basiert auf einer Antigen-An-
tikbrper Reaktion. Ein Farbumschlag, der durch die Zugabe von einer Enzymkon-
jugat-Losung und einer Substrat-Losung erzielt wird, dient dazu, das Vorhanden-
sein und die Konzentration bestimmter Molekile/Antikdrper nachzuweisen. In
Abbildung 6 ist der Ablauf schematisch dargestellt [114], [119].

Zur Vorbereitung auf die Testdurchfiihrung wurden die Serumproben 1:101 mit
Probenpuffer verdinnt. Im ersten Schritt wurden je 100 pl von der Kalibrierungs-
l6sung, von den positiv und negativ Kontrollen und von den verdiinnten Seren in
die ReagenzgefalRe einer Mikrotiterplatte pipettiert, die mit FSME-Antigen be-
schichtet war. Die Inkubationszeit betrug 30 Minuten bei Raumtemperatur. In die-
ser Phase binden die spezifischen Antikdrper in den Seren an die auf der Mikro-
titerplatte fixierten Antigene. Im folgenden Waschschritt wurden die Reagenzge-
fale entleert und anschliel3end drei Mal gewaschen. Fir jeden Waschzyklus wur-
den die ReagenzgefalRe mit 300 pl Waschpuffer aufgefillt. Nach 30-60 Sekunden
Einwirkzeit wurden die Platten entleert und die Mikrotiterplatte mit der Offnung
nach unten kraftig auf saugfahigem Papier ausgeschlagen, sodass Waschpuffer-
reste maglichst vollstandig entfernt werden konnten. Im zweiten Schritt wurden
je 100 ul Enzymkonjugat-L6sung in jedes Reagenzgefald der Mikrotiterplatte pi-
pettiert und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden
die Reagenzgefalie entleert und erneut drei Waschzyklen wie oben beschrieben
durchgefthrt. Im dritten Schritt wurden je 100 pl Chromogen/Substrat-Losung in

alle Reagenzgefalie der Mikrotiterplatte pipettiert und 15 Minuten bei Raumtem-
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peratur inkubiert. Danach wurden 100 pl von der Stopplosung in die Reagenzge-
falle pipettiert, ohne sie vorher zu entleeren. Dabei war darauf zu achten, dass
die gleiche Reihenfolge und Geschwindigkeit wie bei der Zugabe der Chromo-
gen/Substrat-Losung eingehalten wurde. In den folgenden 30 Minuten erfolgte
die photometrische Messung bei einer Messwellenldnge von 450 nm und einer
Referenzwellenlange zwischen 620 nm und 650 nm. Kurz vor dem Messen wurde
die Mikrotiterplatte vorsichtig geschuttelt, damit sich die Farblésung homogen

verteilen konnte.

_7’
A B ~

1. Antigen-beschichtete 2. Hinzufiligen der Probe
Mikrotiterplatte

¥
: el F ooy 20 2o FLR

3.Waschzyklen 4. Hinzufiigen der 5. Hinzufligen des
Enzymkonjugat-Lésung Harnstoffes
\% V. :_ ‘:‘7 < 4. S ¥ P4 X P
i i §§ zﬁi V Tv s % *53(
6. Waschzyklen 7. Hinzufiigen der 8.Farbumschlag
Chromogen/Substrat-
Losung

Abbildung 6: Ablauf des Anti-FSME-Viren-ELISA

Auf die mit dem FSME-Antigen beschichtete Mikrotiterplatte wurde die Serumprobe pipetiert.
Nach den Waschzyklen wurden mit der Enzymkonjugat-L6sung die Antigen-Antikdrper-Komplexe
markiert. Im Falle des Aviditat-ELISAs folgte der 5. Schritt und Harnstofflosung wurde der Probe
hinzugefligt, um den Antigen-Antikorper-Komplexe zu strapazieren. Nach einem Waschzyklus
wurde die Chromogen/Substrat-Losung hinzugefiigt und auf den Farbumschlag gewartet.
Madifiziert nach [120].

Die Serum IgG-anti-FSME-Konzentration wurde in Vienna Units (VIEU) pro Milli-
liter angegeben. Werte = 165 VIEU/ml wurde als positiv definiert und Werte zwi-
schen 120 VIEU/ml und 165 VIEU/mI als grenzwertig. Negative Werte lagen bei
<120 VIEU/mI. Bedauerlicherweise brach die Messung bei 1000 VIEU/mI ab.
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2.3.5 Anti-FSME-Viren-ELISA zur Aviditatsbestimmung

Die Aviditat von Antikdrpern gegen FSME-Viren wurde durch einem Anti-FSME-
Viren-ELISA mit Aviditatsbestimmung ermittelt. Die Gleichgewichtskonstante ei-
ner reversiblen Bindung zwischen einem Antikdrper und dem Epitop eines Anti-
gens bezeichnet die Affinitat. Die Aviditat wiederum ist die Anzahl aller Bindun-
gen eines Antigen-Antikdrper-Komplexes, die je nach Anzahl der Bindungsstellen
eines Antigens und der Beschaffenheit der Antikbrper entsteht [121]. Der Ver-
suchsablauf ist ahnlich dem des Anti-FSME-Viren ELISA in Kapitel 2.3.4, jedoch
wird ein zusatzlicher Dissoziationsschritt hinzugefiigt, um die Bindungsfahigkeit
der Antigen-Antikorper-Komplexe zu bestimmen. Die Spaltung der Komplexe
wird durch eine Harnstofflosung provoziert, wie in Abbildung 6 im 5. Schritt abge-
bildet ist.

Vor der Probeninkubation wurden die Seren verdiinnt. Hierbei wurden Serumpro-
ben, die eine IgG-anti-FSME-Konzentration 1000 VIEU/mI aufwiesen, 2:402 und
Seren, die eine IgG-anti-FSME-Konzentration von < 1000 VIEU/m| aufwiesen,
3:303 mit Probenpuffer verdinnt. Im ersten Schritt wurden je 100 pl der verdinn-
ten Seren und der Kontrollen als Doppelwert in zwei parallele Mikrotiterstreifen
der Reagenzgefalde pipettiert und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach der Entleerung der Reagenzgefale folgte ein Waschzyklus. Hierzu wurden
jeweils 300 pl Waschpuffer in die einzelnen Reagenzgefalde pipettiert. Nach einer
Einwirkzeit von 30-60 Sekunden wurden die Reagenzgefal3e ausgeschittet. Mit
der Offnung nach unten erfolgte das kraftige Ausschlagen auf ein saugfahiges
Papier, damit die Waschpufferreste vollstandig entfernt werden konnten. Die In-
kubation des Harnstoffes fand im zweiten Schritt statt. Es wurden jeweils 200 pl
Harnstoffloésung in die ReagenzgefalRe des ersten Mikrotiterstreifens und in die
Reagenzgefale des zweiten Mikrotiterstreifens jeweils 200 pl PBS pipettiert.
Nach 10-minttiger Inkubationszeit bei Raumtemperatur erfolgte die Entleerung
der ReagenzgefalRe und das Waschen wie oben beschrieben, jedoch drei Mal.
Im dritten Schritt wurden jeweils 100 pl Enzymkonjugat-Lésung in der Reagenz-
gefalle pipettiert und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end

wurden die Reagenzgefal3e entleert und drei Waschzyklen, wie oben beschrie-
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ben, durchgefuhrt. Das Hinzufligen von jeweils 100 ul Chromogen/Substrat-L6-
sung in die Reagenzgefal3e erfolge im vierten Schritt. Die Inkubationszeit betrug
15 Minuten bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurden jeweils 100 pl Stoppl6-
sung in gleicher Reihenfolge und Geschwindigkeit wie die Chromogen/Substrat-
Losung in die Reagenzgefalie pipettiert. Die photometrische Messung erfolgte
innerhalb von 30 Minuten nach dem Stoppen bei einer Messwellenlange von 450
nm und einer Referenzwellenlange zwischen 620 nm und 650 nm. Die Mikrotiter-
platte wurde kurz vor dem Messen vorsichtig geschittelt, um eine gleichmaRige

Verteilung der Farblésung zu sichern.

Die Aviditat wurde mit dem relativen Aviditatsindex (RAI) in Prozent angegeben.
Dieser errechnete sich aus den Extinktionswerten der Proben mit und ohne Harn-
stoffbehandlung. Als hoch-avide Antikorper galten diejenigen mit einem RAI
> 60 %. Zwischen 40 % und 60 % lagen grenzwertig-avide Werte und niedrig-
avide Werte < 40 %. In der Studie von Kneitz et al. wurde diese Methode zur
Bestimmung der Aviditat Varizella-Zoster-spezifischer IgG Antikdrper verwendet
und zeigte vergleichbare Werte zu Standardmessmethoden [122].

2.3.6 IFN-y-ELISA

Bei diesem Testverfahren wurde das IFN-y im Uberstand der Zellkultur (Kapitel
2.3.8.1) ermittelt. Der Ablauf ist ahnlich mit dem in Kapitel 2.3.4 beschriebenen

ELISA, jedoch muss die Platte vorher beschichtet werden.

Am ersten Tag der Testdurchfuhrung erfolgte die Beschichtung der Mikrotiter-
platte mit dem IFN-y-Antikérper. Daflir wurde der Coating Buffer (dt. Beschich-
tungspuffer; 0,2M Carbonate-Bicarbonate buffer pH 9,2) mit 5ug/ml IFN-y-Anti-
korper (Klon: MD.1) gemischt und jeweils 50 ul der Losung in die Reagenzgefalle
der Mikrotiterplatte pipettiert. Die Inkubation erfolgte tGber Nacht bei 4°C. Hierbei
bindet der IFN-y-Antikdrper, der sogenannte Capture Antibody (dt. Fdnger-Anti-
kérper) an den Boden der Mikrotiterplatte. Am zweiten Tag erfolgten drei Wasch-
zyklen. Dabei wurden in die Reagenzgefale der Mikrotiterplatte entleert und in
jedes Reagenzgefald 100 ul Waschpuffer pipettiert. Die Platte wurde nach 30-60

Sekunden Einwirkzeit entleert und kraftig auf einem saugfahigen Papier ausge-
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schlagen. Um unspezifische Bindungen zu verhindern, wurden je 100 ul der Blo-
cking Solution (dt. Blockierende-Lésung; PBS/5 % milk) in die Reagenzgefalie
pipettiert und bei Raumtemperatur 30 Minuten inkubiert. Derweil wurden in einer
Verdunnungsreihe 8 rh-IFN-y (engl. recombinant human IFN-y) Standardkon-
zentrationen vorbereitet: 2500 pg/ml, 1250 pg/ml, 625 pg/ml, 312,5 pg/ml, 156,3
pg/ml, 78,1 pg/ml, 39,1 pg/ml und 0 pg/ml. Anschliellend wurde die Blocking So-
lution abgekippt und je 50 pl der verdinnten Standard- oder Probenldsungen in
die Reagenzgefalle pipettiert. Das in den Standard- und Probenlésungen enthal-
tene IFN-y bindet an den auf dem Boden der Mikrotiterplatte fixierten IFN-y-Anti-
korper. Nach zwei stlindiger Inkubation erfolgten drei Waschzyklen wie oben er-
lautert. Hierauf wurden 1 pg/ml Detection Antibody (dt. Detektions-Antikérper, Bi-
otin) mit PBS/BSA 2 % verdunnt und pro Reagenzgefald 50 ul von der Detection
Antibody-L6sung pipettiert. Wahrend der einen Stunde Inkubationszeit bindet der
Detection Antibody an das IFN-y. Anschlie3end erfolgten drei Waschzyklen, wie
oben beschrieben. Im nachsten Schritt wurde Avidin-HRP (engl. horseradish per-
oxidase) 1:1000 in PBS/BSA 2 % verdunnt und je 50 pl dieser Losung pro Rea-
genzgefall hinzugeflgt. Dies bewirkt eine Verstarkung schwacher Signale und
erhoht die Nachweisbarkeit des gezielten Molekuls [123]. Nach einer Stunde er-
folgte drei Waschzyklen, wie bereits erlautert, und pro Reagenzgefal® wurden 50
pl TMB (3,3',5,5-Tetramethylbenzidin)-Peroxidase-Losung pipettiert, das als
Chromogen dient. Nachdem ein Farbumschlag zu sehen war, wurden pro Rea-
genzgefall 50 ul Stopplésung in der gleichen Reihenfolge und Geschwindigkeit
wie die Zugabe der TMB-Peroxidase-Losung pipettiert. Die photometrische Mes-
sung erfolgte innerhalb von 30 Minuten bei einer Messwellenlange von 450 nm
und einer Referenzwellenlange von 620 nm. Um sicherzustellen, dass die Farb-
l6sung wahrend der Messung homogen verteilt ist, wurde die Mikrotiterplatte kurz

vor der Messung vorsichtig geschuttelt.
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Abbildung 7: Standardkurve des IFN-y-ELISAs

Die Standardkurve aus den Standardkonzentrationen der Verdinnungsreihe. Die X-Achse stellt
die IFN-y-Konzentrationen (pg/ml) und die Y-Achse den Absorptionsgrad (450 nm) dar.

Um die IFN-y-Konzentrationen in den Proben zu berechnen, wurde zunachst eine
Standardkurve (Abbildung 7) aus den Standardkonzentrationen der Verdun-
nungsreihe berechnet. Hierzu wurde ein Koordinatensystem erstellt. Mit dem Ab-
sorptionswerten der Proben konnten dann die unbekannten IFN-y-Konzentratio-

nen der Studienteilnehmer ermittelt werden.

2.3.7 FSME-Antikorper-Neutralisationstest

Der FSME-Antikdrper-Neutralisationstest dient der Bestimmung von neutralisie-
renden IgG Antikdrper im Serum. Wahrend einige antivirale Aktivitaten von Anti-
korpern auf infizierte Zellen zielen, scheint die wichtigste Funktion die Neutrali-
sation der Infektiositat der Viren zu sein. Dabei binden Antikdrper an die Oberfla-
che der Viren und verhindern dadurch den Eintritt der Viren in die Wirtszelle [91],
[92]. Neben dem Aviditat-ELISA gibt der Neutralisationstest eine Aussage Uber

die Qualitat und Funktionsttichtigkeit der Antikdrper an.

Der FSME-Antikorper-Neutralisationstest wurde mit Nierenzellen von Hamster-
sauglingen (ATCC BHK-21) durchgefuhrt. Nach zweifacher Verdiinnung wurden
die hitzeinaktivierten Serumproben in Doppelbestimmung mit 25 pfu (engl.
plaque forming units) FSME-Viren vom Stamm Neudo6rfl fir eine Stunde bei 37°C
inkubiert. Im Anschluss wurden die Hamsterzellen hinzugefliigt und die Inkubation
fur drei Tage fortgefiihrt. Danach wurde das Vorhandensein von Viren im Uber-

stand mittels ELISA-Verfahren ermittelt.
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Der FSME-Neutralisation-Titer (NT) wurde als Reziproke der verdinnten Serum-
proben definiert, die eine Reduktion von 90 % in der Absorption ergaben, das in
dem ELISA ermittelt und mit den Kontrollen ohne Antikérper verglichen wurde.
Ein NT Titer > 1:10 wurde als positiv gewertet [112].

2.3.8 Bestimmung FSME-spezifischer T-Zellen

Um die zellulare Immunantwort gegen FSME-Viren zu ermitteln, setzten wir eine
Zellkultur an, die mit FSME-Antigen stimuliert wurde. Zu jedem Patienten wurde
zeitgleich eine zweite Zellkultur als Positivkontrolle angesetzt, die mit Phytoham-
agglutinin (PHA) stimuliert wurde. PHA aktiviert T-Zellen, indem es an den T-Zell-
Rezeptor bindet und zu einer Stimulation der Zellteilung fuhrt [124], [125]. Die
IFN-y-Ausschuttung diente als Marker fur die Aktivierung der Zellen und wurde
durch einen IFN-y Secretion Assay, magnetische Zellseparation und Durch-

flusszytometrie ermittelt.

2.3.8.1 FSME-Antigen stimulierte Zellkultur

Vor dem Auftauen der kryokonservierten PBMCs wurden die Nahrmedien X-
VIVO und RPMI/FKS 5 % in einem Wasserbad auf 37°C erwarmt. In einen 15 ml
Falcon Tube wurden 5 ml warmes RPMI/FKS 5 % pipettiert und die ebenfalls im
Wasserbad rasch aufgetauten PBMCs ziigig hinzugeftigt. AnschlieBend wurde
das Tube bei 1500 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und
das Pellet mit 5 ml RPMI/FKS 5 % resuspendiert. Das Zahlen der lebenden Zellen
erfolgte mit der Trypanblau-Losung, wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben. Nach er-
neuter Zentrifugation bei 1500 rpm 5 Minuten und Absaugen des Uberstandes
wurde das Pellet mit einer individuellen Menge des Nahrmedium X-VIVO resus-
pendiert, sodass sich pro Milliliter 1*1076 Zellen befanden. Fur die FSME-Viren-
Stimulation, eine Positiv- und eine Negativkontrolle, wurde in drei Reagenzge-
falle einer 24-Mikrotiterplatte je 1 ml der Zellsuspension eines Studienteilneh-
mers pipettiert. Die Zellkultur wurde Gber Nacht im Inkubator bei 37°C und 5-7 %
CO2 kultiviert.

Am darauffolgenden Tag wurde lichtmikroskopisch kontrolliert, ob sich die Zellen

im Nahrmedium adaptiert hatten. Es erfolgte die Stimulation der Zellen. Das erste
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Reagenzgefal jedes Studienteilnehmers wurde mit 1 pg/ml PHA als Positivkon-
trolle, das zweite mit 1 pg/ml FSME-Antigen vorsichtig resuspendiert. Ein drittes
Reagenzgefald blieb unbehandelt als Negativkontrolle. Erneut wurden die Zellen
fur 20 Stunden in dem Inkubator bei 37°C und 5-7 % CO2 belassen.

2.3.8.2 IFN-y Secretion Assay

Bei diesem Verfahren werden FSME-spezifische Leukozyten markiert, isoliert
und analysiert. Der Ablauf ist schematisch in Abbildung 8 dargestellt. Die Stimu-
lation der in vitro-Zellkultur mit dem FSME-Antigen I6st unter anderem die Sek-
retion von IFN-y aus den FSME-spezifischen Lymphozyten aus. Der Catch Rea-
gent (dt. Fangende-Reagenz) ist ein Antikorper mit zweifacher Spezifitat und bin-
det nach dem Hinzufiigen in die Zellkultur sowohl an die Oberflache aller Leuko-
zyten als auch an IFN-y. Anschlie3end werden die Zellen mit einem weiteren IFN-
y-spezifischem Antikérper (engl. IFN-y Detection Antibody) markiert, der wiede-
rum mit PE (Phycoerythrin) konjugiert ist. PE ist ein Fluorochrom und sensitiver
Nachweis in der Durchflusszytometrie. Im letzten Schritt wird ein Anti-PE Antikor-
per dazugegeben, der mit magnetischen MicroBeads (dt. Mikroklgelchen) ver-
bunden ist. Dadurch kénnen die markierten Zellen in der magnetischen Zelltren-

nung isoliert und separat weiterverarbeitet werden [126].

| 4 2,
| 4 IFN-y Detection
1. Antibody (PE)
) | » IFN-y Catch

3

Reagent -
Anti-PE

IFN-y » MicroBeads
»

IFN-y produzierender Lymphozyt

Abbildung 8: Darstellung des IFN-y Secretion Assays

Der Lymphozyt schittet nach der Stimulation mit dem FSME-Antigen IFN-y aus. Der 1. Antikor-
per, IFN-y-Catch Reagent, bindet sowohl an einen Oberflachenmarker der Zelle als auch an IFN-
y. Der 2. Antikorper, IFN-y Detection Antibody, bindet an das bereits an den 1. Antikdrper gebun-
dene IFN-y. Im letzten Schritt bindet der 3. Antikdrper, Anti-PE MicroBeads, an den 2. Antikorper.
Nach diesen Schritten sind die IFN-y-produzierenden Lymphozyten einer Probe markiert. Modifi-
Ziert nach [126].
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Vor Beginn der Testdurchfiihrung wurden pro Reagenzgefald 100 ml 4-8°C kalter
MACS-Puffer, 100 ul 4-8°C kaltes X-VIVO und 10 ml 37°C warmes X-VIVO vor-
bereitet. Der erste Schritt diente der Markierung der IFN-y-sezernierenden Lym-
phozyten mit dem IFN-y Catch Reagent. Dazu wurde die Zellkultur in ein 15 ml
Tube Uberfiihrt und durch Zentrifugation bei 1500 rpm fir 5 Minuten vom Uber-
stand getrennt. Je 600 pl des Uberstands wurden in Einfrierréhrchen pipettiert,
bei -20°C gelagert und im IFN-y-ELISA weiterverarbeitet, wie in Kapitel 2.3.6 be-
schrieben. Das Zellpellet wurde mit 10 ml kaltem MACS-Puffer gewaschen und
bei 1250 rpm fiir 10 Minuten zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Uberstandes
wurde das Pellet mit 80 pl kalten X-VIVO resuspendiert und anschlieRend 20 ul
IFN-y Catch Reagent hinzugefigt. Auf Eis wurde die Zellsuspension 5 Minuten
inkubiert. Hierauf schloss sich durch das Hinzufiigen von 10 ml warmen X-VIVO
die IFN-y-Sekretionszeit an. Dazu wurden die Zellen in einem fest verschlossen
Tube fiir 45 Minuten in einem 37°C warmen Wasserbad inkubiert und regelmafig
geschwenkt. Durch den Temperaturumschwung sezernierten die vorher nur mit
kaltem Nahrmedium behandelten Zellen nun in dem warmen Milieu Zytokine. Im
nachsten Schritt wurden die Zellen, wie oben erlautert, gewaschen und das Pellet
mit 80 ul kalten MACS-Puffer resuspendiert. 20 ul IFN-y Detection Antibody (PE)
wurden hinzupipettiert und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Nach dem Waschen
folgte der dritte Schritt, indem mit 80 pl kaltem MACS-Puffer das Zellpellet resus-
pendiert und 20 ul Anti-PE MicroBeads dazugefigt wurden. Die MicroBeads sind
50 nm grofR3e Partikel, die eine superparamagnetische Wirkung haben, welche fir
die magnetische Zelltrennung Voraussetzung ist, siehe Kapitel 2.3.8.3. Die Inku-
bationszeit betrug 15 Minuten bei 4-8°C im Kuihlschrank. Im letzten Schritt er-
folgte das Waschen der Zellen und Resuspendieren des Zellpellet mit 500 pl kal-
ten MACS-Puffer.

2.3.8.3 Magnetische Zellseparation

Die magnetische Zellseparation (engl. magnetic-activated cell sorting, MACS) ist
eine Methode, mit der die magnetisch markierten Zellen von dem Uberstand und

den unmarkierten Zellen getrennt werden. Hierbei erreicht man einen hohen
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Reinheitsgrad der Zellfraktionen [127]. Durch das Zusammenflhren einer mit fer-
romagnetischen Kugeln geflllten Zelltrennsaule und einem Permanentmagnet
wird ein magnetisches Feld aufgebaut. Wenn eine Zellsuspension mit MicroBe-
ads markierten Zellen auf die Saule gelegt wird, bleiben die markierten Zellen auf
Grund der magnetisch vorherrschenden Kraft in der Saule. Das Durchlaufen der
unmarkierten Zellen wird Negativ-selektiert genannt, wohingegen die Zellen die
in der Saule verbleiben positiv selektioniert werden. In diesem Experiment stellt
die positive Zellfraktion die FSME-spezifischen Lymphozyten dar. Der Ablauf ist
in Abbildung 9 dargestellt.

Druckstopsel
Zellsuspension [];Spuy

Ferromagnetische
Kugel

I I/ Magnetisches Feld e
' ,PJ
s | Markierte Zelle§
Unmarkierte Zelle /
I. R6hrchen: Il. Réhrchen:

v, IFN-y negative Fraktion \_/ IFN-y positive Fraktion

Abbildung 9: Darstellung der magnetischen Zelltrennung

Im ersten Schritt [auft die Zellsuspension mit den markierten Zellen durch das magnetische Feld.
In das 1. Rohrchen wird die negative Fraktion, das heif3t die unmarkierten Zellen, gesammelt. Im
zweiten Schritt wird das magnetische Feld entfernt und ein 2. R6hrchen fangt die positive Frak-
tion, die markierten und IFN-y-positiven Zellen, nach Durchspilen mit dem Druckstdpsel auf. Mo-
difiziert nach [126].

Zu Beginn des Versuches wurde eine MS-Zelltrennsaule in den Permanentmag-
neten VarioMACS oder MiniMACS Separator gesteckt, sodass ein magnetisches
Feld entstand. Bevor die mit dem IFN-y Secretion Assay vorbereitete Zellsuspen-
sion in die MS-Saule pipettiert wurde, erfolgte die Spulung dieser mit 500 pl rei-
nem MACS-Puffer. Nach dem Durchlaufen des MACS-Puffers wurde die Zellsu-
spension auf die Saule gelegt. Damit keine Zellen in dem Tube verblieben, wurde
dieser mit 500 ul MACS-Puffer gespult und die Suspension in die MS-Saule pi-
pettiert. Darauf folgte die dreimalige Spulung der Saule mit jeweils 500 ul MACS-

Puffer. Es war darauf zu achten, dass keine Blaschen beim Einflillen der Zellsu-
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spension und des MACS-Puffers in die Saule entstehen und Zellen an der Sau-
lenwand oberhalb des magnetischen Feldes kleben bleiben. Des Weiteren
musste nach jedem Spuldurchlauf gewartet werden, bis der MACS-Puffer kom-
plett durchgelaufen war. In einem unterhalb der Saule positioniertem FACS-Rdhr-
chen | (negative Zellfraktion) wurden die unmarkierten Zellen aufgefangen. An-
schlielend erfolgte die Zentrifugation des FACS-R&hrchens bei 1500 rpm flr 5
Minuten. Der Uberstand wurde abgesaugt, das Zellpellet mit 500 yl MACS-Puffer
resuspendiert und die Zellsuspension erneut in die Saule pipettiert. Es folgten,
wie oben beschrieben, drei Splldurchlaufe. Im nachsten Schritt wurde die Saule
von dem Permanentmagnet entfernt, rasch ein FACS-Rdhrchen Il (positive Zell-
fraktion) positioniert und mit 500 yl MACS-Puffer gespult. Damit die markierten
Zellen sich von den ferromagnetischen Kugeln in der Saule gut trennen konnten,
wurde der MACS-Puffer aktiv mit einem sterilen Druckstdpsel zigig durch die
Saule gedrickt. In dem FACS-Roéhrchen Il befanden sich die markierten FSME-

spezifischen Lymphozyten, mit denen weitergearbeitete wurde.

2.3.8.4 Durchflusszytometrie

Vereinfacht ausgedrtickt ist die Durchflusszytometrie ein Verfahren, das Streu-
lichtsignale misst und analysiert, die durch Partikel ausgelost werden, die durch
einen Lichtstrahl flie3en. Diese Partikel kbnnen zum Beispiel Zellen, Chromoso-
men oder Molekule sein [128]. Die Hauptbestandteile eines Durchflusszytome-

ters sind

= eine feine Messkammer,

» eine Lichtquelle, meist in Form eines Laserstrahls,

» ein elektronisches Netzwerk, das die Lichtsignale detektiert und in Zah-
len konvertiert, die proportional zur Lichtintensitat sind sowie

» ein Computer, der die Zahlen erfasst und analysiert [128].

In Abbildung 10 ist der Aufbau eines Durchflusszytometers schematisch darge-

stellt.
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Abbildung 10: Darstellung eines Durchflusszytometers

Die Probe flieRt durch die Messkammer. Ein Laserstrahl fallt auf die Zellen und erzeugt eine
Lichtstreuung. Es entsteht ein Vorwartsstreulicht (engl. forward scatter, FSC) und Seitwartsstreu-
licht (engl. side scatter, SSC). Markiert man die Zellen vor der Messung mit fluoreszierenden
Antikérpern, kdnnen durch die Fluoreszenzdetektoren noch genauere Aussagen uber die Mor-
phologie der Zellen getroffen werden. Modifiziert nach [128].

Bevor die Probe in die Messkammer gelangt, bewirkt die hydrodynamische Fo-
kussierung, dass die Zellen einzeln und nacheinander durch die feine Messkam-
mer flieRen. Jede Zelle passiert den Laserstrahl und verursacht eine einzigartige
Lichtstreuung. Die Beugung des Lichtes, das nach vorne streut, das Vorwarts-
streulicht (engl. forward scatter, FSC), ist bedingt durch die Grole der Zelle.
Licht, das im 90°-Winkel zu dem ursprunglichen Lichtstrahl einfallt, ist das Seit-
wartsstreulicht (engl. side scatter, SSC) und die Brechung ist abhangig von Gra-
nularitat und Zelloberflache. Beide, FSC und SCC, sind individuell fur jede Zelle,
und aus einer heterogenen Probe wie dem Blut kann eine grobe Differenzierung
der Zelltypen erfolgen. Jedoch ist eine weitaus genauere Aussage durch die Flu-
oreszenzmessung maoglich. Hierbei werden Oberflachenmarker (engl., cluster of
differentiation, CD) oder intrazellulare Molekule wie DNA oder Zytokine mit ver-
schiedenen fluoreszierenden Antikdrpern markiert. Die maximale Emission der
Fluorochrome reicht von 420-794 nm. Das Durchflusszytometer benutzt ver-
schiedene Kanale, Filter und Fluoreszenzdetektoren, um die unterschiedlichen

Wellenlangen zu messen [129].
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Die Datenanalyse der Durchflusszytometrie basiert im Wesentlichen auf dem
Prinzip des Gatens (dt. ,Schleusen®). In einer Koordinatenachse, bei dem die
Abszissenachse dem FSC und die Ordinatenachse dem SSC entspricht, wird ein
Streudiagramm erstellt. Jede Punktauftragung (engl. dotplot) steht fir eine ge-
messene Zelle. Durch das Setzen von sequentiellen Gates ist die genaue Ana-
lyse einzelner Zellpopulationen mdglich. In Abbildung 11 ist eine Analyse unmar-
kierter PBMCs dargestellt. Anhand der oben genannten Gruinde ist eine Differen-
zierung in Ganulozyten, Monozyten und Lymphozyten moglich.
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Abbildung 11: Durchflusszytometrie-Punktdiagramm
Repréasentative Darstellung einer Dotplot-Graphik von PBMCs. Jeder Punkt stellt eine Zelle dar.
In der Graphik sind 3 Gates gesetzt: Granulozyten-, Monozyten- und Lymphozyten-Gate.

2.3.8.5 Phenotypisierung durch extrazellulare Fluoreszenzfarbung

Wir arbeiteten mit der Population der FSME-spezifischen Lymphozyten weiter,
die bereits, wie in Kapitel 2.3.8.3 erlautert, durch die magnetische Zellseparation
von den anderen PBMCs isolierte wurden. Die Zellen besitzen durch den IFN-y
Secretion Assay, Kapitel 2.3.8.2, bereits einen IFN-y-Antikdrper. Um weitere Aus-
sagen Uber die Population treffen zu kdnnen, erfolgte die Phanotypisierung durch
Fluoreszenzfarbung der CD-Molekule. Der Mastermixes setzt sich aus den in Ta-

belle 11 aufgelisteten Antikbrper zusammen.
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Tabelle 11: Farbepanel zur Phéanotypisierung im Durchflusszytometer

Antikérper  Fluorochrom  Zelltyp

CD4 BVv421 T Zellen, CD4+ Treg

CD8 Per/CP Tc, CD8+ Treg

CD28 PE/Cy7 T-Zellen

CD45RA FITC Alle Leukozyten, RA=geringe Assoziation zum TCR
CD69 APC Aktivierte T-Zellen

Dafar wurden fir jede Probe 50 ul FACS-Puffer und je 0,3 ul Fluorochrom-konju-
gierte Antikorper, im Falle des CD8-Antikorpers 0,5 ul, angesetzt und kihl aufbe-
wahrt. Die Zellen wurden mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen und bei 1500 rpm 5
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet mit dem
Mastermix resuspendiert und 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inku-
biert. Es folgte ein erneuter Waschzyklus und das Pellet wurde mit 250 pl FACS-
Puffer resuspendiert. Im Anschluss fand zugig die Messung am Durchflusszyto-

meter statt.

Um die CD4+ und CD8+ T-Zellen mit der BD Software FACS DIVA weiter pha-
notypisch zu charakterisieren, wurden konstante Gates definiert, die sich neben
Expression der Oberflachenmarker CD4 und CD8 auch nach der Expression der
Oberflachenmarker CD45RA, CD69 und CD28 richten, wie in Tabelle 12 darge-
stellten ist. CD69 wurde als Aktivierungsmarker genutzt [73], [130]. Naive-T-Zel-
len wurden als CD45RA+CD28+ definiert, Gedachtnis-T-Zellen als CD45RA-
CD28+, Effektor-T-Zellen als CD45RA-CD28- und terminal differenzierte Effek-
tor-Gedachtnis-T-Zellen mit Re-Expression der CD45 Isoform RA (TEMRA), als
CD45RA+CD28- [73].

Tabelle 12: Definierte durchflusszytometrische Gates

CD45RA+ CDA45RA-
CD28+ Naive-T-Zellen Gedachtnis-T-Zellen
CD28- TEMRA Effektor-T-Zellen

Die Gates beziehen sich auf CD4+ und CD8+ T-Zellen. Naive-T-Zellen: CD45RA+CD28+, Ge-
dachtnis-T-Zellen: CD45RA-CD28+, Effektor-T-Zellen: CD45RA-CD28-, terminal differenzierte
Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (TEMRA): CD45RA+CD28-.
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2.3.9 Statistische Datenauswertung

Zur statistischen Datenauswertung wurde die Statistik- und Analysesoftware IBM
SPSS Statistics 25 (Chicago, IL, USA) benutzt. Die Graphiken wurden mit Micro-
soft PowerPoint 2013 und IBM SPSS Statistics 25 erstellt.

Die Berechnung von absoluten und relativen Haufigkeiten erfolgte fir nominal-
skalierte Variablen. Fur kardinal skalierte Variablen wurden deskriptive Kennzif-
fern, wie der Mittelwert, die Standardabweichung, der Median, Minimum und Ma-
ximum, definiert. Die Unterschiede der Gruppen wurden bei nicht normal-verteil-
ten Variablen (Vortestung durch Komolgorov-Smirnov-Test) mit dem Mann-Whit-
ney-U-Test analysiert. FUr dichotome Variablen wurde der Chi2-Test und bei ei-
ner Stichprobengrof3e < 20 bei dichotomen Variablen der Exakte Test nach Fis-
her verwendet. Die Analyse der Korrelationen, zwischen der FSME-spezifischen
IgG Antikorper Konzentration und der FSME-spezifischen IgG Antikorper Aviditat
sowie zwischen der FSME-spezifischen T-Zell-Antwort und der FSME-spezifi-
schen IgG Antikorper Konzentration und der FSME-spezifischen IgG Antikorper
Aviditat wurde mit dem Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman berechnet.

Ein p-Wert < 0.05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Demographische Daten

Die demographischen Daten der Patienten mit JIA und der immunologisch ge-
sunden Kontrollgruppe (engl. healthy control, HC) im Vergleich zeigt Tabelle 13.

JIA-Patienten und HC zeigten eine ahnliche Verteilung hinsichtlich des Ge-
schlechts. 63,0 % (63, N=100) der Patienten und 45,2 % (14, N=31) der HC wa-
ren weiblich (p=0,096). Die Patienten waren signifikant alter als die HC (p=0,001).
Das durchschnittliche Alter am Tag der Blutentnahme betrug 14,2 Jahre bei den
JIA-Patienten und 12,0 Jahre bei den HC.

Mit 6,2 Jahren waren die JIA-Patienten signifikant alter zum Zeitpunkt der ers-
ten FSME-Teilimmunisierung als die Kontrollgruppe mit 4,7 Jahren (p=0,014).
62,0 % (62, N=100) der JIA-Patienten und 58,1 % (18, N=31) der HC erhielten
FSME-Boosterimpfungen (p=0,671). Davon hatten 42 (67,7 %, N=62) JIA-Pati-
enten 1 Boosterimpfung, 16 (25,8 %, N=62) JIA-Patienten 2 Boosterimpfungen
und 4 (6,5 %, N=62) JIA-Patienten 3 Boosterimpfungen, wohingegen 14

(77,8 %, N=18) HC 1 Boosterimpfung, 4 (22,2 %, N=18) HC 2 Boosterimpfun-
gen und kein HC 3 Boosterimpfungen vorwiesen. Sowohl bei den Patienten als
auch bei HC betrug die Anzahl aller FSME-Impfungen, Grundimmunisierung
und Boosterimpfungen miteingeschlossen, im Median 4 (p=0,397). In beiden
Gruppen war die letzte FSME-Impfung im Durchschnitt 3,3 Jahre (p=0,457) her
und die FSME-Grundimmunisierung circa 6 Jahre vor der Blutentnahme
(p=0,971). Die Zeitspanne zwischen FSME-Grundimmunisierung und der ersten
Boosterimpfung war mit 3-4 Jahren &hnlich lang wie in der JIA-Patienten- und
Kontrollgruppe (p=0,175).

Die Blutwerte zeigten bei 19 (23,8 %, N=80) der JIA-Patienten pathologische Be-
funde bezuglich der Blutsenkungsgeschwindigkeit (> 10 mm/h), bei 9 (10,5 %,
N=86) des C-reaktiven Proteins (> 5 mg/L) und bei 2 (2,7 %, N=74) der Leuko-
zyten (> 12.000/ul) aul3erhalb der Altersnorm. In der Kontrollgruppe zeigte kein
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Teilnehmer pathologische Werte der genannten Laborparameter. Die Throm-
bozytenwerte waren bei 1 (11,1 %, N=9) HC und 3 (4,1 %, N=74) Patienten Uber
die Altersnorm erhdht und bei 2 (2,7 %, N=74) Patienten unter der Altersnorm
erniedrigt.
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Tabelle 13: Demographische Daten der JIA-Patienten und HC

JIA-Patienten HC ot
N | MW |SD gf:n Min | Max | N | Mw | SD d'vl':n Min | Max
IAlter bei Blutentnahme 100|14,2|3,2| 148 {58]19,9|31|12,0|2,9| 11,9 | 59 | 17,6 0,001
Alter bei 1. FSME-Teilimpfung 92 (6,2 34| 65 (0914931 4,7 |26| 44 | 1,3 |12,7| 0,034
Zeit seit FSME-Grundimmunisierung 92 (64 (29| 59 (03|16,1|31| 6,0 |2,9| 6,2 |0,21|10,5| 0,496
zeit zwischen FSME-Grundimmunisie- | 5q | 34 19 4| 33 |01 |83 |18] 38 [08] 38 |29 | 60 [ 0175
rung und 1. Boosterimpfung
ﬁiitns)e“ letzter FSME-Impfung (allge- | g5 | 33 121 31 |0,1] 91 |31]|33 (23| 28 |01 |82 |0971
Zeit seit_letzter FSME-Impfung (keine 34 |41 (21| 50 |00|90|13]38|30| 28 |00/ 08
Boosterimpfung erhalten)
Zeit seit letzter FSME-Impfung 39 |22 (20| 20 |00|70|14] 24 [20] 1.8 | 00 | 60
(1 Boosterimpfung erhalten)
Zeit seit letzter FSME-Impfung 16 |19 (20| 1.2 |00|40| 4|18 15| 1.0 | 00|30
(2 Boosterimpfungen erhalten)
lAnzahl alle FSME-Impfungen 100 3,9 |0,8| 4,0 3 6 [31| 3,7 (07| 4,0 3 5 | 0,397
Geschlecht N=100 N=31 0,096
Weiblich 63 (63,0 %) 14 (45,2 %)
Mannlich 37 (37,0 %) 17 (54,8 %)
FSME-Boosterimpfung N=100 N=31 0,671
Erhalten 62 (62,0 %) 18 (58,1 %)
Nicht erhalten 35 (35,0 %) 13 (41,9 %)
Unbekannt 3 (3,0 %) -
IAnzahl der FSME-Boosterimpfungen N=62 N=18 0,202
1 42 (67,7 %) 14 (77,8 %)
2 16 (25,8 %) 4 (22,2 %)
3 4(6,5 %) -
Entziindungswerte
BSG N=80 N=5
> 10,0 mm/h 19 (23,8 %) -
< 10,0 mm/h 61 (76,3 %) 5 (100 %)
CrP N=86 N=6
> 5 mg/L 9 (10,5 %) -
<5mg/L 77 (89,5 %) 6 (100 %)
Blutbild N=74 N=9
Leukozyten
> 12.000/pl 2 (2,7 %) -
8.000-12.000/pl 72 (97,3 %) 9 (100 %)
Thrombozyten
> 390/nl 2 (2,7 %) -
< 150/nl 3 (4,1 %) 1(11,1 %)
150-390/nl 69 (93,2 %) 8 (88,9 %)
Hamoglobin
> 16 g/dI 4 (5,4 %) -
6,8-16 g/dl 70 (94,6 %) 9 (100 %)

Die Daten beziehen sich auf den Zeitpunkt der Blutenthnahme und sind mit der Anzahl (N) und
der prozentualen Haufigkeit (%) aufgefuhrt. Die Werte sind als Mittelwert (MW) + Standardab-
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weichung (SD) und als Median inklusive minimalem (Min) und maximalem Wert (Max) angege-
ben. Dargestellt werden das Alter bei der Blutentnahme und das Alter bei der 1. FSME-Teilimp-
fung, die Zeit seit der FSME-Grundimmunisierung, die Zeit zwischen der FSME-Grundimmuni-
sierung und der 1. Boosterimpfung und die Zeit seit der letzten Impfung (in Jahren) und die An-
zahl aller Impfungen, das heil3t die drei Teilimpfungen der Grundimmunisierung plus die Anzahl
aller Boosterimpfungen. Ferner zeigt die Tabelle das Geschlecht, das Erhalten von Boosterimp-
fungen und deren Anzahl sowie die Entziindungswerte Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) in
Millimeter pro Stunde (mm/h) und C-reaktives Protein (CrP) in Milligramm pro Liter (mg/L). Die
Blutbildwerte zeigen die Anzahl der Leukozyten pro Mikroliter (ul), die Anzahl der Thrombozyten
pro Nanoliter (nl) und den Hamoglobin-Wert in Gramm pro Deziliter (g/dl). Die Analyse der Hau-
figkeit erfolgte beim Alter mit dem Mann-Whitney-U-Test, bei den dichotomen Variablen mit dem
Chi2-Test und sonst mit dem t-Test.

Tabelle 14 stellt die JIA-Patienten spezifische Daten dar. Die juvenile idiopathi-
sche Oligoarthritis war mit 33,0 % (33, N=100) der am haufigsten vertretende JIA-
Subtyp, gefolgt von der Rheumafaktor-negativen Polyarthritis mit 17,0 % (17,
N=100). Das durchschnittliche Alter bei Erstdiagnose der JIA betrug 9 Jahre. 4
von 100 Patienten befanden sich in Remission, davon 3 ohne und 1 Patient unter
Medikamenteneinnahme. Bei 21 (42,9 %, N=49) Patienten zeigte zum Zeitpunkt
der Blutentnahme mindestens ein Gelenk Entzundungszeichen. 27,0 % (27,
N=100) der Patienten erhielten die FSME-Grundimmunisierung nach der Erstdi-
agnose JIA, wohingegen 61,0 % (61, N=100) die FSME-Grundimmunisierung da-
vor abgeschlossen hatten. Von den 62 JIA-Patienten die eine Boosterimpfung
erhielten, waren 56,5 % (35, N=62) bei der ersten Boosterimpfung an JIA er-
krankt. In Tabelle 15 ist dargestellt welche Medikamente die JIA-Patienten zum
Zeitpunkt der Blutentnahme und der Impfung eingenommen haben. 71 (78,0 %,
N=91) der Patienten nahmen zum Zeitpunkt der Blutentnahme Medikamente ein.
43 (60,6 %, N=71) nahmen 1 Medikament, 22 (31,0 %, N=71) nahmen 2 Medi-
kamente, 5 (7,0 %, N=71) nahmen 3 Medikamente und 1 (1,4 %, N=71) JIA-
Patient nahm 4 Medikamente. Uber die Halfte der Patienten, 53,5 % (38, N=71),
nahmen Wirkstoffe aus der Gruppe der nichtsteroidalen Antirheumatika ein.
Ebenfalls knapp die Halfte, 49,3 % (35, N=71), wurde mit Methotrexat und 19,7
% (14, N=71) mit TNF-Inhibitoren therapiert. Zum Zeitpunkt der Impfung nahmen
23 (28,1 %, N=82) JIA-Patienten Medikamente ein. Davon bekamen 15 (65,2 %,
N=23) Patienten 1 und 8 (34,8 %, N=23) Patienten 2 Medikamente. Wirkstoffe
aus der Gruppe der nichtsteroidalen Antirheumatika wurden von circa der Halfte
der Patienten, 47,8 % (11, N=23), eingenommen. Mit Methotrexat wurden 43,5
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% (10, N=23) und mit TNF-Inhibitoren 13,0 % (3, N=23) der JIA-Patienten zum
Zeitpunkt der Impfung behandelt.

Tabelle 14: JIA-Patienten spezifische Daten

N | MW | SD | Median | Min | Max
IAlter bei JIA-Erstdiagnose 889,050 93 0,6 |17,4
Subtyp der JIA N=100
Oligoarthritis 33
RF- Polyarthritis 17
Nicht klassifizierte JIA 15
Psoriasisarthritis 11
Enthesitis-assoziierte Arthritis 8
Nicht dokumentiert 8
Systemische JIA 7
RF+ Polyarthritis 1
JIA-Erkrankung bei FSME-Grundimmunisierung
Ja 27
Nein 61
Unbekannt 12
JIA-Erkrankung bei 1. FSME-Boosterimpfung N=62
Ja 35 (56,5 %)
Nein 20 (32,3 %)
Unbekannt 7 (11,3 %)
Laborwerte
RF N=55
Positiv (> 15,0 IU/ml) 2 (3,6 %)
Negativ (< 15,0 IU/ml) 53 (96,4 %)
IANA N=73
Positiver Titer (1:> 80) 51 (69,9 %)
Negativ Titer (1:< 80) 22 (30,1 %)
HLA-B27 N=44
Positiv 10 (22,7 %)
Negativ 34 (77,3 %)
Krankheitsremission z.Z. der Blutentnahme
Ja mit Medikament 1
Ja ohne Medikament 3
Nein 96
Entziindlich aktives Gelenk z.Z. der Blutentnahme N=49
Ja 21 (42,9 %)
Nein 28 (57,1 %)

Die Daten beziehen sich auf den Zeitpunkt der Blutentnahme und sind mit der Anzahl (N) und der
prozentualen Haufigkeit (%) aufgefiihrt. Dargestellt ist das Alter bei Erstdiagnose in Jahren. Die-
ser Wert ist als Mittelwert (MW) + Standardabweichung (SD) und als Median inklusive minimalem
(Min) und maximalem Wert (Max) angegeben. Ferner zeigt die Tabelle die Verteilung der Subty-
pen der JIA (Oligoarthritis, Rheumafaktor-negative Polyarthritis, Nicht klassifizierte juvenile idio-
pathische Arthritis, Psoriasisarthritis, Juvenile idiopathische Arthritis mit Enthesitis, Systemische
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juvenile idiopathische Arthritis, Rheumafaktor-positive Polyarthritis), ob die Erkrankung bei
FSME-Grundimmunisierung oder 1. Boosterimpfung bestand und ob folgende Laborwerte positiv
oder negative waren: Rheumafaktor (RF) positiv (> 15,0 IU/ml) und negativ (< 15,0 1U/ml), anti-
nuklearer Antikorper (ANA) positiver Titer (1:> 80) und negativ Titer (1:< 80) und humanes Leu-
kozytenantigen B27 (engl. human leukocyte antigen-B27, HLA-B27). Weiter ob eine Krankheits-
remission nach den Wallace Kriterien zum Zeitpunkt der Blutentnahme bestand und wenn ja, ob
mit oder ohne Medikamente und ob ein oder mehrere Gelenke kardinale Entziindungszeichen
nach Celsus und Galen zum Zeitpunkt der Blutentnahme aufwiesen.
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Tabelle 15: Medikamente der JIA-Patienten

Medikamente z.Z. der Blutenthahme

N=91

Ja

71 (78,0 %)

Nein

20 (22,0 %)

IAnzahl der Medikamente z.Z. der Blutentnahme

N=71

1 43 (60,6 %)
2 22 (31,0 %)
3 5 (7,0 %)
4 1(1,4 %)
irkstoff z.Z. der Blutentnahme N=71

NSAR-Wirkstoffgruppen

38 (53,5 %)

Methotrexat 35 (49,3 %)
TNF-Inhibitor 14 (19,7 %)
Etanercept 10 (14,1 %)
Adalimumab 3 (4,2 %)
Infliximab 1(1,4 %)
Glucocorticoide 7 (9,9 %)
Sulfasalazin 4 (5,6 %)
Hydroxychloroquin 3(4,2%)
Leflunomid 2 (2,8 %)
Anakinra 1(1,4 %)
Azathioprin 1(1,4%)
Tocilizumab 1(1,4 %)
Medikamente z.Z. der Impfung N=82

Ja 23 (28,1 %)

Nein 59 (72,0 %)
)Anzahl der Medikamente z.Z. der FSME-Impfung N=23

1 15 (65,2 %)

2 8 (34,8 %)
\Wirkstoff z.Z. der Impfung N=23

NSAR-Wirkstoffgruppen

11 (47,8 %)

Methotrexat 10 (43,5 %)
TNF-Inhibitor 3 (13,0 %)
Etanercept 2 (8,7 %)
Adalimumab 1(4,3%)
Hydroxychloroquin 1 (8,7 %)
Anakinra 1 (4,3 %)
Glucocorticoide 1(4,3 %)
Sulfasalazin 1(4,3 %)

Die Tabelle fuhrt auf, ob die JIA-Patienten zum Zeitpunkt (z.Z.) der Blutentnahme und/oder z.Z.
der FSME-Impfung Medikamente eingenommen haben und wenn ja, die Anzahl und den Wirk-
stoff. Die Anzahl (N) und die prozentuale Haufigkeit (%) sind aufgefihrt. Folgende Wirkstoffgrup-
pen sind aufgelistet: Nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR) in den jeweiligen Durchschnittsdo-
sierungen laut Fachinformation, Methotrexat (MTX) in der Durchschnittsdosierung 10-15 mg/m?
Kdrperoberflache/Woche, Tumornekrosefaktor (TNF)-Inhibitor (Etanercept, Adalimumab, Inflixi-
mab) in der Ublichen Dosierung laut Fachinformation, Glucocorticoide in der Durchschnittsdosie-
rung < 0,1 mg/kg Koérpergewicht/Tag, Sulfasalazin in der Durchschnittsdosierung 30-40 mg/kg
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Kdrpergewicht/Tag, Hydroxychloroquin in der Durchschnittsdosierung < 6,5 mg/kg Korperge-
wicht/Tag, Leflunomid in der Durchschnittsdosierung 10-20 mg/kg Korpergewicht/Tag, Azathi-
oprin in der Durchschnittsdosierung 1,5-3 mg/kg Korpergewicht/Tag und die Biologika Anakinra,
und Tocilizumab in der tblichen Dosierung laut Fachinformation.

3.2 FSME-spezifische humorale Immunreaktion

3.2.1 Die IgG-anti-FSME-Konzentration

Bedauerlicherweise fuhrten wir mit dem Probenmaterial eines in der Studie ein-
geschlossenen JIA-Patienten keine Versuche zur IgG-anti-FSME-Konzentration,
-Aviditat und dem FSME-Neutralisations-Titer durch, woraus folgt, dass die An-
zahl der Patienten bei den Messungen 99 ist. 98,0 % (97, N=99) der JIA-Patien-
ten und 100 % (31, N=31) der HC zeigten eine positive IgG-anti-FSME-Konzent-
ration = 165 VIUE/mI, wie in Tabelle 16 dargestellt ist. Drei Viertel beider Grup-
pen, 77,3 % (75, N=99) der JIA-Patienten und 74,2 % (23, N=31) der HC, zeigten
eine stark positive IgG-anti-FSME-Konzentration mit einem Wert von 1000
VIUE/ml. Einen grenzwertigen (120-165 VIUE/ml) und einen negativen (< 120
VIUE/ml) Wert zeigten je 1 (1,0 %, N=99) JIA-Patient.

Tabelle 16: IgG-anti-FSME-Konzentration

JIA-Patienten HC p-Wert
IgG-anti-FSME-Konzentration N=99 N=31
=165 VIUE/mI 97 (98,0 %) | 31 (100 %) | 0,316
120-165 VIUE/m| 1(1,0 %) - -
<120 VIUE/mI 1(1,0 %) -
1000 VIUE/mI 75 (77,3 %) |23 (74,2 %)

Die Tabelle zeigt die IgG-anti-FSME-Konzentration bei JIA-Patienten und HC in VIUE/mI mit po-
sitiven (= 165 VIUE/ml), grenzwertigen (120-165 VIUE/ml), negativen (< 120 VIUE/ml) und stark
positiven (1000 VIUE/mI) Werten. Die Analyse der Haufigkeit erfolgte mit dem Chi2-Test.

3.2.2 Die IgG-anti-FSME-Aviditat

Tabelle 17 zeigt die lgG-anti-FSME-Aviditat. Einen positiven relativen Aviditats-
index (RAI) mit > 60 % hatten 94 (94,9 %, N=99) JIA-Patienten und alle HC. 5
(5,1 %, N=99) der JIA-Patienten hatten einen grenzwertigen RAI zwischen 40-

60 %. Keine Gruppe zeigte einen negativen RAI < 40 %.
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Tabelle 17: IgG-anti-FSME-Aviditat

JIA-Patienten HC p-Wert
IgG-anti-FSME-Aviditat in RAI N=99 N=31
> 60 % 94 (94,9 %) |31 (100 %) | 0,474
40-60% 5 (5,1 %) - -
<40 % -

Die Tabelle zeigt die IgG-anti-FSME-Aviditat bei JIA-Patienten und HC in RAI. Positive Werte
sind > 60%, 40-60 % grenzwertige und < 40% negative Wert. Die Analyse der Haufigkeit erfolgte
mit dem Chi2-Test.

3.2.3 Der FSME-Neutralisations-Titer

Im FSME-Antikorper-Neutralisationstest zeigten 88,5 % (23, N=26) der JIA-Pati-
enten und 100 % (11, N=11) der HC einen positiven FSME-Neutralisations-Titer
(NT) > 1:10. Einen negativen NT < 1:10 hatten 3 (11,5 %, N=26) JIA-Patienten
und kein HC. Die Daten zeigt Tabelle 18.

Tabelle 18: FSME-Neutralisations-Titer

JIA-Patienten HC p-Wert
FSME-Neutralisations-Titer N=26 N=11
>1:10 23 (88,5 %) |11 (100 %)| 0,335
<1:10 3 (11,5 %) - -

Die Tabelle zeigt den FSME-Neutralisations-Titer bei JIA-Patienten und HC. Der FSME-Neutrali-
sations-Titer ist positiv bei Werten > 1:10 und negativ bei Werten < 1:10. Die Analyse der Haufig-
keit erfolgte mit dem exakten Test nach Fisher.

3.2.4 Korrelationen des humoralen Immunsystems

Die 1gG-anti-FSME-Konzentration zeigt bei den JIA-Patienten eine signifikant po-
sitive Korrelation mit dem FSME-Neutralisation-Titer (R=0,690, p=0,001) und bei
den HC dieselbe Tendenz (R=0,590, p=0,056). Korrelationsangaben der JIA-Pa-
tienten sind in Tabelle 19 und der HC in Tabelle 20 aufgelistet. Die Anzahl der
Boosterimpfungen zeigte eine signifikant positive Korrelation mit der IgG-anti-
FSME-Aviditat bei den JIA-Patienten (R=0,458, p=0,001). Mit steigender Anzahl
an FSME-Impfungen, das heil3t, die 3 Teilimmunisierungen der FSME-
Grundimmunisierung addiert mit der Anzahl der FSME-Boosterimpfungen, zeigt
sich bei den JIA-Patienten eine signifikant hohere IgG-anti-FSME-Konzentration
(R=0,240, p=0,017) und -Aviditat (R=0,398, p=0,026). Die steigende Anzahl der
FSME-Impfungen verbesserte auch bei den HC die IgG-anti-FSME-Aviditat sig-
nifikant (R=0,398, p=0,026). Auf den FSME-Neutralisation-Titer hat die Anzahl
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an FSME-Impfungen weder bei den JIA-Patienten noch bei den HC einen Ein-
fluss. In Abbildung 12 A-C ist das Verhaltnis der Anzahl der FSME-Impfungen mit
der IgG-anti-FSME-Konzentration, -Aviditat und dem NT dargestellt.
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Abbildung 12: Korrelation der 1gG-anti-FSME-Konzentration (A), -Aviditat (B) und dem NT
(C) mit Anzahl der FSME-Impfungen
Die blauen Balken sind die Patienten und die roten Balken die HC.
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Zu A: Dargestellt ist das Verhaltnis zwischen der Anzahl der FSME-Impfungen zu der IgG-anti-
FSME-Konzentration in VIUE/mI. Mit dem maximal gemessenen Wert 1000 VIUE/ml kann keine
endglltige Aussage Uber die 1gG-anti-FSME-Konzentration getroffen werden. Je mehr FSME-
Impfungen, desto mehr Patienten erreichen den maximalen Wert der 1gG-anti-FSME-Konzentra-
tion. Bei den HC zeigt sich bei 5 FSME-Impfungen jedoch eine relativ niedrigere IgG-anti-FSME-
Konzentration als bei 3 oder 4. Kein HC hat 6 FSME-Impfungen erhalten.

Zu B: Dargestellt ist das Verhaltnis von der Anzahl der FSME-Impfungen zu der 1gG-anti-FSME-
Aviditat (RAI in %). Je mehr FSME-Impfungen, desto héher die Aviditat, sowohl bei den Patienten
als auch bei den HC.

Zu C: Dargestellt ist das Verhaltnis von der Anzahl der FSME-Impfungen zu dem FSME-Neutra-
lisations-Titer (NT). Man sieht keine signifikante Veranderung mit steigender Anzahl an Impfun-
gen. Zur besseren Darstellung wurde ein AusreiRer mit dem NT-Wert 3840 aus dem Boxplot der
JIA-Patienten mit 3 Impfungen ausgeschlossen.

Je langer die Zeit zwischen der FSME-Grundimmunisierung und der ersten
Boosterimpfung war, desto signifikant niedrigere Werte zeigte sich bei der 1gG-
anti-FSME-Aviditat der HC (R=-0,522, p=0,026), nicht aber bei den JIA-Patienten
(R=0,090 p=0,496). Eine langere Zeitspanne zwischen der FSME-Grundimmuni-
sierung und ersten Boosterimpfung hatte keinen Einfluss auf die IgG-anti-FSME-

Konzentration bei JIA-Patienten oder HC (R=-0,048, p=0,716 und R=0,170,
p=0,500).

Es zeigte sich sowohl bei den JIA-Patienten als auch bei den HC, dass die Avi-
ditat der FSME-spezifischen IgG Antikorper mit der Zeit nach der FSME-
Grundimmunisierung signifikant zunahm (R=0,506, p=0,001 und R=0,522,
p=0,003). Die Konzentration der FSME-spezifischen 1gG Antikdrper tendierte,
wie die IgG-anti-FSME-Aviditat, bei den JIA-Patienten zur Zunahme (R=0,205,
p=0,051). Der FSME-Neutralisations-Titer blieb bei JIA-Patienten und HC unbe-

einflusst.

Bei den Studienteilnehmern, die eine FSME-Boosterimpfung erhalten haben, war
diese bei den JIA-Patienten im Mittel 2,2 Jahre und bei den HC 2,4 Jahre her. Es
zeigte sich bei den JIA-Patienten ein signifikant positiver Einfluss auf die 1gG-
anti-FSME-Aviditat je langerer die 1. FSME-Boosterimpfung her war (R=0,422,
p=0,001). Bei den HC hingegen nahm die IgG-anti-FSME-Konzentration signifi-
kant ab mit langerer Zeit nach der 1. FSME-Boosterimpfung (R=-0,588, p=0,010).
Der FSME-Neutralisations-Titer blieb diesbezuglich bei JIA-Patienten und HC un-

beeinflusst.
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Tabelle 19: Korrelation demographischer Daten und humoraler Parameter in JIA-Patienten

lgG-anti-FSME- | IgG-anti-FSME- | Neutralisations-

Konzentration Aviditat Titer
Korrelationskoeffizient 0,170 - -
IgG-anti-FSME-Aviditat Signifikanz (2-seitig) 0,092 - -
N 99 - -
Korrelationskoeffizient 0,690 0,125 -
FSME-Neutralisations-Titer Signifikanz (2-seitig) 0,001 0,542 -
N 26 26 -

Korrelationskoeffizient 0,165 0,458 0,141

Anzahl der Boosterimpfungen | Signifikanz (2-seitig) 0,201 0,001 0,577
N 62 62 18

Korrelationskoeffizient 0,240 0,359 0,049

Anzabhl aller FSME-Impfungen | Signifikanz (2-seitig) 0,017 0,001 0,811
N 99 99 26

Zeit zwischen FSME- Korrelationskoeffizient -0,048 0,090 -0,398

Grundimmunisierung und Signifikanz (2-seitig) 0,716 0,496 0,102
1. Boosterimpfung N 59 59 18

] Korrelationskoeffizient 0,205 0,506 0,102

éfﬁnr;‘fnhmduer;;zmlfg' Signifikanz (2-seitig) 0,051 0,001 0,628
N 91 91 25

o Korrelationskoeffizient 0,116 0,422 0,264

g‘;‘; ;’Z‘rti %‘p'f:fn'\gE' Signifikanz (2-seitig) 0,383 0,001 0,290
N 59 59 18

Die Tabelle bezieht sich auf die JIA-Patienten und zeigt den Rangkorrelationskoeffizienten nach
Spearman, die Signifikanz (2-seitig) und die Anzahl (N). Die Korrelation zwischen der IgG-anti-
FSME-Konzentration und -Aviditdt und dem FSME-Neutralisations-Titer untereinander und je-
weils mit der Anzahl der FSME-Boosterimpfungen, der Anzahl aller FSME-Impfungen, das heif3t
die 3 Teilimmunisierungen der FSME-Grundimmunisierung plus die Anzahl der Boosterimpfun-
gen, der Zeit zwischen der FSME-Grundimmunisierung und 1. FSME-Boosterimpfung, der Zeit
nach der FSME-Grundimmunisierung und der Zeit seit der 1. FSME-Boosterimpfung.
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Tabelle 20: Korrelation demographischer Daten und humoraler Parameter in HC

lgG-anti-FSME- | IgG-anti-FSME- | Neutralisations-
Konzentration Aviditat Titer
Korrelationskoeffizient 0,044 - -
IgG-anti-FSME-Aviditat Signifikanz (2-seitig) 0,816
N 31 -
Korrelationskoeffizient 0,590 -0,180
FSME-Neutralisations-Titer Signifikanz (2-seitig) 0,056 0,596
N 11 11 -
Korrelationskoeffizient -0,354 0,439 -0,260
Anzahl der Boosterimpfungen | Signifikanz (2-seitig) 0,150 0,069 0,534
N 18 18 8
Korrelationskoeffizient 0,013 0,398 -0,414
Anzabhl aller FSME-Impfungen | Signifikanz (2-seitig) 0,945 0,026 0,206
N 31 31 11
Zeit zwischen FSME- Korrelationskoeffizient 0,170 -0,522 0,516
Grundimmunisierung und Signifikanz (2-seitig) 0,500 0,026 0,191
1. Boosterimpfung N 18 18 8
] Korrelationskoeffizient -0,175 0,522 -0,370
é‘iﬁnr:fi‘fnhmduer:i;sm% Signifikanz (2-seitig) 0,348 0,003 0,262
N 31 31 11
o Korrelationskoeffizient -0,588 0,350 -0,454
g‘;‘; sst‘é'rtig]eprf ulr";SME' Signifikanz (2-seitig) 0,010 0,155 0,258
N 18 18 8

Die Tabelle bezieht sich auf die HC und zeigt den Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman,
die Signifikanz (2-seitig) und die Anzahl (N). Die Korrelation zwischen der 1gG-anti-FSME-Kon-
zentration und -Aviditat und dem FSME-Neutralisations-Titer untereinander und je-weils mit der
Anzahl der FSME-Boosterimpfungen, der Anzahl aller FSME-Impfungen, das heil3t die 3 Tei-
limmunisierungen der FSME-Grundimmunisierung plus die Anzahl der Boosterimpfungen, der
Zeit zwischen der FSME-Grundimmunisierung und 1. FSME-Boosterimpfung, der Zeit nach der
FSME-Grundimmunisierung und der Zeit seit der 1. FSME-Boosterimpfung.

Eine MTX-Therapie wahrend der FSME-Impfung hatte einen signifikant negati-
ven Einfluss auf die IlgG-anti-FSME-Aviditat (R=-0,356, p=0,001), siehe Tabelle
21. Einen tendenziell negativen Einfluss zeigte eine TNF-Inhibitor-Therapie auf
die FSME-Impfung
(R=-0,214, p=0,053) als auch zum Zeitpunkt der Blutentnahme (R=-0,204,

p=0,055). Im Gegensatz dazu zeigte der FSME-Neutralisations-Titer eine im Ver-

lgG-anti-FSME-Konzentration sowohl wahrend der

haltnis positive Entwicklung unter der TNF-Inhibitor-Therapie wéahrend der
FSME-Impfung (R=0,854, p=0,060) und zum Zeitpunkt der Blutentnahme
(R=0,395, p=0,056).
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Tabelle 21: Korrelationstabelle medikamentdser Therapie und humoraler Parameter der
JIA-Patienten

lgG-anti-FSME- | 1gG-anti-FSME- | Neutralisations-
Konzentration Aviditat Titer
I e ] Korrelationskoeffizient -0,113 -0,356 -0,040
-Therapie wéahren — e
FSME-Impfung Signifikanz (2-seitig) 0,315 0,001 0,872
N 9 9 2
I N Korrelationskoeffizient -0,121 -0,103 -
-Therapie z.Z. der A e .
Blutentnahme Signifikanz (2-seitig) 0,255 0,336
N 35 35 -
. ) _— Korrelationskoeffizient -0,214 -0,021 0,854
-Inhibitor-Therapie wéhren — e
FSME-Impfung Signifikanz (2-seitig) 0,053 0,427 0,060
N 3 3 3
o ) Korrelationskoeffizient -0,204 -0,091 0,395
TNF-Inhibitor-Therapie z.Z. der I"q; i 217 (2-seitig) 0,055 0,396 0,056
Blutentnahme
N 13 13 5

Die Tabelle bezieht sich auf die JIA-Patienten und zeigt den Rangkorrelationskoeffizienten nach
Spearman, die Signifikanz (2-seitig) und die Anzahl (N) der IgG-anti-FSME-Konzentration und -
Aviditdt und dem FSME-Neutralisations-Titer mit einer MTX-Therapie wahrend der FSME-Imp-
fung, einer MTX-Therapie zum Zeitpunkt (z.Z.) der Blutentnahme, einer TNF-Inhibitor-Therapie
wahrend der FSME-Impfung und einer TNF-Inhibitor-Therapie z.Z. der Blutentnahme.

3.3 FSME-spezifische zellulare Reaktivitat

Die FSME-spezifische zellulare Reaktivitdt wurde mit der IFN-y-Produktion im
IFN-y Secretion Assay nach Stimulation mit dem FSME-Antigen mit Hilfe der
Durchflusszytometrie gemessen. Die spezifische Stimulation erfolgte mit dem
FSME-Antigen des Impfstoffes. Zudem wurde eine Positivkontrolle durchgefihrt,
indem eine Stimulation der T-Zellen mit Phytohamagglutinin (PHA) erfolgte und

eine Negativkontrolle ohne jeglichen Stimulus.

3.3.1 IFN-y-Produktion der T-Zellen nach Stimulation mit dem FSME-
Antigen

Tabelle 22 zeigt die prozentuale IFN-y-Produktion der CD4+ und CD8+ T-Zellen
nach Stimulation mit FSME-Antigen, jeweils im Vergleich von JIA-Patienten und
HC.
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Tabelle 22: IFN-y-Produktion der T-Zellen nach Stimulation mit dem FSME-Antigen
JIA-Patienten HC p-Wert
N [MW [SD [Median Min [Max |N |[MW |SD [Median Min [Max
IFN-y-Produktion (%) der T-Zellen nach Stimulation mit FSME-Antigen
CD4+ T-Zellen 26 10,6 12,0 5,6 |0,343,5/12|45 |6,5| 2,1 |0,2[20,1|0,035
Naive-T-Zellen 26 13,7 13,2 9,4 |1,758,1112|4,8 |4,7| 3,9 |0,0[13,0|0,005
Gedachtnis-T-Zellen 26 26,9 21,2| 21,5 |0,0 71,012 19,9 12,5| 17,9 |2,3 |36,6 | 0,466
Effektor-T-Zellen 262,00 (38| 0,7 |0,018,2(12/1,8 (3,1 | 0,5 |0,011,1|0,792

TEMRA 26|14 (25| 08 |0,0/|11,0/12|/1,0 |1,2| O,6 0,0 (4,0 |0,914
CD4+CD69+ T-Zellen 26 5,4 (5,4 | 4,14 |0,1/18,7|12|3,1 |45 | 2,0 (0,1 (13,1| 0,081
Naive-T-Zellen 26(3,9 |84 | 1,7 |0,0 42,9|12|/1,0 |15 | 0,3 1|0,0|5,1 | 0,071

Gedachtnis-T-Zellen 26 22,921,0| 14,8 |0,0 |65,2|12|16,110,1| 16,0 |1,1 30,8 0,722
Effektor-T-Zellen 26|14 13,2 0,2 |0,0[159|12/0,5 |08 | 0,3 |0,0(2,8 | 0,699

TEMRA 26|08 |16 | 00 |0,0|59 |12/0,5|0,7 | 0,2 |0,0(2,3 | 0,699
CD8+ T-Zellen 26|84 164| 2,1 |0,2/68,8|12/1,8 (1,8 | 10 |0,1(6,4 |0,114
Naive-T-Zellen 26 11,0109, 85 |0,044,6|12/3,8 |2,7 | 4,3 |0,0(8,0 | 0,012

Gedachtnis-T-Zellen 26|3,9 |6,2 | 2,2 10,0 30,4(12{1,8 (1,2 | 2,1 |0,3|3,9 | 0,588
Effektor-T-Zellen 26|2,3 |3,7| 1,1 |0,018,2|12/2,8 (40| 1,9 |0,014,8| 0,393

TEMRA 26|8,1 |8,7| 46 |0,0350|12/8,4 |152| 4,3 |0,0 55,8| 0,566
CD8+CD69+ T-Zellen 26 3,2 |6,7 | 0,9 10,0 27,2(12{1,1 (1,7 | 05 |0,0|6,3 | 0,137
Naive-T-Zellen 26|16 (20| 1,3 |0,0(94 |12/0,9 (0,7 | 1,0 |0,0|2,3 | 0,343

Gedachtnis-T-Zellen 26|3,0 |6,2 | 1,9 10,0 30,4(12{1,2 (11| 0,9 |0,0|3,7 | 0,429
Effektor-T-Zellen 26|16 (3,2 | 06 |0,0159|12/1,2 15| 05 |0,0(3,7 |0,722
TEMRA 26|48 |66 | 2,6 |0,0[258]|12/6,8 15,1| 2,3 0,0 54,5| 0,988

Die Tabelle zeigt die prozentuale IFN-y-Produktion der T-Zellen bei JIA-Patienten und HC im
Vergleich nach Stimulation mit FSME-Antigen. Es werden von CD4+, CD4+CD69+, CD8+ und
CD8CD69+ T-Zellen jeweils folgende Subpopulationen gezeigt: Naive-T-Zellen
(CD45RA+CD28+), Gedéachtnis-T-Zellen (CD45RA-CD28+), Effektor-T-Zellen
(CD45RA+CD28-), TEMRA (CD45RA-CD28-). Die Werte sind als Mittelwert (MW) * Stan-
dardabweichung (SD) und als Median inklusive minimalem (Min) und maximalem Wert (Max)
angegeben. Die Analyse der Haufigkeit erfolgte mit dem Mann-Whitney-U-Test.

Die JIA-Patienten und gesunde Kontrollen zeigten im IFN-y Secretion Assay eine
ahnliche Verteilung der IFN-y produzierenden aktivierten CD4+CD69+ und
CD8+CD69+ T-Zellen nach Stimulation mit dem FSME-Antigen. In beiden Fallen
haben die JIA-Patienten eine leicht erhdhte IFN-y-Produktion im Gegensatz zu

den HC, jedoch ohne signifikanten Unterschied. In Abbildung 13 ist eine Beispiel-
darstellung der Dotplot-Ergebnisse in der Durchflusszytometrie in JIA-Patienten
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und HC dargestellt. Die graphische Darstellung der Ergebnisse zeigen die
Boxplots in Abbildung 14.
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Abbildung 13: CD4+CD69+ und CD8+CD69+ T-Zellen im IFN-y-Gate bei JIA-Patienten und
HC (Dotplots)

Beispieldarstellung der Ergebnisse in der Durchflusszytometrie der CD4+CD69+ und
CD8+CD69+ T-Zellen im IFN-y-Gate bei JIA-Patienten und HC. Die Prozentangaben beziehen
sich auf die IFN-y positiven T-Zellen.
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Abbildung 14: Prozentueller Anteil IFN-y-positiver Zellen der aktivierten CD4+ und CD8+ T-
Zellen nach Stimulation mit dem FSME-Antigen

Es zeigen sich proportional dezent mehr CD4+CD69+ T-Zellen bei den JIA-Patienten (blau) als
bei den HC (rot), jedoch ohne signifikanten Unterschied. Ein ahnliches Verhaltnis von JIA-Pati-
enten und HC zeigen die CD8+CD69+ T-Zellen. Zur besseren Darstellung wurden aus dem
Boxplot CD8+CD69+ T-Zellen bei den JIA-Patienten folgende Extremwerte entfernt: 27,2 % und
23,3 %.

In Abbildung 15 ist die IFN-y-Produktion der aktivierten CD69+ Subpopulation der
CD4+ T-Zellen nach Stimulation mit dem FSME-Antigen im Vergleich bei JIA-
Patienten und HC dargestellt. Es zeigte sich in keiner CD4+CD69+ T-Zell Sub-
population ein signifikanter Unterschied zwischen den JIA-Patienten und HC. Die
CD4+CD69+ Gedachtnis-T-Zellen produzierten am meisten IFN-y in beiden
Gruppen, gefolgt von den Naiven-T-Zellen. Im Verhdaltnis zeigten die
CD4+CD69+ T-Zell Subpopulation der JIA-Patienten eine leicht erhdhte IFN-y-

Produktion im Vergleich zu den HC.
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Abbildung 15: Prozentueller Anteil IFN-y-positiver Zellen der CD4+CD69+ T-Zell Subpopu-
lationen nach Stimulation mit dem FSME-Antigen

In der Verteilung der aktivierten CD4+CD69+ T-Zell Subpopulationen zeigen sich keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den JIA-Patienten (blau) und HC (rot).

Die IFN-y-Produktion der CD8+CD69+ T-Zell Subpopulationen nach Stimulation
mit dem FSME-Antigen bei JIA-Patienten und HC im Vergleich sind in Abbildung
16 dargestellt. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen. Die CD8+CD69+ TEMRA produzierten, verglichen mit den an-
deren Subpopulationen, am meisten IFN-y. Es ist die einzige T-Zell Subpopula-
tion, in der die HC im Verhaltnis eine héhere IFN-y-Produktion hatten als die JIA-
Patienten. Bei der IFN-y-Produktion der CD8+CD69+ Naiven-, Gedachtnis- und

Effektor-T-Zellen, zeigen die JIA-Patienten dagegen leicht hthere Werte als die
HC.
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Abbildung 16: Prozentueller Anteil IFN-y-positiver Zellen der CD8+CD69+ T-Zell Subpopu-
lationen nach Stimulation mit dem FSME-Antigen

In der Verteilung der aktivierten CD8+CD69+ T-Zell Subpopulationen zeigen sich keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen JIA-Patienten (blau) und HC (rot).

Signifikante Unterschiede zwischen den JIA-Patienten und HC nach Simulation
mit dem FSME-Antigen stellten sich sowohl in der Verteilung CD4+ und CD8+ T-
Zellen als auch in der Verteilung der CD4+ und CD8+ Naiven-T-Zellen dar, wie

in Abbildung 17 dargestellit.
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Abbildung 17: Prozentueller Anteil IFN-y-positiver Naiver-T-Zellen nach FSME-Antigen Sti-
mulation

Ein signifikanter Unterschied ist in der CD4+ T-Zell Subpopulation der Naiven-T-Zellen zwischen
JIA-Patienten (blau) und HC (rot) mit einem p-Wert von 0,005 und in der CD8+ T-Zell Subpopu-
lation der Naiven-T-Zellen mit einem p-Wert von 0,012 dargestellt. Zur besseren Ubersicht wur-
den aus dem Boxplot der JIA-Patienten der CD4+ Naiven-T-Zellen der Extremwert 58,1 % und
der CD8+ Naiven-T-Zellen der Extremwert 44,6 % entfernt.

3.3.2 IFN-y-Produktion der T-Zellen nach Stimulation mit dem PHA

Die IFN-y-Produktion der CD4+ und CD8+ T-Zellen nach Stimulation mit PHA
zeigt Tabelle 23. In JIA-Patienten und HC stellt sich eine ahnliche Verteilung der
IFN-y-Produktion der CD4+ und CD8+ T-Zellen dar. Die IFN-y-Produktion ist ho-
her als nach der Stimulation mit dem FSME-Antigen. Jedoch die Tendenz in der
IFN-y-Produktion der CD4+ und CD4+CD69+ Naiven-T-Zellen (p=0,057 und
p=0,093).
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Tabelle 23: IFN-y-Produktion der T-Zellen nach Stimulation mit PHA

JIA-Patienten HC p-Wert
N [MW |SD [Median Min [Max [N |MW | SD [Median [Min |Max
IFN-y-Produktion (%) der T-Zellen nach Stimulation mit PHA
CD4+ T-Zellen 26 22,2 14,0( 20,8 |2,0 49,2 12]15,6 10,6 | 15,0 (2,6 (39,7 | 0,207
Naive-T-Zellen 26 10,5(8,7 | 7,1 (0,8 28,91255 |51 | 44 |(1,4(19,1| 0,057
Gedachtnis-T-Zellen 26 22,3 [13,3| 21,3 |0,0 57,5[12(19,3 11,1 | 18,4 |6,3 46,2 | 0,343
Effektor-T-Zellen 26/0,6 (09| 0,2 1|0,0/4,2 120,5|0,5| 0,3 |0,0|1,5 | 0,525

TEMRA 26(1,1 (2,7 | 0,2 |0,0/|11,012/0,3 |0,2 | 0,3 |0,0/0,8 | 0,327
CD4+CD69+ T-Zellen 26 21,0 13,6 | 20,2 |0,7 45,5[12/14,8(9,8 | 14,6 (2,5 35,5| 0,269
Naive-T-Zellen 2610,4(94 | 7,1 |0,4(30,9/12/5,1 (45| 4,2 |1,3/16,8| 0,093

Gedachtnis-T-Zellen 26 21,3[13,1| 20,4 |0,0 55,1|12/18,6 10,8| 17,8 |6,0 45,7 | 0,359
Effektor-T-Zellen 26|05 (09| 0,2 |0,0|4,2 1204 |04 | 0,2 |0,0(1,4 |0,963

TEMRA 26|0,7 |21 | 0,2 |0,0[10,5[120,3 |0,2| 0,3 |0,0(0,8 | 0,411
CD8+ T-Zellen 26 22,2 20,4| 19,2 (0,8 [95,5[1217,410,2| 16,5 |1,7 38,1 | 0,566
Naive-T-Zellen 26 14,7 10,5| 12,2 (2,2 [39,5[1210,0|7,6 | 85 |2,6 28,9| 0,185

Gedachtnis-T-Zellen 26 10,4 [10,9| 8,1 0,0 53,0/12/8,6 (43 | 9,9 |1,6 158| 0,816
Effektor-T-Zellen 26|33 (39| 1,8 |0,017,5/126,1 11,1| 2,2 |0,9[39,9| 0,447

TEMRA 26|57 (63| 34 (133181241 |34 | 3,3 |0,5(12,1| 0,393
CD8+CD69+ T-Zellen |26 20,7 [20,5| 17,3 |0,6 94,0 [12]16,9 (9,8 | 16,3 |1,7 36,7 | 0,865
Naive-T-Zellen 26 14,1 10,6| 12,0 |0,9 38,5(12/9,7 |7,5| 8,2 |2,528,5| 0,256

Gedachtnis-T-Zellen 269,9 [10,8| 7,5 0,0 52,3/12/8,3 (43| 9,3 |1,6 156] 0,745
Effektor-T-Zellen 263,139 | 15 |0,017,2]125,9 11,0| 2,1 |0,7 39,4| 0,411
TEMRA 26|45 (38| 3,2 |0,0[16,212/4,0 |34 | 2,8 |0,511,9| 0,609

Die Tabelle zeigt die prozentuale IFN-y-Produktion der T-Zellen bei JIA-Patienten und HC im
Vergleich nach Stimulation mit PHA. Es werden von CD4+, CD4+CD69+, CD8+ und CD8CD69+
T-Zellen jeweils folgende Subpopulationen gezeigt: Naive-T-Zellen (CD45RA+CD28+), Gedacht-
nis-T-Zellen (CD45RA-CD28+), Effektor-T-Zellen (CD45RA+CD28-), TEMRA (CD45RA-CD28-).
Die Werte sind als Mittelwert (MW) + Standardabweichung (SD) und als Median inklusive mini-
malem (Min) und maximalem Wert (Max) angegeben. Die Analyse der Haufigkeit erfolgte mit dem
Mann-Whitney-U-Test.

Die IFN-y-Produktion der T-Zellen der Zellkultur ohne Stimulus zeigte deutlich
geringere Werte, sowohl in JIA-Patienten (N=5) und HC (N=2). Die Daten sind

auf Grund der geringen Fallzahl nicht aufgezeigt.

3.3.3 IFN-y-Konzentration im Uberstand der Zellkulturen

Die IFN-y-Konzentration im Uberstand der Zellkulturen nach Stimulation mit
FSME-Antigen und PHA wurde bei 12 JIA-Patienten und 10 HC gemessen. Die
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Ergebnisse zeigen Tabelle 24 und Abbildung 18. Es ergaben sich keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den JIA-Patienten und HC. Die IFN-y-Konzentra-

tion war nach Stimulation mit PHA deutlich hoher als nach Stimulation mit dem

FSME-Antigen sowohl in JIA-Patienten als auch in HC.

Tabelle 24: IFN-y-Konzentration im Uberstand der Zellkulturen

JIA-Patienten p-Wert
N | MW | SD |Median Max MW
FSME- ;518341 [747.1|552,0 063,310 [472,5 0,254
Antigen
PHA [12[1170.9/685,9 1304 5 1913.3[10 [1342,3 0,674

IFN-y-Konzentration im Uberstand der Zellkulturen nach Stimulation mit dem FSME-Antigen und
PHA in JIA-Patienten und HC wurde mit einem IFN-y ELISA ermittelt und ist in der Einheit pg/ml

dargestellt. Die Analyse der Haufigkeit erfolgte mit dem Mann-Whitney-U-Test.

Abbildung 18: IFN-y-Konzentration im Uberstand der Zellkulturen
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Nach Stimulation mit dem FSME-Antigen zeigen die JIA-Patienten (blau) eine leicht erhdhte IFN-
y-Produktion, jedoch nicht signifikant hdher als die der HC (rot). Im Vergleich zu der Stimulation



mit PHA haben beiden Gruppen eine deutlich niedrigere IFN-y-Produktion. Nach Stimulation mit
PHA zeigten die HC eine leicht erhéhte IFN-y-Produktion.

3.3.4 Korrelationen des zellularen Immunsystems

3.3.4.1 Zusammenhange innerhalb der zellularen Parameter

Es zeigte sich eine signifikant positive Korrelation zwischen der IFN-y-Konzent-
ration im Uberstand der Zellkultur nach Stimulation mit FSME-Antigen mit der
Verteilung der IFN-y-Produktion der CD4+ (R=0,641, p=0,025) und CD4+CD69+
(R=0,680, p=0,015) T-Zellen bei den JIA-Patienten (siehe Tabelle 25). Die IFN-
y-Produktion der CD8+ (R=0,517, p=0,085) und der CD8+CD69+ (R=0,510,
p=0,090) T-Zellen zeigten eine &hnliche Tendenz, jedoch keine signifikanten Er-
gebnisse mit der IFN-y-Konzentration im Uberstand der Zellkultur nach Stimula-
tion mit FSME-Antigen bei den JIA-Patienten. Bei den HC zeigte die IFN-y-Pro-
duktion weder mit den CD4+ oder CD4+CD69+ noch mit den CD8+ oder
CD8+CD69+ T-Zellen eine signifikante Korrelation mit der IFN-y-Konzentration
im Uberstand der Zellkultur nach Stimulation mit FSME-Antigen. Die IFN-y-Kon-
zentration im Uberstand der Zellkultur nach Stimulation mit PHA zeigte keinen
Zusammenhang mit der Verteilung der IFN-y-Produktion der CD4+,
CD4+CD69+, CD8+ oder CD8+CD69+ T-Zellen weder bei JIA-Patienten noch
bei HC.

Tabelle 25: Korrelationstabelle innerhalb der zellularen Parameter

JA | HC
IFN-y-Konzentration im Uberstand der Zellkultur
nach Stimulation mit FSME-Antigen

Korrelationskoeffizienten 0,641 0,511

CD4+ Signifikanz (2-seitig) 0,025 0,132
N 12 10

Korrelationskoeffizienten 0,680 0,468

CD4+CD69+ | Signifikanz (2-seitig) 0,015 0,172
N 12 10

Korrelationskoeffizienten 0,517 0,426

CD8+ Signifikanz (2-seitig) 0,085 0,220
N 12 10

Korrelationskoeffizienten 0,510 0,529

CD8+CD69+ | Signifikanz (2-seitig) 0,090 0,116
N 12 10

Die Tabelle bezieht sich auf die 12 JIA-Patienten und 10 HC bei denen die IFN-y-Konzentration
im Uberstand der Zellkultur nach Stimulation mit FSME-Antigen gemessen wurde und zeigt den
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman, die Signifikanz (2-seitig) und die Anzahl (N) je-
weils mit dem prozentuellen Anteil IFN-y-positiver CD4+, CD4+CD69+, CD8+ und CD8+CD69+
T-Zellen nach FSME-Antigen Stimulation.
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3.3.4.2 Zusammenhang der zellularen Ergebnisse mit den

demographischen Daten

Die Anzahl aller erhaltenden FSME-Impfungen, das heil3t, die 3 Teilimmunisie-
rungen der FSME-Grundimmunisierung addiert mit der Anzahl an Boosterimp-
fungen, zeigt keine Korrelation mit der durchflusszytometrisch gemessenen IFN-
y-Produktion der CD4+CD69+ und CD8+CD69+ T-Zellen in der mit dem FSME-
Antigen stimulierten Zellkultur, weder bei JIA-Patienten noch bei HC. Eine gra-

phische Darstellung zeigt Abbildung 19.
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Abbildung 19: Prozentueller Anteil IFN-y-positiver T-Zellen in Abh&ngigkeit von der Anzahl
der FSME-Impfungen
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Es zeigten sich kaum Unterschiede in der durchflusszytometrisch gemessenen IFN-y-Produktion
der CD4+CD69+ (oben) und CD8+CD69+ (unten)T-Zellen in der mit dem FSME-Antigen stimu-
lierten Zellkulturen, trotz unterschiedlicher Anzahl von FSME-Impfungen in JIA-Patienten (blau)
und HC (rot).

Einen Ausschnitt der Zusammenhange der zellularen Ergebnisse mit den demo-
graphischen Daten stellt Tabelle 26 dar. Es zeigten sich keine signifikanten Zu-
sammenhange zwischen den IFN-y produzierenden CD4+ und CD4+CD69+ o-
der den IFN-y produzierenden CD8+ und CD8+CD69+ T-Zellen mit der Anzahl
der FSME-Boosterimpfungen, einer langere Zeitspanne zwischen der FSME-
Grundimmunisierung und der ersten Boosterimpfung und der Zeit seit der letzten

FSME-Impfung weder bei JIA-Patienten noch bei HC.

Sowohl das Alter bei Erstdiagnose der JIA (R=0,458, p=0,024) als auch die Er-
krankung bei FSME-Grundimmunisierung (R=0,490, p=0,011) zeigen einen sig-
nifikanten Zusammenhang mit der durchflusszytometrisch gemessenen IFN-y-
Produktion der CD4+CD69+ T-Zellen aus der mit FSME-Antigen stimulierten
Zellkulturen. Speziell die T-Zell Subpopulation der Gedachtnis-T-Zellen zeigte ei-
nen signifikanten Zusammenhang mit dem Alter bei der JIA Erstdiagnose
(R=0,536, p=0,007). Die Einnahme von TNF-Inhibitoren zum Zeitpunkt der Blut-
entnahme hatte einen signifikant negativen Einfluss auf die mit FSME-Antigen
stimulierten IFN-y-Produktion der CD4+CD69+ T-Zellen (R=-0,459, p=0,024), vor
allem der Gedachtnis-T-Zellen (R=-0,417, p=0,042). Einen geringen nicht signifi-
kant negativen Einfluss auf die IFN-y-Produktion der CD4+CD69+ T-Zellen hatte
die Einnahme von TNF-Inhibitoren (R=-0,377, p=0,101) und MTX (R=-0,238,
p=0,327) wahrend der FSME-Impfungen.
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Tabelle 26:Korrelation der zellularen Ergebnisse mit den demographischen Daten

JA-Patient | HC
CD4+CD69+ T-Zellen
Korrelationskoeffizient 0,281 0,104
Anzahl der FSME-Boosterimpfungen Signifikanz (2-seitig) 0,259 0,790
N 18 9
o _ o Korrelationskoeffizient -0,057 0,059
Zet g‘é”;sg:;fgndg(’)gsste'v'rﬁ; (sfﬁ’r:‘;'mm“”'s'emng Signifikanz (2-seitig) 0,823 0,881
N 18 9
Korrelationskoeffizient 0,277 0,374
Zeit seit der letzten FSME-Impfung Signifikanz (2-seitig) 0,180 0,231
N 25 12
Korrelationskoeffizient 0,458 -
Alter bei JIA-Erstdiagnose Signifikanz (2-seitig) 0,024 -
N 24 -
) Korrelationskoeffizient 0,490 -
‘(]B"r“u' féﬂ?;‘ﬁﬂg?etr’jégFSME' Signifikanz (2-seitig) 0,011 -
N 26 -
) Korrelationskoeffizient 0,393 -
é'oA(;sEtg‘rrifn”";f‘a’;% 23 Rl & Signifikanz (2-seitig) 0,106 -
N 18 -
Korrelationskoeffizient -0,459 -
TNF-Inhibitoren z.Z. der Blutentnahme Signifikanz (2-seitig) 0,024 -
N 13 -
Korrelationskoeffizient -0,377 -
TNF-Inhibitoren z.Z. der FSME-Impfung Signifikanz (2-seitig) 0,101 -
N 3 -
Korrelationskoeffizient -0,238 -
MTX z.Z. der FSME-Impfung Signifikanz (2-seitig) 0,327 -
N 9 -
CD4+CD69+ Gedachtnis-T-Zellen
Korrelationskoeffizient 0,536 -
Alter bei JIA-Erstdiagnose Signifikanz (2-seitig) 0,007 -
N 24 -
Korrelationskoeffizient -0,417 -
TNF-Inhibitoren z.Z. der Blutentnahme Signifikanz (2-seitig) 0,042 -
N 13 -
CD8+CD69+ T-Zellen
Korrelationskoeffizient -0,291 0,106
Anzahl der FSME-Boosterimpfungen Signifikanz (2-seitig) 0,241 0,787
N 18 9
o . o Korrelationskoeffizient 0,277 0,094
Zell zwischen deor FSME-GIUNIIMMUNISIENNg s gniikans (2-seiig) 0,266 0511
N 18 9
Korrelationskoeffizient 0,065 0,071
Zeit seit der letzten FSME-Impfung Signifikanz (2-seitig) 0,759 0,826
N 25 12

Die Tabelle bezieht sich auf die JIA-Patienten und HC und zeigt den Rangkorrelationskoeffizien-
ten nach Spearman, die Signifikanz (2-seitig) und die Anzahl (N). Dargestellt ist der Zusammen-
hang zwischen dem prozentuellen Anteil IFN-y-positiver CD4+CD69+, CD8+CD69+ und
CD4+CD69+ Gedachtnis-T-Zellen nach FSME-Antigen Stimulation und der Anzahl der FSME-
Boosterimpfungen, der Zeit zwischen der FSME-Grundimmunisierung und der ersten Booster-
impfung und der Zeit seit der letzten FSME-Impfung. Bezliglich der JIA-Patienten spezifische
Daten zeigt die Tabelle die Korrelation zwischen den CD4+CD69+ IFN-y produzierenden T-Zellen
und dem Alter bei JIA-Erstdiagnose, einer JIA-Erkrankung bei FSME-Grundimmunisierung, einer
JIA-Erkrankung bei einer FSME-Boosterimpfung, einer TNF-Inhibitoren Therapie zum Zeitpunkt
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(z.Z.) der Blutentnahme, einer TNF-Inhibitoren Therapie z.Z. der FSME-Impfung und einer MTX
Therapie z.Z. der FSME-Impfung.

3.4 Zusammenhang der humoralen und zellularen FSME-

Immunantwort

Bei den JIA-Patienten korreliert die IgG-anti-FSME-Aviditat signifikant mit der
IFN-y-Konzentration im Uberstand der mit dem FSME-Antigen stimulierten Zell-
kulturen (R=0,622, p=0,031), siehe Tabelle 27. Es konnte jedoch keine Korrela-
tion mit der IgG-anti-FSME-Aviditat und dem prozentuellen Anteil IFN-y-positiver
CD4+CD69+ und CD8+CD69+ T-Zellen und deren Subpopulationen nach
FSME-Antigen Stimulation bei JIA-Patienten festgestellt werden. Bei den HC
zeigte sich kein Zusammenhang mit der 1gG-anti-FSME-Aviditat und dem pro-
zentuellen Anteil IFN-y-positiver CD4+CD69+ oder CD8+CD69+ T-Zellen und
deren Subpopulationen nach FSME-Antigen Stimulation beziehungsweise mit
der IFN-y-Konzentration im Uberstand der mit dem FSME-Antigen stimulierten
Zellkulturen. Die IgG-anti-FSME-Konzentration und der FSME-Neutralisations-
Titer korrelierten weder mit dem prozentuellen Anteil IFN-y-positiver CD4+CD69+
oder CD8+CD69+ T-Zellen und deren Subpopulationen nach FSME-Antigen Sti-
mulation noch mit der IFN-y-Konzentration im Uberstand der mit dem FSME-An-

tigen stimulierten Zellkulturen, sowohl bei den JIA-Patienten als auch bei den HC.
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Tabelle 27: Korrelation der humoralen und zellularen FSME-Immunantwort

JIA-Patient | HC
CD4+CD69+ T-Zellen
Korrelationskoeffizient 0,000 0,040
lgG-anti-FSME-Konzentration | Signifikanz (2-seitig) 0,998 0,902
N 26 12
Korrelationskoeffizient 0,214 0,360
IgG-anti-FSME-Aviditat Signifikanz (2-seitig) 0,293 0,251
N 26 12
Korrelationskoeffizient 0,311 0,474
FSME-Neutralisations-Titer Signifikanz (2-seitig) 0,149 0,140
N 23 11
CD8+CD69+ T-Zellen
Korrelationskoeffizient -0,240 0,138
IgG-anti-FSME-Konzentration | Signifikanz (2-seitig) 0,237 0,669
N 26 12
Korrelationskoeffizient 0,083 0,082
IgG-anti-FSME-Aviditat Signifikanz (2-seitig) 0,687 0,800
N 26 12
Korrelationskoeffizient -0,055 0,477
FSME-Neutralisations-Titer Signifikanz (2-seitig) 0,804 0,138
N 23 11
IFN-y-Konzentration im Uberstand der Zellkultur
nach Stimulation mit dem FSME-Antigen
Korrelationskoeffizient -0,054 0,007
lgG-anti-FSME-Konzentration | Signifikanz (2-seitig) 0,867 0,984
N 12 10
Korrelationskoeffizient 0,622 -0,248
IgG-anti-FSME-Aviditat Signifikanz (2-seitig) 0,031 0,489
N 12 10
Korrelationskoeffizient 0,265 0,060
FSME-Neutralisations-Titer Signifikanz (2-seitig) 0,405 0,879
N 12 9

Die Tabelle bezieht sich auf die JIA-Patienten und HC und zeigt den Rangkorrelationskoeffizien-
ten nach Spearman, die Signifikanz (2-seitig) und die Anzahl (N). Dargestellt ist der Zusammen-
hang zwischen IgG-anti-FSME-Konzentration, IgG-anti-FSME-Aviditat und FSME-Neutralisati-
ons-Titer jeweils mit dem prozentuellen Anteil IFN-y-positiver CD4+CD69+ und CD8+CD69+ T-
Zellen nach FSME-Antigen Stimulation und der IFN-y-Konzentration im Uberstand der Zellkultur
nach Stimulation mit dem FSME-Antigen.
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4  Diskussion

Ziel der vorliegenden Studie war, bei Kindern mit JIA, die vor, wahrend oder nach
Beginn der Erkrankung und vor, wahrend oder nach einer immunsuppressiven
oder -modulatorischen Therapie eine primare FSME-Immunisierung erhalten ha-
ben, die Konzentration und Aviditat der FSME-spezifischen 1gG Antikdrper zu
messen und deren Korrelation zu berechnen, um die FSME-spezifischen IgG An-
tikbrper Aviditat als Langzeit-Parameter fur die humorale Immunitét vorzuschla-
gen. Des Weiteren wurde die FSME-spezifische zellulare Reaktivitat mittels IFN-
y-Produktion der T-Zellen bestimmt und die Korrelation mit der IgG-anti-FSME-
Konzentration und -Aviditat berechnet, um hieraus auf die Funktionstichtigkeit
des spezifischen Immunsystems der JIA-Patienten gegen FSME-Impfantigene

zu schlielRen.

Sowohl wegen der ansteigenden Inzidenz der gemeldeten FSME-Erkrankungen
im Jahr 2018 in Deutschland auf 583 Falle als auch auf Grund der ansteigenden
FSME-Risikogebiete in Deutschland auf 161 (Stand: Januar 2019) hat diese Stu-
die Relevanz, um aktuelle Impfempfehlungen fir die FSME-Impfung zu unter-
streichen und die Bedeutung einer positiven Impfquote zu betonen. Circa 97 %
der gemeldeten FSME-Erkrankten im Jahr 2017 war nicht oder unzureichend ge-
impft, heil3t es im Epidemiologischen Bulletin 17/2018 [100], [131].

4.1 Immunogenitat nach FSME-Vakzinierung bei JIA-Patienten
und HC

4.1.1 Aspekte der humoralen Immunreaktion

Zunachst untersuchten wir die humorale Immunantwort auf die FSME-Vakzinie-
rung, indem wir die lgG-anti-FSME-Konzentration und -Aviditat aus den Serum-
proben von 99 JIA-Patienten und 31 immunologisch gesunden Kindern bestimm-
ten. Hier zeigten die Mehrheit der JIA-Patienten (98,0 %) und alle HC eine posi-
tive 1lgG-anti-FSME-Konzentration = 165 VIUE/ml. Jeweils ein JIA-Patient zeigte
eine grenzwertige IgG-anti-FSME-Konzentration zwischen 120-165 VIUE/ml und
eine negative < 120 VIUE/mI. Bei der Bestimmung der IgG-anti-FSME-Aviditat
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zeigten ebenfalls die Mehrheit der JIA-Patienten (94,9 %) und alle HC einen po-
sitiven RAI > 60 %. Funf der JIA-Patienten hatten einen grenzwertigen RAI zwi-
schen 40-60 % und weder ein JIA-Patient noch ein HC hatte einen negativen RAI
<40 %. Zur weiteren Bestimmung der humoralen Immunantwort wurde bei 26
JIA-Patienten und 11 HC der FSME-Neutralisation-Titer gemessen. Dieser gibt
zusatzliche Information tUber die Funktionstiichtigkeit der Antikdrper. Die Ergeb-
nisse sind denen der vorherigen Versuche zur IgG-anti-FSME-Konzentration und
-Aviditat sehr &hnlich, in welchem ein Grof3teil der JIA-Patienten (88,5 %) und
alle HC einen positiven FSME-Neutralisation-Titer > 1:10 gegeniiber dem FSME-
Antigen aufwiesen. Einen negativen FSME-Neutralisation-Titer < 1:10 hatten drei
JIA-Patienten.

Obwohl man einen Zusammenhang zwischen der Konzentration und Aviditat der
FSME-spezifischen IgG Antikorper erwartet, wurde dieser in unserer Studie we-
der bei JIA-Patienten noch HC nachgewiesen. Stiasny et al. stellten ebenfalls
keine signifikante Korrelation zwischen der IgG-anti-FSME-Konzentration und -
Aviditat bei immunologisch gesunden, FSME-geimpften Personen, gleich wel-
cher Altersklasse, fest [132]. Bei immunologisch beeintrachtigten Kindern durch
eine Thymektomie beobachteten Zlamy et al. zu keinem Zeitpunkt der FSME-
Grundimmunisierung eine Korrelation der beiden humoralen Parameter IgG-anti-
FSME-Konzentration und -Aviditat [117]. Der JIA-Patient mit einer grenzwertigen
IgG-anti-FSME-Konzentration hatte einen positiven RAI und der JIA-Patient mit
einer negativen IgG-anti-FSME-Konzentration einen grenzwertigen RAIl. Dies
koénnte ein, wenn auch durch die geringe Fallzahl nur ein sehr dezenter Hinweis
darauf sein, dass die IgG-anti-FSME-Aviditat ein Surrogatmarker fur eine langere
Immunitat ist als die -Konzentration. Moglicherweise kann z. B. ein Patient nied-
rige Antikorperkonzentrationen und trotzdem gut bindende, das heif3t hoch avide
Antikorper haben, was auch einen Schutz vermuten lasst. Einen FSME-Antikor-
per-Neutralisationstest fuhrten wir methodisch bedingt bei den Patienten mit ei-
ner grenzwertigen oder negativen IgG-anti-FSME-Konzentration nicht durch. Vier

von den funf JIA-Patienten mit einer grenzwertigen IgG-anti-FSME-Aviditat hat-
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ten eine positive IgG-anti-FSME-Konzentration. Bei zwei von diesen JIA-Patien-
ten wurde der FSME-Antikdrper-Neutralisationstest durchgefuhrt und zeigte po-

sitive Werte.

In unserer Studie zeigte die Aviditat der FSME-spezifischen 1gG Antikorper in
JIA-Patienten ebenso wie in HC mit langerer Zeit nach der FSME-Grundimmuni-
sierung eine signifikante Zunahme. Dass die Reifung der Aviditat eines Antikor-
pers maf3geblich von der Zeit abh&angt und nicht von der Antikorperkonzentration,
wiesen unter anderem Pichichero et al. in einer Studie zur Impfung gegen Ha-
emophilus influenzae Typ b nach [133]. Es ist bekannt, dass auf Grund der klo-
nalen Selektion von B-Zellen und der somatischen Hypermutation, Antikorpern
mit hoherer Affinitat zu dem spezifischen Antigen entstehen [91], [92], [134], was

das Ergebnis zu Langzeit-Immunitat von Antikdrpern unserer Studie bekraftigt.

Der FSME-Neutralisation-Titer wies bei den JIA-Patienten eine signifikant posi-
tive Korrelation mit der IgG-anti-FSME-Konzentration und bei den HC konnte die-
selbe Tendenz berechnet werden. Dies zeigt, dass fur die erfolgreiche Neutrali-
sation der Infektiositat der Viren durch FSME-spezifischen IgG Antikdrpern, de-
ren Konzentration prognostisch relevant ist. Diese bedeutende Rolle des FSME-
Neutralisations-Titers beschrieb Holzmann et al. in einer Untersuchung zu der
Korrelation zwischen IgG Antikérpern und Neutralisations-Titers nach FSME-Va-
kzinierung [112], [135].

Primares Ziel dieser Arbeit ist, die IgG-anti-FSME-Aviditat als Langzeitparameter
der humoralen Immunogenitat bei JIA-Patienten vorzuschlagen. Unsere Daten
zeigen, dass die IgG-anti-FSME-Aviditat bei den JIA-Patienten mit langerer Zeit
nach der letzten Impfung steigt. Wir empfehlen, zur Kontrolle eines ausreichen-
den Impfschutzes nach der FSME-Immunisierung bei JIA-Patienten zuséatzlich
zur IgG-anti-FSME-Konzentration, auch die IgG-anti-FSME-Aviditat und den
FSME-Neutralisations-Titer zu bestimmen, um die Qualitat und Funktionalitat der

Antikorper zu analysieren.
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4.1.2 Aspekte der zellularen Immunreaktion

Nach der Bestimmung der humoralen Immunantwort folgte die Untersuchung der
zellularen Immunantwort auf die FSME-Vakzinierung. Diese ist zum aktuellen
Zeitpunkt im Vergleich zur humoralen Immunantwort nicht Teil intensiver For-
schung, insbesondere in Hinblick auf JIA-Patienten. Grund dafir kénnte unter
anderem die Ungewissheit sein, wie grol3 die Bedeutung der FSME-spezifischen
zellularen Reaktivitat im Schutz vor einer klinischen FSME-Erkrankung ist. Hierzu
erschien kurzlich ein schwedisches Review von Blom et al., in dem die Rolle der
natdrlichen Killerzellen und die T-Zell-Antwort in der zweiten Phase einer FSME-
Erkrankung bei ansonsten gesunden Menschen beleuchtet wurde. Sie wiesen
eine Aktivierung der NK-Zellen und CD8+ zytotoxische T-Zellen durch die Mes-
sung einer verstarkten Expression des Proliferationsmarkers Ki67 nach. Im Ge-
gensatz dazu zeigten CD4+ T-Helferzellen nur ein moderates oder niedriges Ak-

tivierungslevel [136].

In unserer Studie bestimmten wir die IFN-y-Synthese der PBMCs in der Zellkultur
nach Stimulation mit dem FSME-Antigen, um die FSME-spezifische zellulare Re-
aktivitat nach der FSME-Impfung zu messen. Dazu fuhrten wir bei 26 JIA-Patien-
ten und 12 HC einen IFN-y Secretion Assay durch. Mittels Durchflusszytometrie
phanotypisierten wir die IFN-y produzierenden T-Zellen durch Markierung der
Oberflachenmarker CD4, CD8, CD28, CD45RA, CD69. Des Weiteren ermittelten
wir die IFN-y-Konzentration im Uberstand der Zellkulturen.

Die JIA-Patienten und gesunden Kontrollen zeigten im IFN-y Secretion Assay
eine ahnliche Verteilung des prozentuellen Anteils IFN-y-positiver Zellen der ak-
tivierten CD4+ und CD8+ T-Zellen und deren Subpopulationen nach Stimulation
mit dem FSME-Antigen. Zwar beobachteten wir bei den JIA-Patienten in beiden
Féllen eine leicht erhdhte IFN-y-Produktion, jedoch ohne signifikante Unter-
schiede zu den HC. Eine veranderte Immunogenitat im Vergleich zu immunolo-
gisch gesunden Kindern auf die FSME-Impfung kénnte unter anderem durch die
JIA und deren Krankheitsaktivitat und/ oder durch die immunsuppressive und/o-
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der -modulatorische Therapie zu erklaren sein. Der Einfluss der immunsuppres-
siven und/oder -modulatorische Therapie auf die FSME-spezifische Immunant-

wort wird in Kapitel 4.4 diskutiert.

Die aktivierten CD4+ T-Helferzellen produzierten im Vergleich zu den aktivierten
CD8+ zytotoxischen T-Zellen mehr IFN-y nach Stimulation mit dem FSME-Anti-
gen in beiden Gruppen. Die Aktivierung der CD4+ T-Helferzellen ist wichtig fur
die B-Zell-Stimulation und die darauffolgende Produktion der pathogen-spezifi-
schen Antikorper [137]. In den Subpopulationen der CD4+CD69+ T-Zellen wurde
kein signifikanter Unterschied zwischen den JIA-Patienten und HC nachgewie-
sen. Die CD4+CD69+ Gedachtnis-T-Zellen produzierten im Vergleich zu den
CD4+CD69+ TMERA, Effektor- oder Naiven-T-Zellen, am meisten IFN-y sowohl
in den JIA-Patienten als auch in den HC, gefolgt von den Naiven-T-Zellen. Die
JIA-Patienten hatten eine leicht erhdhte IFN-y-Produktion in allen CD4+CD69+
T-Zell Subpopulation im Vergleich zu den HC, jedoch ohne signifikante Unter-
schiede. CD4+ Gedachtnis-T-Zellen besitzen wichtige Schlisselfunktionen in der
Immunantwort. Dazu zahlt, dass sie schon auf geringe Mengen von Antigen-
bruchstiicken reagieren und nach ihrer Aktivierung ein umfangreiches antiin-
flammatorisches und antivirales Zytokinprofil besitzen und rasch zu lymphati-

schen Organen migrieren [138].

Aberle et al. verglichen die CD4+ T-Helferzell Immunantwort nach FSME-Imp-
fung und -Erkrankung und wiesen einen Unterschied im Zytokinprofil nach. Die
CD4+ T-Helferzellen von Personen nach einer FSME-Impfung zeigten eine nied-
rigere IFN-y-Antwort und proportional mehr TNF-a und IL-2 positive CD4+ T-Zel-
len als die von Patienten nach einer FSME-Erkrankung [137]. In unserer Studie
wurde die TNF-a- und IL-2-Produktion nicht untersucht. Jedoch kann der Nach-
weis der IFN-y-Produktion von CD4+ Gedachtnis-T-Zellen nach der Stimulation
von PBMCs in der Zellkultur mit dem FSME-Antigen als erfolgreiche zelluléare

Impfantwort auf die FSME-Impfung interpretiert werden.

CD8+ zytotoxische T-Zellen haben die Fahigkeit infizierte Zellen zu erkennen und

deren Zelltod durch Apoptose zu induzieren. Im Rahmen der Immunantwort se-
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zernieren sie IFN-y und TNF-a. Die CD8+ Gedachtnis-T-Zellen antworten mit ei-
ner starken Zellproliferation und raschen Konvertierung in CD8+ Effektor-T-Zel-
len auf die Reexposition eines bekannten Pathogens [64]. In unserer Arbeit pro-
duzierte die aktivierte CD8+ T-Zell Subpopulation TEMRA, verglichen mit den
anderen bereits genannten Subpopulationen, am meisten IFN-y. Es war die ein-
zige T-Zell Subpopulation, in der die HC im Verhaltnis eine leicht hohere IFN-y-
Produktion aufwiesen als die JIA-Patienten. Bei der IFN-y-Produktion der
CD8+CD69+ Gedachtnis-, Effektor- und Naiven-T-Zellen zeigten die JIA-Patien-
ten dagegen wieder hohere Werte als die HC. Geginat und Lanzavecchia et al.
untersuchten die Differenzierung CD8+ T-Zellen in Bezug auf die Antigen-Ant-
wort. Die TEMRA zeigten die hdchste Rate an Zytokinsekretion, was sich mit den
Daten unserer Studie deckt, und eine flinke Migration zu inflammatorischen peri-
pheren Gewebe [139]. Somit kann auch eine effektive zellulare Immunantwort
auf die FSME-Impfung mit dem Nachweis der Aktivierung der CD8+ TEMRA
nach der Stimulation von PBMCs in der Zellkultur mit dem FSME-Antigen besta-
tigt werden.

Die durchflusszytometrisch gemessenen Daten, in denen die PBMCs der JIA-
Patienten im Vergleich zu den HC mehr IFN-y nach Stimulation mit dem FSME-
Antigen produzierten, konnte mittels IFN-y-ELISA aus dem Uberstand der Zell-
kulturen bestétigt werden. Es zeigte sich aul3erdem, dass sowohl bei den JIA-
Patienten als auch in den HC eine deutlich héhere IFN-y-Produktion in der Posi-
tivkontrolle nach Stimulation mit PHA und eine deutlich niedrige IFN-y-Produktion
in der Negativkontrolle ohne Stimulation erfolgten. Diese Ergebnisse bestatigten
wir ebenfalls mittels Bestimmung der IFN-y-Konzentration aus dem Uberstand
der Zellkulturen. Die Funktionstichtigkeit des zellularen Immunsystems in Bezug

auf die FSME-Impfung bei JIA-Patienten ist anhand dieser Daten nachgewiesen.

4.2 Korrelation des humoralen und zellularen Immunsystems

in Bezug auf die FSME-Immunitat

Das sekundéare Ziel dieser Studie ist, die FSME-spezifische zellulare Reaktivitat
durch IFN-y-Produktion der T-Zellen zu bestimmen und die Korrelation mit den
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humoralen Parametern zu berechnen beziehungsweise indirekt mit der B-Zell
Funktion darzustellen, da diese die spezifischen Antikérper produzieren und ent-

sprechend deren Quantitat und Qualitat beeinflussen.

Die IgG-anti-FSME-Konzentration korreliert weder mit der IFN-y-Produktion der
der aktivierten CD4+ oder CD8+ T-Zellen noch mit der IFN-y-Konzentration im
Uberstand der Zellkulturen, und dies weder bei den JIA-Patienten noch bei den
HC. Die IgG-anti-FSME-Aviditat deckte sich mit der IFN-y-Konzentration im Uber-
stand der Zellkulturen in den JIA-Patienten. Eine Korrelation mit der 1gG-anti-
FSME-Aviditat und der IFN-y-Produktion der CD4+ oder CD8+ T-Zellen oder de-
ren Subpopulationen konnte jedoch nicht festgestellt werden. Ahnliche Ergeb-
nisse zeigten sich bei den HC, da kein Zusammenhang mit der 1gG-anti-FSME-
Aviditat und der IFN-y-Produktion der CD4+ oder CD8+ T-Zellen oder mit der
IFN-y-Konzentration im Uberstand der Zellkulturen konstatiert werden konnte.
Der FSME-Neutralisations-Titer verhielt sich entsprechend wie die IgG-anti-
FSME-Konzentration bei JIA-Patienten und HC und zeigte keinen Zusammen-
hang mit den genannten zellularen Parametern. In dieser Studie konnte folglich
keine Korrelation zwischen dem humoralen und zellularen Immunsystem in Be-
zug auf die FSME-Impfantwort weder bei den JIA-Patienten noch bei den HC

nachgewiesen werden.

Ahnliche Ergebnisse erhielten Prelog et al. in einer Untersuchung zu Varizella-
Zoster-spezifischen Immunantwort bei immunsupprimierten Patienten nach einer
Organtransplantation [140]. Es wurde keine Korrelation zwischen der humoralen
und zellularen Immunantwort gemessen und dahingehend interpretiert, dass die
T- und B-Zell-abh&ngige Immunantworten moglicherweise wahrend der Impfant-

wort getrennt voneinander ablaufen.

4.3 Relevanz der FSME-Boosterimpfungen

Einen beeindruckenden Effekt auf eine effektive humorale Immunantwort hatte
die steigende Anzahl aller FSME-Impfungen, das heil3t der Erhalt von Booster-
impfungen. Die JIA-Patienten wiesen eine signifikant hohere IgG-anti-FSME-

Konzentration und -Aviditat auf, je mehr FSME-Impfungen sie erhielten. Bei den
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gesunden Kontrollen war jedoch nur die IgG-anti-FSME-Aviditat, nicht aber die
IgG-anti-FSME-Konzentration, abhéangig von der Anzahl der erhaltenden FSME-
Impfungen. Die Anzahl der FSME-Impfung scheint auf den FSME-Neutralisation-
Titer sowohl bei den JIA-Patienten als auch bei den HC in unserer Studie keinen
starken Einfluss zu haben. Mit der durchflusszytometrisch gemessenen IFN-y-
Produktion der CD4+CD69+ und CD8+CD69+ T-Zellen in der mit dem FSME-
Antigen stimulierten Zellkultur wiesen wir keine erwahnenswerte Korrelation mit
der Anzahl aller erhaltenden FSME-Impfungen nach, weder bei JIA-Patienten
noch bei HC. Rendi-Wagner et al. untersuchten die Langzeit-Immunitét bei Ge-
sunden zwei und drei Jahre nach der ersten FSME-Boosterimpfung, die wiede-
rum = 3 Jahre nach der FSME-Grundimmunisierung erfolgte, und beobachteten
in beiden Gruppen in =2 95 % der Falle einen positiven FSME-Neutralisations-
Titer und in = 97 % der Falle eine ausreichende FSME-spezifische IgG Antikorper
Konzentration. Die FSME-spezifische IgG Antikorper Aviditat wurde in dieser Stu-
die nicht untersucht [141].

Die Zeit zwischen der FSME-Grundimmunisierung und der ersten Boosterimp-
fung war bei den JIA-Patienten im Mittel 3,4 Jahre und bei den HC 3,8 Jahre. Die
Empfehlung zur zeitgerechten Boosterimpfung nach der FSME-Grundimmunisie-
rung differiert je nach Hersteller. FSME-Immun® der Firma Baxter rat zur ersten
Auffrischimpfung 3 Jahre nach der FSME-Grundimmunisierung und Encepur®
von Novartis 5 Jahren nach der FSME-Grundimmunisierung bei Personen < 49
Jahren [107], [110]. Leider erfassten wir in der Studie nicht den Hersteller der
erhaltenen FSME-Impfungen. Es zeigte sich, dass eine zeithahe erste Booster-
impfung nach der FSME-Grundimmunisierung einen signifikant positiven Einfluss
auf die lgG-anti-FSME-Aviditat bei den HC hatte. Die Zeit zwischen den oben
genannten Zeitpunkten zeigte keinen Einfluss auf die die 1gG-anti-FSME-Kon-
zentration und den FSME-Neutralisations-Titers, weder bei JIA-Patienten noch
bei HC.

Den erfolgreichen Effekt von FSME-Boosterimpfungen auf den Langzeit-Impf-
schutz wiesen mehrere Studien zu 3-, 5- und 6-Jahres-Follow-up nach. Es zeigte
sich, dass nach 3 Jahren noch ein voller Impfschutz bestand, sodass eine Nach-

prufung der Intervalle der FSME-Boosterimpfungen empfohlen wurde [141]-
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[144]. Dies kdénnen wir mit den Daten unserer Studienteilnehmer, die mindestens
eine Boosterimpfung erhalten haben bestétigen. Die Aviditat der FSME-spezifi-
schen IgG Antikorper der gesunden Kontrollen nahm mit der Zeit nach der 1.
FSME-Boosterimpfung signifikant zu. Hingegen nahm die Konzentration der
FSME-spezifischen IgG Antikorper bei den JIA-Patienten signifikant mit der Zeit
ab. In einer aktuellen Studie aus dem Jahr 2018 von Beran et al. hatten = 90 %
der immunologisch gesunden Probanden, die nach der FSME-Grundimmunisie-
rung eine Boosterimpfung erhielten, einen positiven FSME-Neutralisations-Titer
10 Jahre nach der FSME-Boosterimpfung. Diese Ergebnisse bestéatigen einen
zufriedenstellenden Langzeit-Impfschutz gegen den FSME-Virus nach der

FSME-Grundimmunisierung und nur einer -Boosterimpfung [145].

4.4 Einfluss der DMARD-Therapie auf die FSME-Impfantwort

Eine immunsuppressive oder -modulatorische Therapie beeinflusst das Immun-
system. Ziel der Therapie ist, die Lymphozyten-Aktivierung und -Proliferation zu
hemmen und Zytokine zu binden beziehungsweise deren Synthese zu reduzie-
ren. Diese Reaktionen sind jedoch Teil der gewiinschten zellularen und humora-

len Immunantwort auf eine Impfung [34]—[36].

In unserer Studie haben zum Zeitpunkt der FSME-Vakzinierung etwa ein Drittel
(28,1 %) der untersuchten JIA-Patienten immunsuppressive und/oder -modula-
torische Medikamente eingenommen. Davon hat wiederum ein Drittel (34,8 %)
zwei und der Rest ein Medikament angegeben. Eine Therapie mit nichtsteroida-
len Antirheumatika (47,8 %) und mit Methotrexat (43,5 %) war die haufigste, ge-
folgt von einer Behandlung mit TNF-Inhibitoren (13,0 %) wie Etanercept und Ada-
limumab. Zum Zeitpunkt der Blutentnahme haben deutlich mehr JIA-Patienten
(78,0 %) immunsuppressive und/oder -modulatorische Medikamente eingenom-
men als zum Zeitpunkt der FSME-Vakzinierung. Uber die Halfte der JIA-Patien-
ten (60,6 %) haben ein Medikament angegeben, die Gbrigen zwei bis vier Medi-
kamente. Die am haufigsten verordneten Wirkstoffe waren, wie zum Zeitpunkt
der FSME-Vakzinierung, nichtsteroidale Antirheumatika, Methotrexat und TNF-
Inhibitoren.
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Eine MTX-Therapie wahrend der FSME-Impfung hatte einen signifikant negati-
ven Einfluss auf die 1gG-anti-FSME-Aviditat. Eine TNF-Inhibitor-Therapie zeigte
tendenziell einen negativen Einfluss auf die 1gG-anti-FSME-Konzentration so-
wohl wéhrend der FSME-Impfung als auch zum Zeitpunkt der Blutentnahme. Hin-
gegen entwickelte sich der FSME-Neutralisations-Titer im Verhaltnis positiv unter
einer TNF-Inhibitor-Therapie wahrend der FSME-Impfung und zum Zeitpunkt der
Blutentnahme. Obwohl die Anzahl der JIA-Patienten, die zum Zeitpunkt der
FSME-Impfung eine TNF-Inhibitor-Therapie erhielten, sehr gering ist, lassen die
Ergebnisse Platz fir Interpretationen, ob die Kontrolle des Entziindungsgesche-
hens bei JIA, zum Beispiel durch TNF-Inhibitoren, eine effiziente Immunreaktion
auf die FSME-Impfung veranlassen, obwohl die 1gG-anti-FSME-Konzentration

sinkt.

Hertzell et al. erhoben in einer open-label-Studie zur FSME-Grundimmunisierung
bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis unter Immunsuppression durch Methotr-
exat und/oder TNF-Inhibitoren folgende Daten. Die alleinige Therapie mit Me-
thotrexat oder TNF-Inhibitoren zeigte keinen negativen Effekt auf die Immunoge-
nitat. Die Kombination der beiden Medikamente fiihrte bei den RA-Patienten je-
doch zu einem signifikant niedrigeren Level an neutralisierenden FSME-Antikor-
pern als bei den gesunden Kontrollen [146]. In unserer Studie hat lediglich ein
JIA-Patient zum Zeitpunkt der der FSME-Impfung sowohl Methotrexat als auch
TNF-Inhibitoren eingenommen und zeigte eine mittelhohe 1gG-anti-FSME-Kon-

zentration und eine grenzwertige -Aviditat.

In Bezug auf die zellulare Immunreaktion auf die FSME-Impfung zeigte sich ein
signifikanter Unterschied zwischen der IFN-y-Produktion der Subpopulation der
Naiven-T-Zellen zwischen JIA-Patienten und HC, sowohl in den CD4+ und CD8+
T-Zellen nach Stimulation mit dem FSME-Antigen. Almanzar et al. untersuchten
die Differenzierung der T-Zell Subpopulationen bei JIA-Patienten und wiesen
eine verstarkte Proliferation der Naiven-T-Zellen bei denjenigen nach, die unter
immunsuppressiver Medikation in Remission waren [147]. Es konnte eine Rekon-

stitution der Thymusfunktion mit der Analyse von T-cell receptor excision circles
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und einen daraus folgenden erhdhten Level an peripheren Naiven-T-Zellen nach-
gewiesen werden. In unserer Studie befand sich lediglich ein JIA-Patient in

Krankheitsremission unter Medikation und drei weitere ohne Medikation.

45 Limitationen und Ausblick

4.5.1 Heterogenitat der Studienpopulation

Die JIA-Patienten waren zum Zeitpunkt der Blutentnahme signifikant alter als die
HC (p=0,001). Das durchschnittliche Alter der JIA-Patienten betrug 14,2 Jahre
und das der HC 12,0 Jahre. Das Geschlechterverhaltnis war einigermalRen aus-

geglichen, wobei etwas mehr Madchen in der JIA-Gruppe vertreten waren.

Die HC waren zum Zeitpunkt der ersten FSME-Teilimmunisierung mit 4,7 Jahren
deutlich junger als den JIA-Patienten mit 6,2 Jahren (p=0,034). Das Alter beein-
flusst nach Stiansy et al. jedoch nicht die FSME-spezifische IgG Antikérper Avi-
ditat bei jungeren (< 30 Jahre) und alteren (> 50 Jahre) gesunden Erwachsenen
[132]. Inwiefern der Altersunterschied in dieser Altersklasse Einfluss auf die
FSME-spezifische IgG Antikorper Konzentration und Aviditat, den FSME-Neutra-
lisation-Titer und die FSME-spezifische T-Zell-Antwort hat, ist ungeklart. Weiter-
hin gab es Unterschiede in der Anzahl der Boosterimpfungen zwischen den JIA-
Patienten und den HC. Es erhielten mehr JIA-Patienten zwei oder drei Booster-
impfungen als die HC. Das kann einerseits damit zusammenhé&ngen, dass die
JIA-Patienten schon &lter waren als die HC, und anderseits, dass sie auf Grund
der Immunsuppression durch die Erkrankung und/oder ihrer Therapie ein erhéh-
tes Infektionsrisiko aufwiesen. Jedoch betrug die Anzahl aller FSME-Impfungen,
FSME-Grundimmunisierung und Boosterimpfungen eingeschlossen, in beiden
Gruppen im Median 4.

Die JIA ist eine sehr heterogene Erkrankung. In dieser Studie sind JIA-Patienten
mit den verschiedenen JIA-Subtypen eingeschlossen. Einige befinden sich in
Krankheitsremission, zum Teil mit und zum Teil ohne Medikamente. Die Thera-
pieform ist ebenfalls &uf3erst uneinheitlich - so gibt es Unterschiede sowohl in der

Dauer als auch in den eingenommenen Wirkstoffen und deren Dosierung. Diese
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Faktoren erschweren die Interpretation der erhobenen Daten. Die JIA-Patienten
kénnen nicht als eine Gruppe zusammengefasst werden, sondern bedirfen der

genauen Betrachtung der oben genannten Faktoren.

45.2 Methodisch-technische Limitationen

Um die IgG-anti-FSME-Konzentration zu bestimmen, flhrten wir einen Anti-
FSME-Viren-ELISA durch. Im letzten Schritt erfolgte die photometrische Mes-
sung des Farbumschlags der Losung. Kritisch zu diskutieren ist der Abbruch der
Messung bei 1000 VIEU/ml. Dadurch entsteht eine allgemeine Messungenauig-
keit. Obwohl eine IgG-anti-FSME-Konzentration = 165 VIEU/mI schon als positiv
gilt und von einem Immunschutz ausgegangen werden kann, ware es interes-
sant, welches die Maximalwerte sind und ob es in den oberen Messbereichen
Unterschiede zwischen den JIA-Patienten und den HC gibt.

Die FSME-spezifische zellulare Reaktivitat wurde mittels des Zytokins IFN-y ge-
messen. Es gibt noch eine Reihe weiterer T-Zell typischer Zytokine, mit denen
deren Aktivierung bestimmt werden kann. Die Arbeitsgruppe um Aberle et al. hat
neben IFN-y auch noch Interleukin-2 gemessen, um CD4+ T-Helferzellen nach
einer FSME-Impfung oder Erkrankung zu beobachten [148]. Jedoch wurde ne-
ben dem IFN-y Secretion Assay und der Bestimmung der aktivierten CD4+ und
CD8+ T-Zellen auch noch die IFN-y Konzentration im Uberstand der mit FSME-
Antigen stimulierten Zellkulturen ermittelt. Dadurch wurden die Ergebnisse zur
FSME-spezifische zellularen Reaktivitat zuverlassiger.

4.5.3 Zukunftige Datenerhebung

Diese Studie beschreibt und vergleicht die Momentaufnahme der humoralen und
zellularen FSME-Immunogenitat bei JIA-Patienten und immunologisch gesunden
Kindern nach FSME-Impfungen. Neben der Heterogenitat der JIA Erkrankung,
der Krankheitsaktivitat und des Therapiekonzepts haben die unterschiedlichen
Zeitpunkte der FSME-Impfungen zusatzlich die Ergebnisbeurteilung erschwert.
Um den Verlauf der FSME-Immunantwort nach der FSME-Grundimmunisierung
und Boosterimpfungen einheitlich zu beobachten und zu beurteilen, ware eine

prospektive open-label-Langzeitstudie zur Uberpriifung der Immunogenitat der
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FSME-Impfung bei JIA Patienten hinsichtlich der humoralen und zellularen Im-

munantwort sicher sehr interessant.
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5 Zusammenfassung

Bei Kindern mit Juveniler idiopathischer Arthritis (JIA) sind Impfungen auf Grund
der immunsuppressiven Umstande durch die Erkrankung und die entsprechende
Therapie dringend empfohlen. Daher sollten JIA-Patienten, die sich l&angere Zeit
in einem Frihsommer-Meningoenzephalitis (FSME)-Risikogebiet aufhalten oder

leben, dringend eine aktive Immunisierung gegen den FSME-Virus durchfihren.

In der vorliegenden Studie verglichen wir sowohl die humorale als auch die zel-
lulare Immunantwort auf die FSME-Impfung bei 99 gegen FSME geimpften JIA-
Patienten mit 30 immunologisch gesunden, altersgleichen Kindern (HC). Dazu
untersuchten wir die FSME-spezifische IgG Antikorper Konzentration und Avidi-
tat, den FSME-Neutralisatins-Titer und die FSME-spezifische T-Zell-Antwort mit-
tels IFN-y Secretion Assay und Ermittlung der IFN-y Konzentration im Uberstand
der mit FSME-Antigen stimulierten Zellkulturen.

Es zeigten sich ahnliche Ergebnisse hinsichtlich der IgG-anti-FSME-Konzentra-
tion, -Aviditdt und des FSME-Neutralisations-Titers. Der Erhalt von FSME-
Boosterimpfungen hatte einen positiven Effekt auf die FSME-spezifische 1gG An-
tikdrper Konzentration bei den JIA-Patienten und die FSME-spezifische 1gG An-
tikorper Aviditat sowohl bei den JIA-Patienten als auch bei den HC. JIA-Patien-
ten, die eine Therapie mit Methotrexat (MTX) wahrend der FSME-Impfung erhiel-
ten, hatten weniger haufig einen RAI = 60 %. Hinsichtlich der zellularen Immun-
reaktion zeigten sich &hnliche Ergebnisse zwischen den JIA-Patienten und den
HC. Bei der durchflusszytometrischen Bestimmung der T-Zellen beobachteten
wir in beiden Gruppen, dass die aktivierten CD4+ T-Helferzellen im Vergleich zu
den aktivierten CD8+ zytotoxischen T-Zellen mehr IFN-y nach der Stimulation mit
dem FSME-Antigen produzierten. Die JIA-Patienten wiesen signifikant mehr IFN-
y produzieren Naive-T-Zellen auf als die HC. Die humorale und zellulare FSME-

Immunreaktion schienen nicht miteinander zu korrelieren.

Ungeachtet der Tatsache, an der JIA erkrankt zu sein oder nicht, zeigten die
FSME-geimpften Kinder dieser Studie auch einige Jahre nach der letzte FSME-
Impfung eine ahnliche humorale und zellulare Immunogenitat gegen FSME. Be-

sonders wichtig ist die Gabe von FSME-Boosterimpfungen, um eine erfolgreiche

94



Immunantwort zu erreichen und zu erhalten. Trotz des negativen Effekts der im-
munsuppressiven Therapie erreichten fast alle JIA-Patienten eine ausreichend
humorale und zellulare Immunogenitat. Daher scheint eine erfolgreiche FSME-
Immunisierung bei JIA-Patienten mitimmunsuppressiver Therapie realisierbar zu

sein.
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