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1. Einleitung

1.1 Das angeborene und erworbene Immunsystem

Das humane Immunsystem bildet ein hoch-ausdifferenziertes und mit den einzelnen
Komponenten eng vernetztes Gebilde, um sich gegen pathogene und nicht-pathogene
Mikroorganismen, Viren, entartete kdrpereigene Zellen, Allergene und Toxine behaupten
zu konnen.[1, 2] Dazu stellt die menschliche Oberfldche, die sich mit der Umwelt
auseinandersetzten muss, die erste abwehrende Barriere dar.[3] So schiitzen die
Epidermis und die respiratorischen, urogenitalen und gastrointestinalen Schleimhéute
sowie die Mukosa der Konjunktiven, des Innenohres und der Génge der exokrinen Driisen
primir rein mechanisch davor, dass Pathogene in den Korper gelangen konnen.[2-4]
Dartiiber hinaus werden die Adhésion und das Eindringen derer durch die Sekretion von
Mukus und antimikrobiellen Proteinen zusétzlich erschwert.[3, 5] Sollte diese erste Hiirde
von den zu schiddigenden Substanzen allerdings iiberwunden worden sein, greifen nun die
zwei  Mechanismen des Immunsystems: die angeborene und die adaptive
Immunabwehr.[3] Zuerst vermag es die angeborene Immunantwort auf das Pathogen zu
reagieren, welche sich aus zelluliren Bestandteilen wie den Makrophagen, den
Granulozyten und den Natural Killer Zellen und einer azelluldren Komponente wie dem
Komplement zusammensetzt.[3] Dieser Abschnitt des Immunsystems ist in der Lage eine
Vielzahl von potentiell gefdhrlichen Molekiilen zu erkennen und sich schnell, aber auch
unspezifisch, zur Wehr zu setzten.[2] Um dem Pathogen aber mit einer hohen Spezifitit
und Prézision begegnen zu kdnnen, muss die erworbene Immunantwort aktiv werden.[2]
Diese umfasst eine zellvermittelte und eine humorale Abteilung.[3] Die humorale
Immunabwehr beinhaltet die B-Zellen und die von ihnen produzierten 16slichen
Immunglobuline, wohingegen das zellvermittelte Abwehrsystem die T-Zellen enthilt.[3]
Beide Komponenten miissen bei Antigen Kontakt erst proliferieren und reifen und
konnen dann mit einer zeitlichen Latenz effektiv eingreifen und Gedéchtniszellen bilden,
welche bei erneuter Interaktion mit dem bekannten Antigen wesentlich schneller

reagieren konnen. [2]

1.2 T-Zellsubpopulationen

Der T-Zell-Rezeptor (TZR) stellt ein transmembranes Heterodimer dar und kann sich wie

folgt zusammensetzen: aus einer a- und [ Kette (90% aller T-Lymphozyten)



beziehungsweise einer y- und 6 Kette (10% aller T-Lymphozyten).[1, 3] Dabei ist es
aufgrund einer hohen genetischen Diversitit und durch die Rekombination der
betroffenen Gene méoglich bis zu 10® T-Zell-Rezeptoren zu generieren und damit eine
Fiille von Antigenen zu erkennen.[1] Auf den T-Lymphozyten befinden sich zudem
weitere Co-Rezeptoren, die fiir die T-Zell Aktivierung benétigt werden und zudem die T-
Lymphozyten in zwei Kategorien einteilen, ndmlich das CD8- und das CD4-
Glykoprotein.[3] Hierbei konnen die CD8+ T-Zellen (zytotoxische T-Zellen) mit dem
MHC-Molekiil der Klasse I wechselwirken, wohingegen die CD4+ T-Zellen (T-Helfer-
Zellen) dafiir ein MHC-Molekiil der Klasse II bendtigen.[3, 6] Das MHC-Klasse-I
Molekiil befindet sich auf allen kernhaltigen Zellen und dient den zytotoxischen T-Zellen
als Indikator, ob die betroffene Zelle infiziert oder auf andere Weise entartet ist und
bekdmpft werden soll, dagegen verwenden das MHC-Klasse-II Molekiil nur spezielle
Antigen-priasentierende Zellen wie z.B. die dendritische Zellen um so ihre
aufgenommenen Antigene darbieten zu konnen.[3, 6, 7] Dartiber hinaus stellen der CD3
und der CD28 Co-Rezeptor bei beiden Gruppen ein wichtiges zweites Signal dar um die
T-Zellen zusétzlich addquat zu stimulieren, proliferieren zu lassen und vital zu halten.|[8-

12]

Die T-Lymphozyten haben ihren Ursprung in multipotenten hématopoetischen
Stammzellen im Knochenmark, die weitere Ausdifferenzierung findet im Thymus
statt.[13, 14] Im Rahmen dieser Reifung verdndert sich das Profil der
Oberflachenmolekiile; aus den Vorlauferzellen werden vereinfacht dargestellt CD4-CD8-
T-Zellen, anschliefend CD4+CD8+T-Zellen und schlussendlich reife CD4+CDS-
beziehungsweise CD8+CD4- T-Zellen.[15] Dieser Vorgang ist sehr komplex und
zahlreiche Faktoren sind daran beteiligt, wie z.B. IL-7, die TZR-Signalwirkung und
Notch- sowie MAP Kinase Signalwege.[15] Voraussetzung fiir ein Durchschreiten dieser
Entwicklungsschritte ist, dass die unreifen T-Zellen den CD4 oder den CD8 Co-Rezeptor
besitzen und mit dem jeweiligen korpereigenen MHC-Molekiil interagieren (positive
Selektion), aber an dieses nicht zu fest binden, was ein Anzeichen fiir Autoreaktivitit
darstellen wiirde (negative Selektion).[16] Nur 5% der urspriinglichen Lymphozyten
geniigen den Qualititsanspriichen und werden in die Peripherie entlassen, die restlichen
Zellen gehen innerhalb des Thymus in Apoptose.[3] Die so entstandenen

immunkompetenten CD8+ T-Zellen kdnnen nun z.B. Virus infizierte Zellen oder auch



Tumorzellen durch Sezernierung von Perforinen und Granzymen direkt abtdten oder
durch Bindung an den Fas-Liganden diese in die Apoptose treiben.[7, 17] Dariiber hinaus
konnen die zytotoxischen T-Zellen Zytokine, wie Interferon-y erzeugen, die bei der
Bekdmpfung helfen.[17] Die Sekretion von Zytokinen ist allerdings die Hauptaufgabe der
CD4+ Lymphozyten, denn sie gestalten und koordinieren maf3geblich die Immunantwort
mit.[18] Welchen Einfluss sie allerdings genau auf die Immunreaktion nehmen, héngt
von den unterschiedlichen T-Helfer-Zellsubpopulationen ab, denn abhédngig von der
Gruppenzugehorigkeit variiert ihr Zytokin-Profil und die damit verbundenen

Funktionen.[19]

1.3 T-Helfer-Zellen

Der indeterminierte  naiven  T-Helfer-Zelle  (Th-Zelle) stehen  mehrere
Differenzierungsmoglichkeiten offen.[20] So kann sie in Richtung Thl-, Th2-, Th17-,
Th22-, Th9-, Tth oder regulatorische T-Helfer-Zelle (Treg) ausreifen.[21] Die sich
anschlieBende Abbildung 1 fiihrt die wichtigsten Moglichkeiten schematisch auf.

IL- IFN-y
TNF
1L-4
IL-2 [L 6, TNF
Naive
Th-Zelle
¢ ??
,QC>

]
IL-10 . o

Abbildung 1 T-Helfer-Zellsubpopulationen modifiziert nach [19] mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.



1.3.1 Thl-Zellen

Diese Zellsubpopulation wird vornehmlich mit der Abwehr von intrazelluldren
Pathogenen und der Typ IV Allergie (verzdgerter Typ) in Verbindung gebracht.[19] Der
Thl-Differenzierungsweg wird vor allem durch die Sekretion von IFN-y und IL-12
forciert, welche durch eine vermehrte Aktivierung des STAT4 Signalweges die
Hochregulation des Transkriptionsfaktors T-bet veranlasst.[19, 22] Die aktivierte Thl-
Zelle wiederum zeichnet sich durch die Produktion von TNF und IFN-y aus, wobei
letzteres auf die sezernierte Thl-Zelle selbst zurtickwirkt und diese unmittelbar
stimuliert.[21, 23] Dabei gelten ein erhohter Thl-Zellspiegel und vermehrte IFN-y
Proportionen als pro-inflammatorisch und sind mit Autoimmunerkrankungen wie
Multiple Sklerose (MS), Rheumatoide Arthritis (RA), Uveitis oder Diabetes mellitus Typ
I assoziiert.[24] So ist der Botenstoff IFN-y in der Lage die angeborene Abwehr zu
mobilisieren, indem er die Anzahl der Toll-like-Rezeptoren auf Makrophagen und
Monozyten hochreguliert und diese gegeniiber Pathogenen sensibilisiert.[25, 26]
Nichtdestotrotz besitzt IFN-y auch homdostatische Eigenschaften und kann die
Expansion und Persistenz von T-Lymphozyten durch Induktion von Apoptose

vermindern.[27]
1.3.2 Th2-Zellen

Die Hauptaufgabe der Th2-Zellen liegt in der Bekdmpfung von extrazelluldren
Infektionserregern und Parasiten.[ 19] Dabei sind sie insbesondere fiir die Regulierung der
humoralen Immunantwort verantwortlich, unterstiitzen unter anderem den
Klassenwechsel der von den B-Zellen produzierten Antikdrpern und sind vorrangig in der
Lunge und dem Verdauungstrakt anzutreffen.[19, 21] Pathologien innerhalb der Th2-
Zellen sind assoziiert mit Allergien und atopischen Krankheitsbildern.[28, 29] IL-4 regt
iiber Stimulierung des STAT6 Signalweges die Th2-Differenzierung an, indem vermehrt
der Transkriptionsfaktor GATA3 exprimiert wird.[21, 30] Die stimulierte Th2-Zelle ist
nun gekennzeichnet durch die Sezernierung von IL-4, IL-5 und IL-13, wobei IL-4 sich
vor allem als Wachstumsfaktor fiir Lymphozyten hervortut und als Zytokin, welches die
Differenzierung der Plasmazellen anregt und den Antikorper-Klassenwechsel hin zu IgE

und IgGlforciert.[21, 31, 32]



1.3.3 Thl17-Zellen

Die Differenzierung der Th17-Zellen wird durch TGF-f, IL-21, IL-6 und IL-1p induziert,
welche vor allem von aktivierten Makrophagen und dendritischen Zellen in entziindetem
Gewebe exprimiert werden.[33-35] Die Th17-Zellen selbst produzieren IL-17, IL-21 und
IL-22 und sind somit an der Bekdmpfung von extrazelluldren Pathogen und an der
Pathogenese von Autoimmunerkrankungen beteiligt.[36] So finden sich erhohte Anteile
dieser Zellen in der Synovialfliissigkeit und im peripheren Blut von an RA bzw. Juveniler
Idiopathischer Arthritis (JIA) erkrankten Personen.[37, 38] Des Weiteren sind sie
gekennzeichnet durch die Exprimierung des Transkriptionsfaktors RORyT und des

Chemokinrezeptors CCR6.[35]
1.3.4 Regulatorische T-Helfer-Zellen

Als wichtiger Bestandteil der Immunregulation fungieren die Tregs.[39, 40] . Als anti-
inflammatorische Zellpopulation fordern sie die Selbst-Toleranz und verhindern
iiberschieBende Immunreaktionen.[40] Sie regulieren die Aktivitdt von Th17- und Thl-
Zellen und wirken demnach dampfend auf Autoimmunerkrankungen und konnen
Abstofireaktionen nach Transplantationen mildern.[41] So werden die JIA, die RA und
die Systemische Sklerose (SSc) mit einer Beeintrachtigung der Funktionalitdt der Tregs
in Verbindung gebracht.[42-44] Die Tregs sind durch die Expression von CD25, die
Herunterregulierung von CDI127 sowie durch den Transkriptionsfaktor Foxp3
charakterisiert.[21] Sie sezernieren IL-10 und TGF-B.[21] Weiter lassen sich die
regulatorischen T-Zellen in natlirliche (nTregs) und induzierte (iTregs)
differenzieren.[40] Die nTregs entstammen dem Thymus und ihre Foxp3-Promotor-
Region wird noch im Vorlduferzell-Stadium aktiv demethyliert, wohingegen die iTregs
im peripheren Blut aus naiven T-Zellen oder in-vitro unter IL-2 und TGF- Stimulierung
entstehen.[45-48] Ein bestimmender Parameter fiir eine kréftige Treg-Abstammungslinie
ist der Methylierungsgrad der Foxp3-Region.[40] Ein geringes Mal} an Methylierung ist
gleichzusetzen mit einer hohen Expressionsrate dieses Transkriptionsfaktors und so-mit

aktiven und stabilen Tregs.[40, 49, 50]



1.3.5 Th9-Zellen

Die Th9-Zellen sind charakterisiert durch die Produktion von IL-9.[51] Sie sind beteiligt
an der Immunitit gegeniiber Helminthen und Tumoren, kdnnen aber auch Allergien

fordern und Autoimmunerkrankungen verstarken.[21, 51]
1.3.6 Th22-Zellen

Die Th22-Zellen stellen eine IL-22 produzierende, gewebespezifische Subpopulation dar
und konnen mit der Homdostase der Haut und Autoimmunphénomenen der Haut in
Zusammenhang gebracht werden.[52, 53] Sie exprimieren den Chemokinrezeptor CCR6

und die hautspezifischen Homing-Rezeptoren CCR4 und CCR10.[52]
1.3.7 Tfth-Zellen

Die follikuldren T-Helfer-Zellen stimulieren die B-Zellen und unterstiitzen die
Antikorperproduktion.[21]  Sie  produzieren IL-21 und exprimieren den
Chemokinrezeptor CXCR5.[21]

1.4 Wirkweise der Zytokine IL-1p, IL-10, IL-17 und IFN-y

Zytokine sind I6sliche, zum Teil membrangebundene Signalmolekiile, welche das
Verhalten der Zielzelle autokrin, parakrin bzw. endokrin beeinflussen.[1] Héaufig
beeinflussen sie Zellteilung, Zellaktivierung, Zellbewegung und Apoptose.[1] Werden
die Zytokine von Leukozyten produziert und wirken auf selbige, heillen sie Interleukine,
konnen sie durch chemische Reize eine Wanderungsbewegung (Chemotaxis) auslosen,
werden sie Chemokine genannt und greifen sie in die virale Replikation ein und besitzen

folglich eine antivirale Wirkung, handelt es sich um Interferone.|[1]
1.4.1 Interleukin-1p

Interleukin-1 setzt sich aus elf Interleukinen zusammen, darunter sieben pro-
inflammatorische, zu denen IL-1B gezéhlt wird.[54] Die vermehrte Produktion,
Prozession und Sekretion von IL-1 wird bei Kontakt mit bakteriellen Bestandteilen wie
Lipopolysacchariden in den Monozyten und Makrophagen induziert.[55, 56] Dabei wird

IL-1P als biologisch inaktive Vorstufe translatiert und muss erst durch die Caspase-1 in



die biologisch aktive Form prozessiert werden.[57] In seiner aktiven Form besitzt es
pyrogene Eigenschaften und ist ein wichtiger pro-inflammatorischer Mediator beziiglich
Zellproliferation, —aktivierung und —differenzierung.[57, 58] Wesentlicher Bestandteil
seiner pro-inflammatorischen Wirkweise liegt in der Zellpolarisation aus naiven Th-
Zellen hin zu einer Th17-Zellentwicklung begriindet.[59] Ebenfalls induziert IL-1 B die
IL-8 Exprimierung.[60] IL-8 fordert die Aggregation von neutrophilen Granulozyten und
fordert auf diesem Weg die Inflammation.[60] Des Weiteren regt IL-1f die Produktion
von Akute-Phase-Proteinen in der Leber an, aktiviert das Endothel und unterstiitzt so die
Leukodiapedese, fordert die Bildung von antimikrobiellen Proteinen und induziert die
Expression von pro-inflammatorischen Genen wie der Cyclooxygenase Typ 2.[57] Als
Regulationsmafinahmen dienen einerseits der IL-1-Rezeptor-Antagonist (IL-1Ra),
welcher unter dem Einfluss von IL-1, derselbe Stimulus, welcher eine IL-1  Produktion
anregt und anti-inflammatorischen Zytokinen wie IL-10 verstirkt, exprimiert wird.
Andererseits ist ebenso der IL-1-Rezeptor-2 (IL-1R2), welcher im Gegensatz zum IL-1-
Rezeptor-1 (IL-1R1) eine Rezeptorattrappe darstellt und IL-1 abfangt, aber kein Signal
intrazelluldr weiterleitet, an der Regulation von IL-1B beteiligt.[61] IL-1p nimmt eine
zentrale Stellung in der Pathogenese der RA und der JIA ein.[62, 63] Es wurde gezeigt,
dass sich bei Patienten mit RA erhohte IL-1B -Serum-Spiegel finden und diese positiv mit
der  Entziindungsaktivitét, der  Angabe  von Schmerzen  und  der
Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) korrelieren.[62] Desweiteren erhdhen sie die
Préadisposition fiir Arthrose, finden sich unter anderem bei dem Cryopyrin-assoziierten
periodischen Syndrom, einem auto-inflammatorischen Krankheitskomplex, welcher
durch Mutationen im IL-1-Inflammasom ausgeldst wird und bei Probanden mit einem

erhohten Risiko fiir eine Diabetes mellitus Typ 1 Erkrankung.[54, 64, 65]
1.4.2 Interleukin-10

Eine IL-10 Produktion findet sich bei fast allen Leukozyten. [66] Eine besondere Rolle
spielt das Interleukin bei den regulatorischen T-Helfer-Zellen; es dient der
Immunsuppression und soll Autoimmunitdt und {iberschieBende Immunantworten
unterdriicken.[66] Dieser Vorgang findet auf verschiedenen Zellebenen statt, so
supprimiert IL-10 die Produktion von IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a, IFN-y, MHC-
Molekiilen der Klasse II, GM-CSF und G-CSF, es blockiert eine NF-kB Aktivitdt und



inhibiert durch eine Reduktion der IL-2 Produktion und einer Interferenz mit der CD28-
Co-Stimulation die T-Zellaktivierung und Proliferation.[66-74] Andererseits ist IL-10
essentiell fiir die Entwicklungs- und Uberlebensfihigkeit der B-Zellen und stimuliert die
B-Zellimmunantwort.[66, 75]

1.4.3 Interleukin-17

IL-17 wurde zuerst 1993 unter dem Namen CTLA-8 beschrieben.[76] Mittlerweile sind
sechs Untergruppierungen bekannt (IL-17A-F).[77] IL-17 ist ein potentes pro-
inflammatorisches Interleukin, welches neutrophile Granulozyten stimuliert, sie in
entziindetem Gewebe akkumulieren ldsst und die Granulopoese steigert.[77] Dies gelingt
durch die Induktion von Chemokinen (CXCLS8, CXCL6, CXCL1), Interleukinen (IL-6),
Wachstumsfaktoren (GM-CSF, G-CSF) und Adhésionsmolekiilen (ICAM-1).[77]
Stimuliert wird die IL-17 Produktion durch die Sekretion von IL-23 durch Makrophagen
und dendritischen Zellen.[77] Ein Ungleichgewicht zugunsten der Thl7-Zellen, den
Hauptproduzenten von IL-17, gilt als starker, begiinstigender Faktor fiir die Entwicklung

von Autoimmunerkrankungen.[78]
1.4.4 IFN-y

IFN-y wird von Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems produziert.[57]
Vor allem Thl-Zellen kénnen hohe Level von IFN-y generieren und folglich
Makrophagen aktivieren, MHC-Molekiile der Klasse I und II hochregulieren, die
Antigen-Présentation steigern sowie einen Klassenwechsel der Immunglobuline hin zu

einer IgG2,-Produktion vornehmen.[57]

1.5 Rheumatoide Arthritis

Die RA ist eine chronische, systemisch-entziindliche Autoimmunerkrankung.[79] In
erster Linie ist fiir die RA eine Gelenkbeteiligung charakteristisch, da es sich jedoch um
eine systemische Erkrankung handelt, finden sich ebenfalls extraartikuldre
Manifestationen.[80] Die RA kann zu schmerzhaften Gelenksdestruktionen mit
Funktionseinbuflen fiihren und ist mit einer verminderten Lebensqualitét, einer erhohter
Wahrscheinlichkeit flir Arbeitsunfdhigkeit und vermehrten Komorbidititen wie

Depressionen und einem erhohten kardiovaskuldren Risiko assoziiert.[81-85]



1.5.1 Epidemiologie

Mit einer Privalenz von 1% in der Gesamtbevdlkerung stellt die RA die haufigste Form
der entziindlichen Arthritis dar.[79] Die Frauen-Ménner-Ratio ist mit 2-5/1 zugunsten der
Frauen erhoht.[79] Des Weiteren findet sich eine zunehmende Priavalenz mit

zunehmendem Alter, sodass die RA gehéuft bei 40-70-Jahrigen auftritt.[79]
1.5.2 Atiologie

Bei der Entstehung der RA wird ein multifaktorielles Geschehen angenommen, welches
sich aus einer genetischen Pridisposition, epigenetischen Modifikationen und
Umweltfaktoren zusammensetzt.[80] So existieren verschiedene Genloci, die die
Zytokinproduktion und die Signaltransduktionswege der T- beziehungsweise B-Zellen
beeinflussen und mit der Entwicklung einer RA assoziiert sind.[86] Einen prominenten
Vertreter bildet das HLA-DRB1-Gen.[80] Als Risiko erh6henden Umweltfaktor konnte
unter anderem das Rauchen eruiert werden.[80] Ebenfalls werden Infektionserreger wie
Porphyromonas gingivalis im Rahmen einer Parodontitis mit der Genese einer RA in
Zusammenhang gebracht.[80, 87] Zwar scheinen sie als alleiniger Faktor nicht
ausreichend um eine RA auszuldsen, allerdings konnen sie die Entstehung und
Unterhaltung fordern, indem sie citrullinierte Peptide generieren gegen die einerseits
keine Immuntoleranz besteht und die andererseits durch eine molekulare Mimikry die

Bildung von Autoantikérpern forcieren konnen.[87]
1.5.3 Pathophysiologie

Den Ausgangspunkt der FErkrankung bildet zundchst eine Inflammation der
Synovialschleimhaut mit Endothelaktivierung, Leukozyteninfiltration, Neoangiogenese
und Fibroplastenaktivierung.[88] Diese Vorginge sind zu groBen Anteilen Thl- und
Th17-Zell-vermittelt.[88] Es zeigt sich, dass die T-Zell-Homdostase zwischen Th17-
Zellen und Tregs zuungunsten der Tregs verschoben ist und diese zusitzlich funktionell
beeintrdachtigt zu sein scheinen.[89] Dariiber hinaus wird auch dem pro-
inflammatorischen IL-1B eine Aktivierung von Endothelzellen, Leukozyten,
Chrondrozyten und Osteoklasten zugeschrieben.[90] Diese aktivierten mesenchymalen

Zellen sind unter IL-1 B Einfluss wiederum in der Lage Knorpel destruierende Matrix-



Metalloproteasen (MMP) freizusetzen und den Gelenksknorpel sukzessive zu
zerstoren.[91] Die Hohe der gemessenen IL-1-Spiegel im Patientenplasma ist dabei
regelméBig erhoht und korreliert positiv mit der Erkrankungsaktivitit der RA.[62, 90]
Des Weiteren nehmen aktivierte CD20+ B-Zellen durch die Prisentation von
Autoantigenen, die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen und die Bildung
von Autoantikdrpern wie Rheumafaktoren (RF) und Antikorper gegen das cyclische
citrullinierte Peptid (Anti-CCP-Ak) eine zentrale Rolle bei der Pathogenese der RA
ein.[88] Diese Autoantikérper konnen zusdtzlich zur Diagnostik der RA eingesetzt
werden und sind mit einer schwereren Verlaufsform assoziiert, indem sie unter anderem
selbst als Pathogene wirken, da es ihnen mdglich ist Makrophagen und Osteoklasten zu

aktivieren.[80]
1.5.4 Klinische Erscheinung

Charakteristisch fiir die RA ist ein Auftreten von einer Gelenkbeteiligung mit
Entziindungszeichen.[92] Die  vorherrschenden Kardinalzeichen sind  dabei
Schmerzhaftigkeit, Steifigkeit, insbesondere Morgensteifigkeit mit einer Persistenz liber
30 Minuten und die Schwellung peripherer Gelenke.[79] Des Weiteren werden in den
arthritischen Symptomkomplex Uberwirmung, FunktionseinbuBen und ein nichtliches
Beschwerdemaximum mit eingeschlossen.[92] Klassischerweise liegt eine Polyarthritis
(mindestens 4 Gelenke sind betroffen) vor mit einem symmetrischen Befall der kleinen
Gelenke wie den Metakarpophalangeal (MCP)-, proximalen Interphalangeal (PIP)-,
Hand- und Metatarsophalangeal (MTP)-Gelenken.[92] Zudem zeigen sich
typischerweise begleitend Allgemeinsymptome wie eine Verschlechterung des
Allgemeinzustandes und subfebrile Temperaturen.[79] Serologisch und laborchemisch
sind oft Rheumafaktoren (RF) und spezifische Antikorper gegen das cyclische
citrullinierte Peptid (Anti-CCP-Ak) sowie eine Erh6hung des C-reaktiven Proteins (CRP)
bzw. der Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) vorhanden.[93] Die klinische Entwicklung
gestaltet sich sehr variabel und erstreckt sich von milden bis progressiven,
multisystemischen Verlaufsformen mit extraartikuldren Manifestationen.[79] Diese
konnen eine dermale, vaskulére, okuldre, pulmonale, neurologische, psychische, kardiale,

hepatische und hidmatologische Beteiligung beinhalten.[79]
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1.5.5 Diagnostik

Um eine moglichst frithe Diagnosestellung einer RA zu ermdglichen, wurden 2010 die
neuen Klassifikationskriterien der American College of Rheumatology (ACR) in
Zusammenarbeit mit der European League Against Rheumatism (EULAR) verfasst,
welche den Schwerpunkt auf klinische Merkmale legen, die mit friihen Krankheitsstadien
assoziiert sind.[93] Mit Hilfe dieser neuen Klassifikationskriterien soll eine rechtzeitige
Therapie eingeleitet werden konnen um Spatkomplikationen zu minimieren.[93] Die
folgende Tabelle 1 fasst die oben erwdhnten Kriterien zusammen. Ab einer erreichten

Punktzahl >6 kann die Diagnose einer RA gestellt werden.[93]

Tabelle 1 ACR/EULAR Kilassifikationskriterien zur Diagnosestellung einer RA (modifiziert nach [93])

Welche Patienten sollen 1) mind. 1 _Gelenk mit gesicherter Synov1t1§ (Schwellung) )
2) Synovitis kann durch andere Ursachen nicht besser erklart
getestet werden?
werden
. Serologie (mind. 1 | Entziindungsparameter
Punkte | Gelenkbeteiligung Testergebnis) im Blut (mind. 1 Symptomdauer
Testergebnis)
0 1 groBBes Gelenk RE + .Antl-CCP-Ak CRP + BSG normal <6 Wochen
negativ
1 2-10 grofie CRP oder BSG erhoht | > 6 Wochen
Gelenke
) 1-3 kleine RF oder Anti-CCP-Ak
Gelenke schwach positiv
3 4-10 kleine RF oder Anti-CCP-Ak
Gelenke hoch positiv
>10 Gelenke
5 (davon > 1 kleines
Gelenk)

1.5.6 Therapie

Das Therapiekonzept der RA fullt auf verschiedenen medikamentésen und nicht-
medikamentosen Modalititen, welche Physiotherapie, eine suffiziente Analgesie mit

nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR), Glukokortikoide vor allem fiir einen raschen
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antientziindlichen Effekt, eine Basistherapie mit konventionellen Medikamenten

(DMARDs) und eine Basistherapie mit Biologika inkludieren.[92]

Begonnen wird eine medikamentose Dauertherapie in der Regel zundchst mit
DMARDs.[94] Je nach Krankheitsaktivitit wird dabei eine Mono- oder
Kombinationstherapie angestrebt.[94] Empfohlene Wirkstoffe umfassen Methotrexat,
Hydroxychloroquin, Leflunomid, Minocyclin und Sulfasalazin.[94]

Falls sich nach einer 3-monatigen Methotrexat-Monotherapie oder einer DMARDs-
Kombinationstherapie weiterhin eine hohe Krankheitsaktivitdt der RA zeigt, wird die
Hinzunahme oder alleinige Gabe eines Anti-TNF-Biologikums angeraten, welche als
Zielstruktur gegen den Tumornekrosefaktor-o (TNF-a) gerichtet ist.[94] Namentlich zu
erwihnen sind die Substanzen Adalimumab, Etanercept, Infliximab, Certolizumab pegol

und Golimumab.[94]

Besteht nach 3-monatiger Applikation eines Anti-TNF-Biologikums noch immer eine
hohe Krankheitsaktivitéit oder treten unerwiinschte Arzneimittelwirkungen auf, sollte ein
Wechsel innerhalb der Anti-TNF-Biologika oder ein Wechsel auf ein Biologikum,
welches gegen eine andere Zielstruktur (Non-TNF-Biologikum) gerichtet ist,
erfolgen.[94] Bei diesen Non-TNF-Biologika handelt es sich vor allem um Tocilizumab
(rekombinanter, monoklonaler Antikérper gegen IL-6), Abatacept (Inhibitor der T-
Zellaktivierung), Rituximab (monoklonaler Antikérper gegen CD20) und Anakinra (IL-
1-Rezeptor-Antagonist).[94, 95]

1.6 Juvenile Idiopathische Arthritis

Die JIA umfasst nach Klassifikationskriterien der International League of Associations for
Rheumatology (ILAR) sieben JIA-Subtypen, welche als gemeinsames Merkmal eine
idiopathische Arthritis aufweisen, die vor dem 16. Lebensjahr beginnt und fiir mindestens
6 Wochen anhdlt.[96] Die Klassifikationskriterien orientieren sich hierbei an der
klinischen Erscheinung, der Familiengeschichte und ggf. an laborchemischen
Befunden.[96, 97] Die JIA persistiert oft bis in das Erwachsenenalter hinein und geht

gehduft mit Verdnderungen der Korperstruktur beziehungsweise —funktion einher.[98]
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1.6.1 Subtypen

Die nachfolgende Tabelle 2 verschafft einen Uberblick iiber die bereits erwihnten JIA-

Subtypen.
Tabelle 2 ILAR Kilassifikation der JIA-Subtypen: Second Revision, Edmonton 2011 (modifiziert
nach[96])
JIA-Subtyp Definition Ausschlusskriterien
Arthritis von >1 Gelenk
Svstemische + intermittierendes Fieber
A};thritis + >1 Begleitsymptom (fliichtiges Exanthem, generalisierte a,b,c,d
Lymphknotenschwellung, Hepatomegalie / Splenomegalie,
Serositis)
Oifizerfinis Arthritis von <4 Gelenken wihrend der ersten 6 abcde
Erkrankungsmonate
. Arthritis von >5 Gelenken wahrend der ersten 6
Seronegative
» Erkrankungsmonate a,b,c,d, e
Polyarthritis .
RF negativ
Arthritis von >5 Gelenken wahrend der ersten 6
Seropositive Erkrankungsmonate ab.c e
Polyarthritis RF positiv (>2 positive Tests im Abstand von mind. 3 Monaten | ~
wihrend der ersten 6 Erkrankungsmonate)
Arthritis + Psoriasis
. ... | oder Arthritis + >2 Begleitsymptome
LSRR (Daktylitis, Nagelverdnderungen, Psoriasis bei Verwandten 1. bcde
Grades)
Arthritis + Enthesitis
oder Arthritis oder Enthesitis + >2 Begleitsymptome
(sakroiliakaler Gelenksschmerz oder entziindlicher
Enthesitis- lumbosakraler Schmerz, HLA-B27 positiv, Beginn der Arthritis
bei einem >6-jahrigen mannlichen Patienten, akute a, d, e

assoziierte Arthritis

(symptomatische) Uveitis anterior, Ankylosierende Spondylitis,
Enthesitis-assoziierte Arthritis, Sakroiliitis bei entziindlicher
Darmerkrankung, Reiter-Syndrom oder akute anteriore Uveitis
bei Verwandten 1. Grades)

b. HLA-B27-positiv, >6-jdhriger ménnlicher Patient

Und1ff§ren21erte Arthritis, welche die Kriterien keiner oder >2 Subtypen erfiillt
Arthritis

a. Psoriasis oder Psoriasis in der Patientenanamnese oder bei Verwandten 1.
Ausschlusskriterien Grades
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¢. Ankylosierende Spondylitis, Enthesitis-assoziierte Arthritis, Sakroiliitis bei
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen, Reiter-Syndrom oder akute
anteriore Uveitis, aktuell oder anamnestisch, bei Verwandten 1. Grades

d. IgM-Rheumafaktor >2 positive Tests im Abstand von mind. 3 Monaten

€. Systemische JIA

1.6.2 Epidemiologie

Mit einer Prdvalenz in den Industrienationen von 16-150 Betroffenen pro 100.000
Vergleichspersonen stellt die JIA die hidufigste chronische Erkrankung aus dem
rheumatischen Formenkreis dar.[99] Den grof3ten Anteil unter den JIA-Subtypen nimmt
mit einer Haufigkeit von 27-56% die Oligoarthritis ein, gefolgt von der seronegativen
Polyarthritis (11-28%), der undifferenzierten Arthritis (11-21%), der systemischen
Arthritis (4-17%), der Enthesitis-assoziierten Arthritis (3-11%), der Psoriasis-Arthritis
(2-11%) und der seropositiven Polyarthritis (2-7%).[99]

1.6.3 Atiologie

Bei der Ursache fiir die Entwicklung einer JIA handelt es sich wahrscheinlich um ein
multifaktorielles Geschehen, welches eine genetischer Préddisposition und
Umwelteinfliisse beinhaltet.[99] Einerseits existieren MHC-assoziierte genetische
Risikofaktoren wie das HLA-B27-Gen beziiglich der Enthesitis-assoziierten Arthritis
oder das HLA-DR1- und das HLA-DR4-Gen hinsichtlich der Polyarthritis, andererseits
finden sich auch Non-MHC-assoziierte genetische Risikofaktoren.[100] Zu diesen zdhlen
vor allem Gene, welche T-Zellrezeptoren, Zytokine und Zytokinrezeptoren
betreffen.[ 100] Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass das Immunsystem von JIA-
Patienten im Vergleich zu biologisch gleichaltrigen Vergleichspersonen vorzeitig gealtert

zu sein scheint.[101]
1.6.4 Pathophysiologie

Trotz zum Teil heterogener JIA-Subtypen liegen héufig gemeinsame
pathophysiologische Mechanismen vor.[99] So finden sich bei JIA-Patienten in den
arthritischen Gelenken eine entziindliche Hyperplasie, Neoangiogenese und Infiltration
der Synovialschleimhaut mit mononukledren Zellen, darunter T-Zellen, B-Zellen,
Makrophagen, dendritischen Zellen und Plasmazellen, wobei der CD4/CD8-Quotient
zugunsten der CD4+ Zellen verschoben ist.[99, 102, 103] Auf zelluldrer Ebene scheint
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vor allem eine Dysbalance innerhalb der Th-Zellsubtypen eine entscheidende Rolle
einzunehmen.[102] Es konnte gezeigt werden, dass in den entziindeten Gelenken der JIA-
Patienten erhohte Thl- und Th17-Zellspiegel vorliegen und dass zusétzlich einerseits die
Expression von Th17-Zellen und Tregs invers korreliert und anderseits die Funktionalitit
der Tregs beeintrachtigt zu sein scheint.[38, 43, 104, 105] Hinsichtlich des Zytokinprofils
wurden erhohte Produktionen der pro-inflammatorischen Interleukine IL-6, IL-18, IL-17
und des TNF-a festgestellt sowie verminderte Spiegel des anti-inflammatorischen IL-
10.[38, 102, 106] Als einer der Haupt-Mediatoren hat sich zudem IL-1
herauskristallisiert.[63] So produzieren aktivierte mononukledre Zellen des peripheren
Blutes (PBMCs) von JIA-Patienten, welche an der systemischen Form erkrankt sind,
vermehrt IL-1PB. Dariiber hinaus kann das Serum dieser Patienten die PBMCs von

gesunden Probanden zu einer gesteigerten IL-1 Bildung anregen.[63]
1.6.5 Klinische Erscheinung

Das verbindende Merkmal der sieben JIA-Subtypen stellt die Arthritis dar, welche vor
dem 16. Lebensjahr beginnt und fiir mindestens 6 Wochen anhilt.[96] Je nach
Unterform sind eine unterschiedliche Anzahl an Gelenken betroffen und treten neben
der Arthritis verschiedene Begleitsymptome in Erscheinung.[96] Die klinischen

Charakteristika sind in der Tabelle 2 kompakt zusammengefasst.
1.6.6 Diagnostik

Die JIA ist eine vornehmlich klinische Diagnose.[96] Folgende Parameter werden dabei
zur Untermauerung der Diagnose und zur weiteren Einteilung benutzt: Das
Erkrankungsalter, eine genaue klinische Beschreibung der Arthritis (Ausbreitungsform,
Anzahl der betroffenen Gelenke), laborchemische und serologische Befunde,
Begleitsymptome und genetische Faktoren.[96]

1.6.7 Therapie

Das Therapiekonzept der JIA verfolgt einen multimodalen Ansatz und setzt sich aus
Physiotherapie, Ergotherapie, psychologischer Hilfestellung und medikamentdser

Therapie zusammen.[99] Eine friihzeitige Therapie ist dabei essentiell fiir die

15



Langzeitprognose und hilft korperliche und psychologische Folgeschdden zu

minimieren.[99, 107]

Da die JIA nicht ein homogenes Krankheitsbild représentiert, unterscheiden sich auch die

genauen Therapieempfehlungen der jeweiligen Subtypen voneinander.[99]

Einheitlich kommen zur Behandlung der JIA als pharmakologische Substanzen fiir
Kinder zugelassene NSAR, Glukokortikoide systemisch oder intraartikuldr, eine
Basistherapie mit DMARDs und eine Basistherapie mit Biologika in Frage.[108] Der
Therapieerfolg sollte dabei alle 3 Monate iiberpriift werden und das angestrebte
Therapieziel beinhaltet die Inaktivitit der Erkrankung und die klinische Remission.[108]
Zur Definition der inaktiven JIA haben sich die folgenden Kriterien etabliert: Keine
Arthritis, kein Fieber, kein Exanthem, keine Serositis, keine Splenomegalie und keine
generalisierte Lymphadenopathie, welche einer JIA zuordenbar wire, keine Uveitis,
keine pathologisch erhohte BSG, kein pathologisch erhohtes CRP und eine bestmogliche
arztliche Globalbewertung des Patienten.[109] Ist die Erkrankung ohne medikamentdse
Behandlung iiber einen Zeitraum von 12 Monaten bzw. mit medikamentdser Behandlung

iiber einen Zeitraum von 6 Monaten inaktiv, wird von einer Remission gesprochen.[109]

Bei den eingesetzten DMARDs handelt es sich vor allem um Methotrexat.[108] Bei
einem Nichtansprechen kann ebenfalls die Gabe von Sulfasalazin oder

Hydroxychloroquin erwogen werden.[108]

Die zur Therapie der JIA empfohlenen Biologika beinhalten Anti-TNF-Biologika wie
Adalimumab, Etanercept oder Golimumab und Non-TNF-Biologika wie Tocilizumab
(rekombinanter, monoklonaler Antikdrper gegen IL-6) und Abatacept (Inhibitor der T-
Zellaktivierung).[108] Zu den ebenfalls verwendeten Non-TNF-Biologika, die sich vor
allem bei der systemischen JIA als effektiv erwiesen haben, zdhlen die IL-1-
Inhibitoren.[110] Aktuell sind in dieser Gruppe die Préparate Anakinra (IL-1-Rezeptor-
Antagonist), Canakinumab (monoklonaler Antikorper gegen IL-1B) und Rilonacept
(16sliche Rezeptorattrappe, welche hauptsédchlich IL-1P und in geringerem Ausmaf} IL-

la neutralisiert) vertreten.[110]
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1.7 Zielsetzung und Fragestellung

Eine ausgeglichene T-Zell-Homdostase ist essentiell fiir den Gesundheitszustand eines
Individuums; Defizite einer solchen machen sich mit Funktionseinbuflen und inaddquaten

Immunreaktionen bemerkbar.[101]

So werden erhohte Th17-/Thl-Zell-Spiegel mit Autoimmunerkrankungen wie der RA
und der JIA in Zusammenhang gebracht.[38, 78] Bei beiden Krankheitsbildern handelt es
sich um eine chronische, systemisch-entziindliche Autoimmunerkrankung, welche sich
schwerpunktmifig an den Gelenken manifestiert.[79, 96] Daneben spielen auch Tregs
bei Immunreaktionen eine ausschlaggebende Rolle; diese regulieren unter anderem die
Aktivitit von Thl7- und Thl- Zellen und wirken demnach didmpfend auf
Autoimmunerkrankungen und konnen AbstoBreaktionen nach Transplantationen
mildern.[41] Dabei unterliegen die Th-Zellsubpopulationen einer hohen Plastizitdt und
ihre Funktion und ihre Regulation hangen stark von dem vorherrschenden Zytokinmilieu
ab.[111, 112] So weill man, dass IL-1B ein starker Stimulus hin zu einer Thl7-
Zellentwicklung ist.[59]

Gegenstand dieser Forschungsarbeit soll die Untersuchung der Auswirkungen von IL-1f3

sowie der Inhibierung von IL-1p bzw. seines Rezeptors auf Tregs sein.

Unser Schwerpunkt liegt dabei einerseits auf phinotypischen Verdnderungen und wie
weit IL-1B sowie die IL-1B- bzw. IL-1 Rezeptor-Inhibierung die Stabilitit von Tregs und
die Induzierung von iTregs beeinflussen. Diese Analysierung erfolgt anhand einer
geeigneten  AntikOrper-vermittelten ~ Fluoreszenzfiarbung — gegen  spezifische
Oberflichenmarker, Transkriptionsfaktoren und intrazelluldre Zytokine sowie der

Messung mittels Durchflusszytometrie.

Zusitzlich interessieren wir uns welche Effekte IL-1p sowie die Inhibierung von IL-1
bzw. seines Rezeptors auf die Funktionalitit der Tregs ausiiben. Dabei wird die
Funktionalitét einerseits durch die Sekretion von Zytokinen mittels Zytokin-ELISAs und
die supprimierende Eigenschaft auf die Proliferation von Effektorzellen anhand von

Suppression Assays iiberpriift.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

An dieser Stelle schliefit sich eine tabellarische Aufzdhlung tliber die verwendeten

Materialien an.

2.1.1 Gerite

Im Folgenden sind in Tabelle 3 die verwendeten Geréte aufgefiihrt.

Tabelle 3 Geriite
Produkt Handelsname Hersteller
Sterile Arbeitsbank Gelaire BSBS 6A Flow Laboratories GmbH, Meckenheim,
Deutschland
Nuaire IR Autoflow, CO2 .
Inkubator Water Jacketed Incubator Varolab, Gieflen, Deutschland
Mikroskop Phase Contrast LWD 052  Nikon, Tokio, Japan
Bestrahlungsgerat RT 200 C.H.F. Miiller/ Philips, Hamburg, Deutschland
Universal 32R
Zentrifuge Rotanta/K Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland
Rotixa/P
Comfort -20°C Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland
Kiihlschrank Typ 4°C Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland
Hera Freeze -80°C Thermo Fisher, Langenselbold, Deutschland
FACS Canto II
Flowzytometer BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
FACS Aria III
VarioMACS™ Separator . L .
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
MACS
QuadroMACS™ Deutschland
Separator
Zahlkammer Neubauer Zihlkammer Neubauer, Marienfeld, Deutschland
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Vortexer RetschMixer A. Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland
Research plus 10pl
Research plus 100pul
Pipetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Research plus 200l
Research plus 1000ul
Pipettierhilfe Pipetboy Integra, Fernwald, Deutschland
Frosty Box Cyro Freezing Container ~ Nalgene, Rochester, USA
Inkubationsbad GFL, Burgwedel, Deutschland

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Die Tabelle 4 listet die genutzten Verbrauchsmaterialien auf.

Tabelle 4 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Handelsname

Hersteller

Blutentnahme-Set

Safety-Multifly-Set

Sarstedt , Niirnbrecht, Deutschland

Blutréhrchen

S-Monovette Serum 9ml

S-Monovette NH4-Heparin 9
ml

Sarstedt , Niirnbrecht, Deutschland

Zellkultur-Schalen

Cellstar, Tissue Culture Dishes,
PS, 60x15mm

Cellstar, 96 Well Cell Culture
Plate

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Zentrifugenrdhrchen

Cellstar 15ml

Cellstar 50ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

FACS-Rohrchen

Sml

Becton Dickinson Austria GmbH,
Wien, Osterreich

Reagiergefilie

Safe Seal 1,5ml

Safe Seal 2ml

19

Sarstedt , Niirnbrecht, Deutschland




Safe Seal 10ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland

Kyro-Rohrchen Cyro.s™, PP

LS Columns

Biosphere Filter Tips 10ul
Pipettenspitzen Biosphere Filter Tips 100ul Sarstedt, Niirnbrecht, Deutschland

Biosphere Filter Tips 1000l

Glaspipetten Cellstar 5Sml

Greiner Bio-One, Frickenhausen,

Cellstar 10ml Deutschland

Cellstar 20ml

2.1.3 Puffer und Medien

In Tabelle 5 finden sich die eingesetzten Puffer und Medien.

Tabelle 5 Puffer und Medien

Handelsname Hersteller

PBS (Phosphate Buffered Saline) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

EDTA

(Ethylendiamintetraessigsédure) Sigma-Aldrich, 5t. Louis, USA

DMSO (Dimethylsulfoxid) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

BSA (Bovines Serum Albumin) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

RPMI 1640 L-Glutamin Lonza Group AG, Basel, Schweiz
X-Vivo Medium Lonza Group AG, Basel, Schweiz
Penicillin/Streptomycin Biochrom AG, Berlin, Deutschland

GIBCO, Life Technologies, Carlsbad,

FCS (Fetales Kélber Serum) USA

FicoLite-H (Human) Linaris, Dossenheim, Deutschland
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Aqua ad injectabilia B. Braun, Melsungen, Deutschland

Isotonische Kochsalzlosung Fresenius Kabi, Bad Homburg,

Deutschland
Aqua destillata B. Braun, Melsungen, Deutschland
Fixationspuffer Biolegend, San Diego, USA
Permeabilisierungspuffer Biolegend, San Diego, USA

RPMI1640 L-Glutamin + 1%

Nahrmedium Penicillin/Streptomycin + 10% FCS

8,26g Ammoniumchlorid + 1g
Erythrozyten-Lyse-Puffer Kaliumbicarbonat + 0,037g EDTA
in 11 Aqua destillata

RPMI1640 L-Glutamin + 20% FCS

Einfriermedium + 10% DMSO

PBS-Puffer 1 Tablette fiir S00ml Aqua destillata

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

FACS-Puffer PBS-Puffer

MACS-Puffer 0,5% BSA +2mM EDTA in PBS

2.1.4 Stimuli, Antikorper, Proliferationsmarker und Zellfarbung

Die Tabelle 6 bietet einen Uberblick iiber die verwendeten Stimuli, Antikdrper,

Proliferationsmarker und Zellfarbemittel.

Tabelle 6 Stimuli, Antikorper, Proliferationsmarker und Zellfirbemittel

Handelsname Hersteller Bestellnummer
Rekombinantes IL-1p (Human) Biolegend, San Diego, USA 579404
anti-IL-1p Antikdper Biolegend, San Diego, USA 508304
anti-IL-1Ra Antikorper R & D Systems, Minneapolis, USA AF-280-SP
Rekombinantes IL-2 (Human) Biolegend, San Diego, USA 589102

TGF-B (Human) Biolegend, San Diego, USA 580704
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anti-CD3 Antikorper Biolegend, San Diego, USA 300301
anti-CD28 Antikorper Biolegend, San Diego, USA 302901
Brefeldin A Sigma-Aldrich, St. Louis, USA B7651
Ionomycin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 10634

PMA (Phorbol-12-Myristat-13Acetat) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA P8139-10MG
(Cgasrl];:oxyﬂuoresceinsuccinimidylester) Biolegend, San Diego, USA 423801
Trypanblau Merck, Darmstadt, Deutschland 1117320025

2.1.5 Gebrauchsfertige Kits

Die nachstehende Tabelle 7 fiihrt die eingesetzten gebrauchsfertigen Kits auf.

Tabelle 7 Gebrauchsfertige Kits

Handelsname Hersteller Lot. Nr.

. . Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
CD4+ T Cell Isolation Kit (Human) Gladbach, Deutschland 5150911184
FITC Annexin 4 Apoptosis Detection Kit with 7-AAD
Annexin V Binding Buffer Biolegend, San Diego, USA B191880
7-AAD Viability Staining Solution B187940

. . Affymetrix/eBioscience, Santa
Human IL17A Platinum ELISA Kit Clara, Kalifornien, USA 117564019

. . Affymetrix/eBioscience, Santa

Human IL10 Platinum ELISA Kit Clara, Kalifornien, USA 111671036
Human IFN-y ELISA MAX™ Standard Sets Biolegend, San Diego, USA 430101

Zombie Green™ Fixable Viability Kit

Biolegend, San Diego, USA
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2.1.6 Antikorper zur Zellfirbung

In Tabelle 8 werden die verwendeten Antikorper zur Zellfarbung aufgefiihrt. Diese sind
unterteilt in Antikorper fiir die Oberfldchenfarbung, die intrazelluldre Farbung und die

Apoptosedetektion.

Tabelle 8 Antikérper zur Zellfirbung

Antikorper zur Oberflachenfarbung

Antikorper Farbe Hersteller Lot. Nr. Klon
CD4 FITC Biolegend, San Diego, USA B176551 Okt 04
BD Biosciences, Franklin
CD8 APCH?7 Lakes, USA 4246528 SK1
CD25 PE-CY7 Biolegend, San Diego, USA B188231 BC96
CD127 Brilliant Violet 421 Biolegend, San Diego, USA B189053 AO19D5
BD Biosciences, Franklin
CD103 PE Lakes, USA 80934
CCR6 (CD 196) APC Biolegend, San Diego, USA B189862 GO034E3
BD Biosciences, Franklin
CCR6 (CD 196) PE Lakes, USA 15814 11A9
CD62L APC-CY7 Biolegend, San Diego, USA B187351 DREG-56
IL-IR PE R & D Systems, Minneapolis, AAFG0514051
USA
Antikorper zur intrazelluldren Férbung
Antikorper Farbe Hersteller Lot. Nr. Klon
BD Biosciences, Franklin
FoxP3 PerCP-CY 5.5 Lakes, USA 4181986 236A/E7
IL 10 APC Biolegend, San Diego, USA B193895 JES3-19F1
IL 17A Alexa Fluor 700/ g 100end. San Diego, USA  B183422 BL168
Zombie
Ki67 FITC BD Biosciences, Franklin 33789 B56

Lakes, USA

Antikorper zur Apoptosedetektion
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Antikorper Farbe Hersteller Lot. Nr. Klon

Annexin V FITC Biolegend, San Diego, USA B191137

7-AAD APC Biolegend, San Diego, USA B149025

2.1.7 Ethikvotum und Aufklirung

Das Projekt wurde von der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat, Universitat
Wiirzburg genehmigt (Nr. 239/10). Alle Patientinnen und Probandinnen beziehungsweise
bei Minderjdhrigen deren Sorgeberechtigte wurden ausfiihrlich iiber die Aspekte der
Studie unterrichtet und sowohl miindlich wie auch schriftlich aufgeklért. Es wurde jeweils
eine Einverstdndniserklarung zur Partizipation unterzeichnet. Die Studie geht konform

mit den Kriterien der Deklaration von Helsinki 2011.[113]
2.1.8 JIA-Patientenkollektiv

Das Kollektiv der JIA-Patientinnen setzt sich aus 8 Teilnehmerinnen zusammen, die in
der Kinder-Rheumatologischen Sprechstunde der Kinderklinik und Poliklinik des
Universitétsklinikums Wiirzburg zur Studienteilnahme gewonnen werden konnten. Als
Voraussetzung fiir die Teilnahme an der Studie mussten die ILAR-Kriterien fiir die
Diagnosestellung der JIA erfiillt werden. Zudem wurden nur weibliche Teilnehmer
rekrutiert. Es wurde versucht, neben den Stammdaten wie Alter, Geschlecht und
Diagnose Daten zum Krankheitsstatus, zur aktuellen Medikation und zu laborchemischen
Entziindungsparameter zu erheben. Als Ausschlusskriterien wurden Malignome,
Transplantationen, Immundefekte, klinisch relevante Infekte in den letzten 2 Monaten
und Transfusion mit Blutprodukten definiert. Die JIA-Patientinnen befanden sich in
laborchemischer Remission, definiert mit CRP <0,5 mg/dl und BSG <10 mm in der ersten
Stunde. Ausgenommen sind die JIA-Patientin mit der Codierung 2, welche einen CRP-
Wert von 0,84 mg/dl hatte und die JIA-Patientin mit der Codierung 5, welche bei einem
CRP-Wert <0,5 mg/dl eine BSG von 12 mm in der ersten Stunde erzielte. Die Tabelle 9
fiihrt die erhobenen Daten bezliglich des JIA-Patientenkollektivs auf.

Tabelle 9 JIA-Patientenkollektiv
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Krankheitsstatus, aktuelle Medikation, BSG (Blutsenkungsgeschwindigkeit) und CRP (C-reaktives Protein) beziehen
sich auf Zeitraum der Probenentnahme; leere Felder bedeuten, dass keine Daten vorliegen. MTX = Methotrexat, p.o.
= per 0s, s.c. = subkutan, Standardosierung: 10-15 mg / m? K&rperoberfldche / Woche.[114] Ibuprofen
Standarddosierung: 30-40 mg / kg Korpergewicht / taglich.[115] Adalimumab Standarddosierung: 10 kg bis <30 kg
Korpergewicht: 20 mg s.c. jede 2 Woche, > 30 kg Kdrpergewicht: 40 mg s.c. jede 2 Woche.[116]

JIA-Patientenkollektiv

Alter (Jahre) bei  Alter (Jahre) bei

Codierung Probenentnahme  Erstdiagnose Diagnose Aktuelle Medikation
1 18 5/12 14 11/12 JI/I\)(fls;;)trlller:ﬁ?Sve MTX 22,2‘31g/Woche
2 7 712 7 23 A Adal;{?;;“ﬁ;(fcir:f sC.
3 14 11/12 1506 I I’gl(ifgrggﬂi‘iltlii;he MTX 20 mg/Woche p.o.
4 19 2 173 H’gl(ifgrggﬁmlghe MTX 10mg/Woche p.o.
5 15 23 12 1/4 ! IAP(ff;;;’t‘}lﬁlgjgve Keine
6 14 2/3 - JIA Ib“g;’i%ﬁ’c‘hmo
7 13 173 - I Igl(ifgrgggﬁlii:)he MTX 20 mg/Woche p.o.
3 11 5/6 ) JIA (Enthesitis-assoziierte MTX 10mg/Woche s.c.

Arthritis)
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2.1.9 RA-Patientenkollektiv

Das RA-Patientenkollektiv beinhaltet 13 Teilnehmerinnen, die in der Universitatsklinik
Wiirzburg fiir Innere Medizin II, Rheumatologie und Immunologie rekrutiert wurden. Das
Patientenkollektiv setzt sich ausschlieBlich aus weiblichen Teilnehmern zusammen, die
an einer seropositiven rheumatoiden Arthritis erkrankt waren. Als Einschlusskriterium
wurde eine entsprechend der ACR-Definitionskriterien diagnostizierte RA Erkrankung
gefordert. Analog zu den Ausschlusskriterien der JIA-Patientinnen setzen sich die fiir das
RA-Patientenkollektiv ebenfalls aus Malignomen, Transplantationen, Immundefekten,
klinisch relevanten Infekte in den letzten 2 Monaten und Transfusionen mit
Blutprodukten zusammen. Wenn mdglich wurden neben den Stammdaten wie Alter,
Geschlecht und Diagnose gleichermallen der Krankheitsstatus, die aktuellen Medikation

und laborchemischen Entziindungsparameter erfasst.

Im Folgenden fasst die Tabelle 10 die erhobenen Daten des RA-Patientenkollektivs

zusammen.
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Tabelle 10 RA-Patientenkollektiv

DAS28 (disease activity score 28) ist ein von der EULAR (European League Against Rheumatism) entworfenes Bewertungssystem um die Krankheitsaktivitit der RA zu erfassen sowie eine
Verlaufskontrolle abbilden zu konnen.[117] DAS28 setzt sich zusammen aus der Anzahl der geschwollenen Gelenke von 28 vorher definierten Gelenken, der Anzahl der druckschmerzhaften Gelenken
von 28 vorher definierten Gelenken, der Blutkérpersenkungsgeschwindigkeit (mm/h) und der Beurteilung der Krankheitsaktivitdt aus Patientensicht mittels visueller Analogskala.[117] DAS28-CRP
bedeutet, dass anstelle der BSG (Blutsenkungsgeschwindigkeit) der CRP-Wert (C- reaktives Protein) verwendet wird.[117] DAS28 <2.6 definiert die Remission, DAS28 < 3.2 definiert eine niedrige
Krankheitsaktivitat, DAS28 < 5.1 definiert eine moderate Krankheitsaktivitdt und DAS28 > 5.1 definiert eine hohe Krankheitsaktivitdt.[118] BSG und CRP beziehen sich auf Zeitraum der
Probenentnahme. MTX = Methotrexat, p.o. = per os, s.c. = subkutan, Standarddosierung: 5-25 mg / Woche.[118] Leflunomid Standarddosierung: Aufséttigungsdosis von 100 mg / taglich {iber 3 Tage,
dann Erhaltungsdosis von 10-20 mg / tiglich.[118, 119] Sulfasalazin Standarddosierung: 2000 mg / taglich.[118, 120] Hydroxychloroquin Standarddosierung: Startdosis 400 mg / téglich, nach 3
Monaten Reduktion auf die Zieltagesdosis von 200 mg / tdglich.[121] Prednison Standarddosierung: Startdosis 10-30 mg / taglich, innerhalb von 8 Wochen Reduktion auf die Zieltagesdosis von 5 mg/
taglich.[118] Adalimumab Standarddosierung: 40 mg s.c. alle 14 Tage.[122] Infliximab Standarddosierung: 3 mg / kg i.v., nach der Erstinfusion erfolgen die weiteren Infusionen nach 2 und 6 Wochen
(Induktionstherapie), im Anschluss alle 8 Wochen (Erhaltungstherapie).[123] Rituximab Standarddosierung: Behandlungszyklus bestehend aus zwei intravendsen Infusionen, die erste Infusion
beinhaltet 1000 mg, die zweite Infusion beinhaltet ebenfalls 1000 mg und erfolgt zwei Wochen spéter.[124] Tocilizumab Standarddosierung: 162 mg s.c. / Woche.[125] Abatacept Standarddosierung:
125 mgs.c. / Woche.[126]

RA-Patientinnen

Codierung gﬁiﬁﬁﬁhﬁ Agf;tgﬁgfgsgei DAS28 DAS28-CRP Aktuelle Medikation Bsfltlgm/ h nf;gl
9 56 8/12 44 2,38 1,9 Adahmuma‘;’cMTX 7,5 mg 1 0,08
10 72 7/12 52 2,58 2 Adalimumab, MTX 12 0,06
11 64 9/12 41 2,36 1,6 Infliximab, MTX 16 0,07
12 64 49 1/12 4,29 3.4 Leflunomid, MTX 17 0,06
13 747/12 62 4,51 3,9 Rituximab 18 0,23
14 73 9/12 44 4,62 4,1 %;fofy“cl}fl‘i‘zizzﬁn 39 1,88
15 55 5/12 533/12 2,53 2,7 Sulfasalazin 5 0,13
16 70 1/12 57 10/12 2,34 2 Adahm“ma;’oMTX 7,5mg 19 0,67
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17 69 52 7/12 4,63 4.4 Prednison 2,5mg 13 0,5
18 83 7/12 72 10/12 3,52 2,7 Leflunomid, Prednison 17 0,09
19 58 11/12 515/12 1,98 2,5 Tocilizumab, MTX 2 0,02
20 76 72 3/12 4,37 43 Abatacept, Prednison 18 1,47
21 62 5/12 57 5,73 44 Leflunomid 10 mg, MTX 15 71 0,64

mg s.C.
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2.1.10 Gesunde Kontrollprobandinnen

In das Kollektiv der gesunden Kontrollprobandinnen wurden 5 immunologisch gesunde
Personen eingeschlossen, die zum Zeitpunkt der Teilnahme keine akuten oder
chronischen Erkrankungen und keine dauerhafte Medikation aufwiesen. Da die JIA bei
Kindern beziehungsweise Jugendlichen auftritt und die RA bei élteren Erwachsenen,
wurden 2 jlingere Erwachsene und 3 éltere Erwachsene in das Kollektiv
aufgenommen.[79, 96] Ebenso bestand die Gruppe der gesunden Kontrollprobandinnen
aus Griinden der geschlechterspezifischen Verteilung ausschlieBlich aus weiblichen
Teilnehmern, da die RA héufiger bei Frauen vorkommt und diesbeziiglich ebenfalls

weibliche Patienten rekrutiert wurden.[79]

Die nachfolgende Tabelle 11 umrei3t die Gruppe der gesunden Kontrollprobandinnen.

Tabelle 11 Gesunde Kontrollprobandinnen

Gesunde Kontrollprobandinnen

Codierung  Alter (Jahre) bei Probenentnahme

22 54 11/12
23 53 10/12
24 48 10/12
25 24 3/12
26 24 112

2.2 Methoden

Zur experimentellen Untersuchung der Arbeitshypothese wurden aus den gesammelten
Blutproben der HD, der JIA- und der RA-Patientinnen mit Hilfe der
Dichtegradientenzentrifugation und unter Verwendung eines Saccharose-Epichlorhydrin-
Copolymers (Ficoll) die PBMCs isoliert. Ein Teil der PBMCs wurden nach der Isolierung
mittels Durchflusszytometrie phénotypisiert (HD n=5, JIA n=5, RA n=6 bzw. 11). Die
verbliebenen PBMCs konnten mittels magnetischer Zellseparation (MACS Technologie,
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Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Deutschland) und der Durchflusszytometrie in
weitere T-Zellpopulationen unterteilt werden. Die gewonnenen CD4+CD25+CD127-
und CD4+CD25-CD127- Zellen wurden dem IL-1B 3 Tage Versuch und dem
Suppression Assay zugefiihrt. Bei dem IL-1p 3 Tage Versuch wurden die Zellen fiir 3
Tage kultiviert und polarisiert (unstimulierte Kontrolle, IL-1p, anti-IL1, RI) und deren
Zytokinproduktion sowie deren Phinotyp vor (Pristimulationsanalyse) und nach
(Poststimulationsanalyse) den Kulturbedingungen anhand der Durchflusszytometrie
analysiert (HD n=5, JIA n=5, RA n=5). SchlieBlich konnten mit Unterstiitzung von
ELISAs einzelne Zytokinkonzentrationen (IL-17, IL-10, IFN-y) aus den gesammelten
Uberstinden der IL-1B 3 Tage Kulturen und aus den gewonnenen Serumproben gesondert
gemessen werden (HD n=2, JIA n=3, RA n=3). Die Funktionalitit der
CD4+CD25+CD127- und der CD4+CD25-CD127- Zellen wurde durch Suppression
Assays tiberpriift (HD n=5, JIA n=5, RA n=5). Suppression Assays wurden vor den
Kulturbedingungen (unstimulierte Kontrolle, IL-1f3, anti-IL13, RI) und nach den
Kulturbedingungen angefertigt.

Abbildung 2 verbildlicht den Versuchsablauf zur besseren Ubersichtlichkeit.

Poststimulations-
Analyse
IL-1p 3 Tage Po;tstlmulaylons-
uppression
Versuch A
) ssay
CD4+ T- Pristimulations- .
Zellisolierung Analyse Zytokin-ELISA
PBMC L J { ) \ )
Isolierung r \ — ——
PBMC Prastimulations-
Phénotypisierung Suppression
L | Assay

Abbildung 2 Versuchsablauf
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2.2.1 PBMC Isolierung
2.2.1.1 Dichtegradientenzentrifugation

Um die mononukledren Zellen des peripheren Blutes aus den gesammelten, vendsen
Blutproben zu gewinnen, wurde die Dichtegradientenzentrifugation mit einem
Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer (Ficoll-Losung) verwendet. Hierbei werden
Makromolekiile und Zellbestandteile in einer Ultrazentrifuge anhand ihrer Dichte oder
ithrer Sedimentationsgeschwindigkeit sortiert, wobei die Ficoll-Losung als Trennmedium
dient.[127] Zu erwarten wére, dass schwerere Makromolekiile, wie Erythrozyten und
Granulozyten, idealerweise ein Zellpellet unterhalb der Saccharose-Epichlorhydrin-
Copolymer Schicht bilden und Lymphozyten mit dhnlich hoher Dichte, wie die der
Trennschicht, dieser als Ring direkt aufliegen.[127] Oberhalb des Lymphozytenringes
wiirden sich dann das Plasma und die Thrombozyten anschlieen, sodass sich wie in
Abbildung 3 dargestellt von unten nach oben aufgelistet folgende sichtbare Schichten
ergeben: Erythrozyten und Granulozyten idealerweise als Pellet, die Saccharose-
Epichlorhydrin-Copolymer Schicht, der Lymphozytenring und das Plasma inklusive
Thrombozyten.[127, 128]

Vor Zentrifugation Nach Zentrifugation
Y
N
Y
N
Plasma und
Blut Thrombozyten

N1 Lymphozytenring

Ficoll-Losung

Erythrozyten und

Ficoll-Losung Granulozyten

Abbildung 3 Ficoll-Schichtung vor und nach dem Zentrifugationsschritt

Zur Durchfithrung wurden in zwei 50 ml Falcon Réhrchen 15 ml Ficoll vorgelegt und

diese vorsichtig mit 30 ml Blut tiberschichtet. Danach wurden die beschichteten Rohrchen
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zentrifugiert (25 min, RT, 1700 rpm ohne Bremse). Weiter wurde der Lymphozytenring
geerntet, in ein weiteres 50 ml Falcon Rohrchen transferiert und mit 0,9%
Natriumchlorid-Losung aufgefiillt. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (10 min,
RT, 1700 rpm). Der Uberstand wurde abgesaugt, das Zellpellet mit 5 ml Erythrozyten-
Lyse-Puffer resuspendiert und die Losung fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Im Anschluss daran wurde die Reaktion mit 10 ml Néhrmedium (RPMI 10% FCS 1%
PenStrep) gestoppt, die Zellsuspension gewaschen (Zentrifugation fiir 5 min, bei RT, mit
1500rpm und danach Absaugung des Uberstandes) und das Pellet wiederum in 5 ml

Néihrmedium aufgenommen.
2.2.1.2 Zellzahlung anhand der Neubauer-Zahlkammer

Die Neubauer-Zahlkammer ist ein einfaches Hilfsmittel um lichtmikroskopisch die
Zellzahl in einer Zellsuspension bestimmen zu konnen. In diesem Fall diente das
Verfahren zur Zéhlung der Lymphozyten. Hierfiir wurden 10 pl dieser Suspension mit 90
ul Trypanblau, ein Farbstoff, der von Zellen mit einer intakten Zellmembran nicht
aufgenommen wird und somit ein Marker fiir die Zellviabilitdt darstellt, in einem
Mikroreaktionsgefdl vermengt, diese Mischung anschlieBend auf die Zahlkammer

aufgetragen und das Ergebnis ausgewertet.[129]
2.2.1.3 Kryokonservierung

Damit Zellen und Gewebe in einem mdglichst vitalen Zustand ldngerfristig gelagert

werden konnen, bietet es sich an, diese in fliissigem Stickstoff zu verwahren.[130]

Um zu diesem Punkt zu gelangen, wurden die PBMCs nach der Zellzdhlung erneut
gewaschen und danach 5-7° Zellen pro Kryoréhrchen in 1 ml Einfriermedium (RPMI
10% DMSO 20% FCS) pipettiert. Dabei dient das Dimethylsulfoxid (DMSO) als eine Art
Gefrierschutzmittel, welches verhindern soll, dass sich beim Akt des Einfrierens
Eiskristalle bilden, die die Zellen zerstoren.[131] Dieser Arbeitsschritt sollte moglichst
zligig von statten gehen, da DMSO dosisabhéngig zelltoxisch ist, sodass ldngerer Kontakt
zu einer Zellreduktion fiihren konnte.[131] Nachdem die befiillten Kryoréhrchen bei -
80°Celsius fiir eine Woche zwischenlagerten, wurden sie danach letztendlich in die

Stickstoffkiihlung tiberfiihrt.
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2.2.1.4 Serum-Aufbereitung

Zusitzlich zu den Heparin-Blutentnahmerohrchen wurde den Studienteilnehmerinnen
jeweils ein Serum-Gel-Rohrchen entnommen, dessen Inhalt aufbereitet bei -21° Celsius
gelagert wurde. Zur Aufbereitung wurden diese zentrifugiert (5 min, RT, 3000rpm), die

obere Fliissigkeitsschicht abpipettiert und in Aufbewahrungsrohrchen transferiert.
2.2.2 CD4+ T-Zellisolierung

Einen Tag vor Verwendung der PBMCs, wurden diese rasch im Wasserbad bei 37°
Celsius aufgetaut und mit 20 ml nicht iiber 37° Celsius erwirmten Nahrmedium
gewaschen um das zytotoxische DMSO weitestgehend zu eliminieren. Danach wurde die
Zellsuspension iiber Nacht in 5 ml ebenfalls nicht tiber 37° Celsius erwdrmten X-Vivo im
Inkubator bebriitet (37° Celsius, pCO, = 5,0). Dieser Schritt fiithrte zu einer Regeneration
der PBMCs.

Bevor die PBMCs allerdings am folgenden Tag der magnetischen Zellseparation
zugefiihrt wurden, wurde der Zellsuspension 100 pl Inhalt entnommen, dieser mit 100 ul
Néahrmedium aufgefiillt und {iber Nacht in den Brutschrank gegeben. Mit den
entnommenen mononukledren Zellen wurde am néchsten Tag die PBMC

Phénotypisierung vorgenommen.
2.2.2.1 Magnetische Zellseparation

Um die CD4+ T-Zellisolierung durchzufiihren, wurde das CD4+ T Cell Isolation Kit
human® (MACS Technologie, Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Deutschland) unter
Verwendung des vom Hersteller beigelegten Protokolls benutzt. Einzig bei der
empfohlenen Zeitangabe hinsichtlich des Zentrifugierens wurde von der Beschreibung

abgewichen und diese aus Griinden der Praktikabilitét verkiirzt.

Die magnetische Zellseparation beruht auf der Verwendung von superparamagnetischen
Nanopartikeln, die an definierte Oberflichenmolekiile binden und somit die
entsprechenden Zellen magnetisch kennzeichnen.[132] Dabei fiihren sie auf Grund ihrer
geringen GrofBe zu keiner Zellaktivierung beziehungsweise zu keinem Zelluntergang und

rufen keine Rezeptorsittigung hervor, sodass die Zellen weiterhin stimulierbar
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bleiben.[132] Nach der Markierung durchlaufen die Zellen eine Sdule, welche in einem
Magneten positioniert und von ferromagnetischen Sphéren durchzogen ist und somit
einen hohen magnetischen Gradienten aufzubauen vermag.[132] Dieser Gradient hilt die
magnetisch markierten Zellen in der Sdule, wohingegen die unmarkierten Zellen die
Sdule passieren konnen (negative Selektion).[132] In diesem Fall wurde, wie in
Abbildung 4 illustriert, das Prinzip der unangetasteten Isolation angewendet, das heif3t
die Zielzellen wurden nicht markiert und konnten wéhrend des ersten Durchflusses
extrahiert werden.[132]
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Abbildung 4 Veranschaulichung des MACS Trennprinzips mit freundlicher Genehmigung von [132]
Die Zellsuspension wird durch magnetische Separation in unmarkierte (weifle) und markierte (schwarze) Zellen
aufgeteilt.

Zu Beginn wurden die Zellen zentrifugiert (5 min, RT, 1500rpm), der Uberstand
abgesaugt und das verbliebene Pellet in 40 pl MACS Puffer je 10° Zellen resuspendiert.
Desweiteren wurden pro 10° Zellen 10 pl CD4+ T Cell Biotin-Antibody Cocktail
(bestehend aus Biotin konjugierten Antikoérpern gegen CDS8, CD14, CD15, CD16, CD19,
CD36, CD56, CD123, TCRy/d und CD235a) hinzugefiigt um sdmtliche Nicht-CD4+ T-
Zellen zu markieren, ndmlich CD8+ T-Zellen, Monozyten, neutrophile Granulozyten,
eosinophile Granulozyten, B-Zellen, dendritische Zellen, NK Zellen, y/d T-Zellen und
Erythrozyten. Darauf folgend wurde die Zellsuspension auf einem Vortexer vermengt
und es schloss sich eine Inkubationszeit von 5 Minuten bei 4° Celsius an. Nach einem

weiteren Waschschritt mit 30 ul MACS Puffer je 10® Zellen, wurde das Zellpellet in 20
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pl pro 10® Zellen CD4+ T Cell MicroBead Cocktail gelost, zusammengesetzt aus an
Nanomagnetpartikel konjugierten monoklonalen anti-Biotin Antikorpern, um die bereits
markierten CD4- T-Zellen nun zusitzlich magnetisch zu kennzeichnen. Anschlieend
inkubierten die PBMCs fiir weitere 10 Minuten bei 4° Celsius und wurden dann der
magnetischen Zellseparation zugefiihrt. Um folgende Schritte zu verwirklichen wurde je
nach Verfiigbarkeit von dem VarioMacs® beziehungsweise dem QuadroMacs® (MACS
Technologie, Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Deutschland) Gebrauch gemacht. Zur
Sortierung der Zellen, wurden die LS bzw. die LD Sdulen mit 3 ml MACS Puffer
vorbereitet, die Zellsuspension appliziert, mit 3 ml MACS Puffer nachgespiilt und im
ersten Durchfluss die unmarkierten CD4+ Lymphozyten aufgefangen. Um die
magnetisierten CD4- T-Zellen zu extrahieren, wurden schnell 5 ml MACS Puffer
auflerhalb des Separators auf die LS bzw. LD Siule transferiert und mit einem Stempel
hinunter gedriickt. Auch diese Zellen wurden in einem sterilen Sammelréhrchen zur

weiteren Benutzung aufbewahrt.
Zu erwihnen ist, dass sdmtliche Reagenzien auf Eis gelagert wurden.

Die CD4- Lymphozyten dienten in den folgenden in-vitro Kulturen als Antigen-

prasentierende ,,Feeder*- oder als Effektorzellen.
2.2.2.2 Feederzellen

Feederzellen bezeichnen dabei Zellen, die durch radioaktive Bestrahlung oder
zytotoxische Antibiotika ihre Fahigkeit zur Zellteilung verloren haben und deren
Lebenszeit stark verkiirzt ist.[133, 134] Daher verunreinigen sie die zu untersuchende
Zellpopulation nicht, sezernieren aber benétigte Wachstumsfaktoren und stellen den
gewiinschten Zellkontakt innerhalb der in-vitro Kultur her, damit die Zielzellen
proliferieren und nicht in Apoptose gehen.[133, 134] In diesem Fall wurden die
Feederzellen radioaktiv bestrahlt (Strahlendosis 30 Gy, maschinelle Einstellungen: 15
min, 100kV, 17,5mA, Leerfilter), da dieses Verfahren ihre Effektivitit weniger
einschrinkt.[134]
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2.2.2.3 Effektorzellen

Effektorzellen stellen die proliferierenden Zellen dar und werden unter anderem fiir
Suppression Assays benotigt, anhand derer die Funktionalitit der regulatorischen T-
Helfer-Zellen bestimmt werden soll.[135] Dabei wird untersucht inwiefern die Tregs in
der Lage sind die Proliferation von Effektor T-Zellen zu supprimieren.[135] Um diesen
Parameter bestimmen zu konnen, werden die Effektorzellen mit Carboxyfluorescein
Diacetat Succinimidyl Ester (CFDA-SE) in Verbindung gebracht, ein gut
membrangéngiges Fiarbemittel, welches in dieser Form aber noch nicht fluoreszierend
ist.[136] Intrazelluldr angereichert, werden durch Esterasen zwei Acetat-Gruppen
entfernt, sodass Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester (CFSE) entsteht.[136] Durch den
Verlust der Acetat-Gruppen gewinnt das CFSE seine fluoreszierende Eigenschaft.[136]
Dartiiber hinaus ist das entstandene CFSE weit weniger membrangéngig, reichert sich
folglich im Zytoplasma der Zelle an und bindet iiber reaktive Seitengruppen an
Proteine.[136] Falls die Zelle nicht proliferiert, verbleibt das CFSE fiir mehrere Tage
stabil intrazelluldr.[136] Sollte die Zelle jedoch proliferieren, wird der Farbstoff
gleichméfBig auf die beiden Tochterzellen aufgeteilt.[136] Dies ldsst sich
durchflusszytometrisch durch einen Verlust der Fluoreszenzintensitidt nachweisen.[136]
Dabei konnen bis zu acht Tochtergenerationen nachvollzogen werden, bis das Signal

nicht mehr detektierbar ist.[136]

Die CD4- T-Zellen wurden mit Hilfe der Neubauer-Zéhlkammer gezdhlt, danach
gewaschen und anschlieBend in 4 ml Nihrmedium aufgenommen. Die anschlieBende

Verteilung der Zellsuspension erfolgte nach dem in Abbildung 5 abgebildeten Schema.

1ml Effektorzellen

. . Préastimulations-
Supp. Assay
2 ml Effektorzellen ) 4
1 ml Effektorzellen
4 ml \ J P ulati
Zellsuspension p . oststimulations-
Supp.Asssay
2 ml Feederzellen )

Abbildung 5 Schematisierte Darstellung der CD4- Zellaufteilung
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Die Feederzellen wurden auf Eis zu dem Bestrahlungsgerit transportiert und dort einer
Strahlendosis von 30 Gy ausgesetzt (maschinelle Einstellungen: 15 min, 100kV, 17,5mA,
Leerfilter).

Indessen wurde der eine Teil der Effektorzellen fiir den sich anschlieBenden
Prastimulations-Suppression Assay gefarbt. Dafiir wurden die Zellen erneut gewaschen.
Zudem wurde 1 pl CFSE in 2 ml PBS geldst und die Zellen in 1 ml aus dieser Mischung
mit 1 ml 5% FCS/PBS resuspendiert. Danach wurden die Zellen fiir 5 Minuten, bei
Raumtemperatur und in Dunkelheit inkubiert. Nach dieser Zeit wurde die Reaktion mit
10 ml RPMI 10% FCS 1% PenStrep gestoppt und es schloss sich ein weiterer
Waschschritt an. AnschlieBend wurden die Zellen in einer angepassten Menge
Nédhrmedium aufgenommen, sodass die Konzentration der fiir die Kulturansétze

gewiinschten Konzentration entsprach.

Die verbliebenen Feeder- und die fiir den Poststimulations-Suppression Assay bendtigten

Effektorzellen wurden nach der bereits beschriebenen Methode kryokonserviert.
2.2.2.4 Durchflusszytometrie

Zusammenfassend gesehen waren bis zu dieser Stelle des Protokolls CD4+ Lymphozyten
aus den gesamten peripheren mononukledren Zellen isoliert und aus den CD4- T-Zellen
Feeder- und Effektorzellen generiert worden. Die schlussendlichen Zielzellen bildeten
allerdings die CD4+CD25+CD127- Zellen (regulatorische T-Helfer-Zellen) und die
CD4+CD25-CD127- Kontroll-Zellen (nicht-regulatorische T-Helfer-Zellen). Um zu
diesen Zellpopulationen zu gelangen, wurden in einem weiteren Arbeitsschritt die CD4+
Lymphozyten mit monoklonalen Antikorpern, die sich gegen spezifische Zellepitope
richteten und an welche ein Fluorochrom konjugiert war, markiert. Die gekoppelten
Zellen konnten nun mittels des Durchflusszytometers BD FACS Canto II® phénotypisiert
und anhand des BD FACS Arialll® sortiert werden.

Die Durchflusszytometrie stellt ein wichtiges Instrument zur Zellanalyse in der
naturwissenschaftlichen Forschung sowie auch in der medizinischen Diagnostik dar.[137,
138] Dabei lassen sich die Partikel anhand ihres Volumens, ihrer Granularitit und
gegebenenfalls ihrer Fluoreszenzmarkierung unterscheiden.[137, 139, 140] Zu Beginn

liegen die zu charakterisierenden Zellen unsortiert in einer Zellsuspension vor. Damit sie
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von dem Durchflusszytometer analysiert werden konnen, werden diese innerhalb des
Gerédtes in eine Durchflussmesszelle eingesaugt, sodass sie in der Folge als
Einzelzellsuspension, eingeschlossen in einem Hiillstrom, vorliegen.[137, 140] In dieser
fokussierten Form kann die Probe exakt und schnell untersucht werden. Die einzelnen
Zellen werden danach bei ihrer Passage durch die Durchflussmesszelle von einem oder
mehreren Laserstrahlen angeregt.[137, 140] Darauthin werden deren Lichtstreuung,
sowie bei vorheriger Farbung, die Fluoreszenzemission der an Antikorper gekoppelten
Fluorophore mithilfe von Detektoren gemessen.[140] Bei erstem handelt es sich um das
Phénomen, dass die mit dem Laserstrahl abgetasteten Zellen eine Art Streulicht
emittieren.[137, 140] Das Volumen der Zelle wird dabei durch die Beugung des Lichts
von dem Vorwirtsstreulicht (Forward Scatter: FSC) determiniert.[137, 139, 140]
Komplementierend dazu bildet die Brechung des Lichts im rechten Winkel das
Seitwértsstreulicht (Side Scatter: SSC), welches Auskunft {iber die Granularitdt der
Zellen gibt und sich unter anderem von der Anzahl intrazelluldrer Vesikel oder der Grof3e
und Struktur des Nucleus ableitet.[137, 140] Bei zweitem konnen durch zusétzliche
Fluoreszenzfarbungen weitere spezifische Oberflaichenmolekiile, intrazelluldre Zytokine
oder die Zellviabilitdt analysiert werden.[140] Hierbei werden die an den Antikorper
gekoppelten Fluorochrome bei der Passage durch die Durchflusszelle von einem
Laserstrahl angeregt und das emittierte Fluoreszenzlicht einer bestimmten Wellenlédnge
gemessen.[140] Dieser Vorgang entspricht einem sogenannten Ereignis (,,Event). Die
erfassten Ereignisse werden schlieSlich mithilfe einer Software in Form von Dot Plots
(Punktauftragungen) wiedergegeben und lassen sich so auswerten.[140] In unserem Fall
wurde die BD FACSDiva Software verwendet. Abbildung 6 fasst die oben getroffenen

Aussagen bildlich zusammen.
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Abbildung 6 Verfahrensweise einer FACS Untersuchung mit anschlieender Dot Plot Auftragung

2.2.2.5 FACS (= Fluorescence Activated Cell Sorting)

Bei der zuvor beschriebenen Methode werden die Zellen analysiert, stehen danach aber
nicht mehr fiir Versuche zur Verfiigung. Im niachsten Schritt der Experimente war es aber
von groB3er Wichtigkeit, dass die Zellen weiterhin eingesetzt werden konnten und dartiber
hinaus zusétzlich sortiert wurden. Zu diesem Zweck fand das BD FACS Aria III® Gerét
Verwendung. Es separiert jede einzelne Zelle in dem Einzelzellstrom zusitzlich als einen
kleinen Tropfen.[141] Dieser wird daraufhin elektrisch polarisiert und eine Umlenkplatte
vermag anhand der elektrischen Ladung jeweils gleiche Zellpopulationen zu sortieren und

in Sammelrohrchen aufzufangen.[141, 142]

Die eluierten CD4+ T-Zellen wurden nach dem zuvor beschriebenen MACS®-
Trennverfahren direkt gewaschen und das Zellpellet in einem Mastermix bestehend aus
100 ul MACS Puffer, sowie je 2 pl Anti-CD25 PE-CY7 und 2 pl Anti-CD127 BV421
Farbstoff resuspendiert. Im Anschluss daran wurde die Suspension auf dem Vortexer
vermengt und fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die geférbten Zellen mit 1 ml MACS Puffer gewaschen und in 1 ml,
aufgrund der geringen Zellausbeute im Verlauf der Experimente nur noch in 0,5 ml,
Nihrmedium transferiert. Neben dem Falcon R6hrchen mit den CD4+ T-Zellen, wurden
pro Blutprobe zwei weitere Falcon Rohrchen bendtigt, welche jeweils mit 0,7 ml

Néhrmedium befiillt und mit den Aufschriften CD4+CD25+CD127- beziehungsweise
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CD4+CD25-CD127- etikettiert wurden. Letztlich wurden die Zellen unter Benutzung des
BD FACS Arialll® in die T-Zellsubpopulationen CD4+CD25+CD127- und CD4+CD25-
CD127- sortiert und indessen gezahlt. Direkt im Anschluss wurde die Reinheit der beiden
Untergruppen bestimmt, wobei sich diese bei den Zellen, die dem IL-1f 3 Tage Kulturversuch

zugefiihrt wurden, bei > 97,8% befand.
2.2.3 In-vitro Kulturen
2.2.3.1 IL-1p 3 Tage Versuch

Der ,,JL-1B 3 Tage Versuch* stellte die Methode der Wahl dar, anhand welcher der Effekt
von den zu untersuchenden Stimuli auf die Ziel- und Kontrollzellen ermittelt werden
sollte. Dabei wurden zu Beginn die isolierten CD4+CD25+CD127- und CD4+CD25-
CD127- Zellen in 250 pl Ndhrmedium aufgenommen und diese entsprechend Abbildung
7 aufgeteilt.

37,5 l.ll ﬁir
Prastimulations-
Analyse
50 pl : J
CD25+/CD25 \ Préistimulations-
200 pl fiir IL-1p Supp. Assay
3 Tage Versuch

Abbildung 7 Schema der Zellaufteilung

Fiir diesen Versuchsautbau wurden die Zellen in die entsprechenden Wells einer 96-Well-
U-Bottom Platte transferiert und fiir 3 Tage in einem Inkubator kultiviert. In jede
okkupierte Vertiefung der Mikrotiterplatte wurden zudem im Verhiltnis 5:1 Feederzellen
hinzugefiigt. Des Weiteren bedurften die T-Zellen zur Differenzierung und Expansion
einer Co-Aktivierung ihrer CD3- und CD28-Rezeptoren.[143] Um dies zu erreichen
wurde ein Stimulations-Cocktail bestehend aus Néhrmedium mit 16slichen Antikorpern
gegen diese Zielantigene in der Konzentration von 0,5 pg/ml prépariert. Dariiber hinaus
wurden darin die Zytokine IL-2 (10 ng/ml) und TGF-B (50 ng/ml) geldst, damit die

vorhandenen Tregs in ihrer Funktion stabilisiert und weitere regulatorische T-Helfer-
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Zellen aus dem Pool der naiven T-Zellen induziert werden konnten.[144-147] Um
schlieflich den Effekt der zu untersuchenden Stimuli aufdecken zu konnen, wurden die
Ziel- und Kontrollzellen in vier Gruppen eingeteilt und jeweils nicht spezifisch oder mit
IL-1PB (20 ng/ml), einem 16slichen IL-1p Antikorper (10 pg/ml) beziehungsweise einem
anti-IL-1RI (125 ng/ml) gegen den IL-1 Rezeptor I stimuliert. Tabelle 12 zeigt

schematisch den Versuchsaufbau.

Tabelle 12 Darstellung der Inhalte der einzelnen Vertiefungen der Mikrotiterplatte.

Die CD4+CD25+CD127- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen sowie die Feederzellen werden als Zellzahl angegeben.
Die Zellzahl variiert in dem angegebenen Bereich. Die CD4+CD25+CD127- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen und
die Feederzellen stehen im Verhéltnis 5:1. Der unstimulierten Kontrolle wurden 50 pl Nahrmedium hinzugegeben,
IL-1B (20 ng/ml), anti-IL-1B (10 pg/ml) und anti-IL-1RI (125 ng/ml) wurden als 50 pl pipettiert. Jede Vertiefung
wurde zudem mit dem Stimulations-Cocktail bestehend aus anti-CD3/CD28 (0,5 pg/ml), IL-2 (10 ng/ml) und TGF-
(50 ng/ml) stimuliert.

Unstimuliert IL-1p anti-IL-1p RI
CD4+CD25+CD127-/ 20,000 - 20.000 - 20000 - 20000 -
CD4+CD25-CD127- 200.000 200000 200.000 200000 -

Ratio 5:1

Feederzellen 4.000 - 40.000 | 4.000 - 40.000 | 4.000 - 40.000 | 4.000 - 40.000
Nihrmedium S50 ul
IL-1p 20 ng'ml
anti-IL-1p 10 pg/ml
anti-IL-1RI 125 ng/ml

Nach der Inkubationszeit wurde die Mikrotiterplatte zentrifugiert (5 min, RT, 1500rpm),
der Zellkulturiiberstand abgenommen und bei -21° Celsius bis zur Durchfiihrung der
ELISAs eingefroren. Das verbliebene Zellpellet wurde in 160 pl Nidhrmedium
resuspendiert. Hieraus wurden 40 pl fiir den Poststimulations-Suppression Assay
reserviert und die restlichen 120 pl Zellsuspension mit 80 pl Ndhrmedium auf ein
Zielvolumen von 200 pl aufgefiillt. Dieser Ansatz wurde im Anschluss stimuliert und der

Post-Stimulus Analyse zugefiihrt.
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2.2.4 Suppression Assay

Anhand der Kernkompetenz regulatorischer T-Helfer-Zellen Eftektorzellen supprimieren
zu konnen, wird mittels Suppression Assay iiber ein valides Messinstrument verfiigt,

welches die Funktionalitét der Tregs quantifizieren kann.[148, 149]
2.2.4.1 Pristimulations-Suppression Assay

Um die Funktionalitét der urspriinglich vorkommenden, regulatorischen T-Helfer-Zellen
bei den HD, den JIA- und den RA-Patientinnen einschitzen und etwaige Unterschiede
aufzeigen zu konnen, wurde ein Versuchsansatz mit den extrahierten
CD4+CD25+CD127- und den CD4+CD25-CD127- Zellen direkt nach der Isolierung
angelegt. Dazu wurden die Tregs alternativ die Kontrollzellen im Verhéltnis 1:1 mit
Effektorzellen und 3:1 mit Feederzellen in Kultur gegeben. Zwecks einer Stimulierung
der Tregs, wurde auch an dieser Stelle mit anti-CD3/CD28 (je 0,5 pg/ml) stimuliert. Da
dies den aktuellen Zustand der regulatorischen T-Helfer-Zellen ohne Intervention
wiederspiegeln sollte, wurde auf jede weitere Stimulierung verzichtet und die Wells der
Mikrotiterplatte bis zu dem Zielvolumen von 200 pl mit RPMI 10% FCS 1% PenStrep
aufgefiillt. Als Negativkontrolle wurde ein weiterer Kulturansatz prédpariert, der keine
CD4+CD25+CD127- und CD4+CD25-CD127- Zellen aufwies, ansonsten aber identisch

war. Tabelle 13 stellt diesbeziiglich eine Zusammenschau dar.

Tabelle 13 Ubersichtsdarstellung des Pristimulations-Suppression Assay.

Die CD4+CD25+CD127- bzw. CD4+CD25-CD127- Zellen, die Effektorzellen sowie die Feederzellen werden als
Zellzahl angegeben. Die Zellzahl variiert in dem angegebenen Bereich. Die CD4+CD25+CD127- bzw. CD4+CD25-
CD127- Zellen und die Effektorzellen stehen im Verhiltnis 1:1 oder 0:1. Die Effektorzellen und die Feederzellen
stehen im Verhéltnis 3:1. Jede Vertiefung wurde zudem mit anti-CD3/CD28 (0,5 pg/ml) stimuliert.

Ratio 3:1
H
) D25+CD127- i ions- io Ziel-
CD4+CD25+CDI27-/ Effektorzellen | Feederzellen Stimulations Niihrmedium Ratio Ziel- zu
CD4-+CD25-CD127- Cocktail Effektorzellen
10.000 - 50.000 10.000 - 50.000 | 3.333 - 16.666 40 ul 40 ul 1:1
0 10.000 - 50.000 | 3.333 - 16.666 40 pl 80 ul 0:1
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Der Stimulationscocktail bestand dabei aus den in Abschnitt 2.2.3.1 gezeigten
Antikorpern und Zytokinen. Die befiillte 96-Well-U-Bottom Platte wurde fiir 4 Tage in
einem Brutschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchte und 5% CO. inkubiert.

2.2.4.2 Poststimulations-Suppression Assay

Fiir den Poststimulations-Suppression Assay wurden die aus dem IL-1p 3 Tage Versuch
extrahierten Zellen geordnet nach Zelltypus und Stimulus in die entsprechenden
Vertiefungen einer 96-Well-U-Bottom Mikrotiterplatte transferiert und deckungsgleich
zu dem Pristimulations-Suppression Assay mit Feederzellen, Effektorzellen und
16slichen Antikorpern gegen die CD3- und CD28-Rezeptoren in der Konzentration 0,5
pg/ml hinzugegeben. Die Feeder- und Effektorzellen mussten, bevor sie Benutzung
fanden, zuerst aufgetaut und die Effektorzellen gemill dem oben beschriebenen CFSE-
Féarbeprotokoll mit CFSE  markiert werden. Desweiteren wurden die
CD4+CD25+CD127- und die CD4+CD25-CD127- Zellen in gleicher Weise zu dem IL-
1B 3 Tage Versuch entweder nicht spezifisch oder mit IL-1p (20 ng/ml), einem 16slichen
IL-1B Antikorper (10 pg/ml) beziehungsweise einem anti-IL-1RI (125 ng/ml) stimuliert.
Schlielich wurden die Wells bis auf ein Zielvolumen von 200 pl mit Nahrmedium
aufgefiillt. Danach wurde der Versuchsansatz fiir 4 Tage in einem Inkubator kultiviert.
Analog zu dem Préstimulations-Suppression Assay wurde auch in dieser in-vitro Kultur
eine Negativkontrolle angefertigt. Die CD4+CD25+CDI127- und die CD4+CD25-
CD127- Zellen befanden sich in der vorherigen IL-1p 3 Tage Kultur fiir 3 Tage in der
Prasenz von den Stimuli IL-2 und TGF-B. Mit Hilfe dieses Ansatzes wurde die Qualitit
der iTregs bestimmt, sowie der FEinfluss von IL-1p beziechungsweise von der
Antagonisierung von IL-1 bzw. seines Rezeptors untersucht. Die Priastimulations- sowie
die Poststimulations-Suppression Assays wurden mittels der Durchflusszytometrie unter
Benutzung des BD FACS Canto II® (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA)
gemessen. Die Auswertung erfolgte anhand der BD FACSDiva Software.

2.2.5 Pri- und Poststimulus Analyse

Analysiert wurden der Phédnotyp der anfangs isolierten PBMCs und die
CD4+CD25+CD127- und die CD4+CD25-CD127- Zellen jeweils vor und nach dem IL-
1B 3 Tage Versuch.
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2.2.5.1 Stimulierung mit Brefeldin A (BFA), Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)

und Ionomycin

Um eine Zytokinproduktion und eine T-Zelldifferenzierung zu induzieren, wurden die
Wells der Mikrotiterplatte mit den unspezifischen T-Zellaktivatoren PMA (30 ng/ml) und
Ionomycin (1 pg/ml) versetzt.[150, 151] PMA regt dabei die zelluldre Proteinkinase C
an, welche iiber sekundire Botenstoffe vielfache Zell-Aktivierungssignalwege
forciert.[150] Ionomycin stellt ein Calcium-lonophor dar und erh6ht durch Anhebung der
Membranpermeabilitit fiir Calcium-Ionen deren intrazelluldre Konzentration.[151] Dies
wiederum stimuliert Calcium-Calmodulin-abhidngige Proteinkinasen.[151] Dariiber
hinaus vermag lonomycin zusitzlich selbst die zelleigene Proteinkinase C zu aktivieren
und  begilinstigt die Hydrolyse von Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP5
Signaltransduktion).[151] Somit wirken PMA und lonomycin synergistisch.[151] Damit
die durch die Stimulation vermehrt gebildeten Zytokine und Transkriptionsfaktoren in
der Zelle verbleiben um mittels Durchflusszytometrie analysiert werden zu koénnen,
wurden die Zellen zudem BFA in der Konzentration von 5 pg/ml ausgesetzt. Dabei
verhindert BFA den anterograden Vesikeltransport vom Endoplasmatischen Retikulum
hin zum Golgi-Apparat, gleichzeitig induziert es den retrograden Transport, was letztlich
zu einem Zusammenbruch des Golgi-Apparates flihrt.[ 152] Als Konsequenz fiihrt dies zu
einer Hemmung der Zytokinsekretion und zu einer Akkumulation der produzierten

Proteine im Zytoplasma.[152]

Die stimulierten Zellkulturen wurden fiir 3 Stunden in einem Inkubator inkubiert. Damit
ein Zielvolumen von 200 pl erreicht wurde, wurden die Wells mit der entsprechenden
Menge Ndhrmedium aufgefiillt. Nach der Kultivierung wurden die Zellen gemaB Tabelle
14 in die jeweiligen FACS Rohrchen aufgeteilt. Diese wurden anschliefend mit 1 ml PBS

Puffer gewaschen.
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Tabelle 14 Schema der Zellaufteilung fiir die PBMC-Phéinotypisierung und die Pri- und Poststimulus Analyse
PBMC Farbpanel = CD25 PE-CY7, CD127 BV421, CD4 FITC, CD8 APCH7, CCR6 APC, CD103 PE, FoxP3
PerCP-CY 5.5 Farbpanel 1 = CD25 PE-CY7, CD127 BV421, CCR6 PE, FoxP3 PerCP-CY 5.5, IL-10 APC, IL-17
Alexa Fluor 700 Farbpanel 2 = CD 25 PE-CY7, CD127 BV421, CCR6 APC, CD62L APC-CY7, IL-1R PE, FoxP3
PerCP-CY 5.5, Ki67 FITC

Art der Zellen Zellaufteilung

50 ul ungefarbte Kontrolle

200 pl PBMCs
150 pl PBMC Farbpanel

66 pul Farbpanel 1

200 pl CD4+CD25+CD127- 66 pul Farbpanel 2

66 ul Annexin V / 7-AAD Farbpanel

40 pl ungefarbte Kontrolle

50 pl Farbpanel 1

200 ul CD4+CD25-CD127-
50 pl Farbpanel 2

50 pl Annexin V / 7-AAD Farbpanel

2.2.5.2 Zellviabilititsfirbung

Die folgenden Angaben beziehen sich mit Ausnahme der Negativkontrollen, die wéhrend
des gesamten Prozesses ungefarbt blieben und der Annexin V / 7-AAD-Farbung, welche

an spéterer Stelle gesondert erldutert wird, auf alle Proben.

Als néchster Schritt folgte die Viabilitdtsfarbung anhand des Zombie Green™ Fixable
Viability Kits (Biolegend). Dieser fluoreszierende Farbstoff kann vitale Zellen mit einer
intakten Zellmembran nicht passieren, wohingegen er bei avitalen Zellen infolge derer
beschéddigten Zellmembran in das Zytoplasma zu gelangen vermag um dort intrazellulédre
Strukturen zu markieren.[153] Somit kénnen sich bei der spdteren FACS Analyse vitale
von avitalen Zellen unterscheiden lassen und die Auswertung kann ausschlieBlich unter

Beriicksichtigung der lebendigen Zellen vorgenommen werden.

Zu Beginn erfolgte die Priparation des Kits gemi3 den Angaben des Herstellers. Im
Anschluss wurde 1 pl des vorbereiteten Zombie Green™ Farbstoffes mit 499 ul PBS

Puffer verdiinnt. Aus dieser Dilution wurden 50 pl mit den zuvor in 1 ml PBS Puffer
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gewaschenen Zellen vermengt. Danach folgte ein Inkubationsschritt (15 min, bei RT, in

Dunkelheit).
2.2.5.3 Extrazellulire Fluoreszenzfirbung

Wihrend der Inkubation erfolgte die Herstellung der Farbpanels fiir die extrazelluldre
Fluoreszenzfiarbung. Wie bereits in 2.2.2.4. erortert, handelt es sich dabei um an
Fluorochrom gekoppelte I1gG-Antikdrper gegen spezifische Oberflichenmarker. Zur
Generierung des entsprechenden Farbpanels wurde gemdll Tabelle 15 der jeweilige
Antikorper-Fluoreszenzfarbstoff-Komplex mit 50 ul PBS Puffer vermischt. Dabei wurde
die folgende Menge gewdhlt: 0,3 ul CD25 PE-CY7, 0,3 ul CD127 BV421, 0,3 ul CD4 FITC,
0,3 ul CD8 APCH7, 0,3 ul CCR6 APC, 0,3 ul CCR6 PE, 0,5 ul CD103 PE, 0,3 ul CD62L APC-
CY7 und 1 pl IL-1R PE. Im Anschluss wurde die korrespondierende Zellsuspension darin
aufgenommen, mittels Vortexer vermengt und fiir 20 Minuten, bei Raumtemperatur, im

Dunkeln inkubiert.

Tabelle 15 Schematische Darstellung des Farbpanels fiir die extrazellulire Fluoreszenzfirbung pro FACS-
Réhrchen

PBMC Farbpanel Farbpanel 1 Farbpanel 2
CD25 PE-CY7 CD25 PE-CY7 CD25 PE-CY7
CD127 BV421 CD127 BV421 CD127 BV421
CD4 FITC CCR6 PE CCR6 APC
CD8 APCH7 CD62L APC-CY7
CCR6 APC IL-1 RIPE
CD103 PE

2.2.5.4 Intrazelluliire Fluoreszenzfirbung

AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen und jedes Rohrchen mit 200 ul Fixation
Puffer versetzt. Dieser Reagenz kommt hierbei die Aufgabe zu, die Zellen, deren
Zellmembran im ndchsten Schritt fiir die intrazelluldre Farbung permeabilisiert wird, zu
stabilisieren.[154] Die Rohrchen wurden erneut mit dem Vortexer durchmischt und
analog zu den Inkubationsbedingungen in 2.2.5.3 inkubiert. Hieran schloss sich ein

Waschritt mit 1 ml Permeabilisierungs-Puffer an, der wie bereits erwidhnt die
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Zellmembran perforiert, damit die intrazelluldir verbliebenen Zytokine und
Transkriptionsfaktoren markiert werden konnen.[155] Um diese anzufarben, wurden pro
Rohrchen 1 pl intrazelluldres Antikorper-Fluorochrom-Konjugat mit 50 pul
Permeabilisierung-Puffer suspendiert und die Zellen mit der jeweilig hergestellten
Losung vermengt. Fiir die folgende intrazelluldre Férbung fand das in Tabelle 16

aufgelistete Farbpanel Verwendung.

Tabelle 16 Schematische Darstellung des Farbpanels fiir die intrazellulire Fluoreszenzfirbung pro FACS-
Réhrchen

PBMC Farbpanel Farbpanel 1 Farbpanel 2

FoxP3 PerCP-CY 5.5 |FoxP3 PerCP-CY 5.5 |FoxP3 PerCP-CY 5.5
IL-10 APC Ki67 FITC
IL-17 Alexa Fluor700

Die Suspensionen wurden erneut, wie in 2.2.5.3 beschrieben, inkubiert und danach mit 1
ml Permeabilisierungs-Puffer gewaschen. Zuletzt wurden die Zellen in 100 pul FACS-
Puffer aufgenommen und bis zur durchflusszytometrischen Analyse bei 4° Celsius

aufbewahrt.
2.2.5.5 Apoptosedetektion mittels Annexin V- und 7-AAD-Firbung

Zur Untersuchung der Zellviabilitdt und gegebenenfalls der provozierten Unterschiede
durch die einzelnen Kulturbedingungen, wurde dieses Farbeprotokoll verwendet. Dabei
spielen die in der Uberschrift erwiihnten Marker eine wichtige Rolle um zwischen einer
beginnenden Apoptose, einer fortgeschrittenen Apoptose oder einer Zellnekrose zu
differenzieren.[156] Annexin V bindet an Phosphatidylserin, einem Bestandteil der
Zellmembran, der sich bei vitalen Zellen ausschlieBlich intrazelluldr befindet.[156]
Folglich werden lebendige Zellen nicht angefarbt, Zellen, die sich in der frithen Apoptose
befinden und bei denen die Asymmetrie der Zellmembran nicht mehr aufrecht erhalten
werden kann, werden hingegen markiert.[156] Bei weiter fortgeschrittener Apoptose oder
bei der Zellnekrose kann zusitzlich der DNA-Interkalator 7-AAD (7-Aminoactinomycin)

intrazelluldr binden und die betroffenen Zellen akzentuieren.[156]
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Nach dem Waschen der FACS Rohrchen mit 1 ml PBS Puffer, wurde das Zellpellet in
100 pl Annexin V Binding Buffer suspendiert. Im Anschluss wurden 0,5 pul Annexin V
FITC und 0,5 pl 7-AAD Staining Solution hinzugegeben. Darauf folgend wurden die
Zellen fiir 15 Minuten, bei Raumtemperatur, in Dunkelheit inkubiert und erneut in 150 pl
Annexin V Binding Buffer suspendiert. Bis zur Untersuchung mit Hilfe des FACS Canto
IT ® verblieben die Zellen bei 4° Celsius.

2.2.6 Sandwich-ELISA: quantitativer Nachweis von IL-10, IL-17 und INF-y

Das in 2.2.2.4 beschriebene Verfahren ist forderlich um die Zytokinproduktion einzelner
Zellpopulationen charakterisieren zu koénnen. Um in Kulturiiberstinden die gesamte
Zytokinproduktion zu quantifizieren, stellen ELISAs (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) die vorrangige Methode dar.[157] Abbildung 8 erldutert die Funktionsweise eines
Sandwich-ELISAs.

Substrat

Peroxidase

© Avidin / Streptavidin

Biotin

Detektions-Antikorper

Antigen

Y Fiangerantikorper

Abbildung 8 Schematische Darstellung des Testprinzips eines Sandwich-ELISAs (eigene Abbildung angelehnt
an [158]).

Das zu untersuchende Antigen wird zwischen zwei Antikorpern fixiert, wobei an den Detektions-Antikorper Biotin
gekoppelt ist. Daran bindet ein Avidin-HRP Komplex. Die Peroxidase bewirkt nach Substratzugabe einen
Farbumschlag, wobei sich die enzymatische Aktivitit proportional zu der Menge des gebundenen Zielmolekiils
verhélt.

2.2.6.1 Humanes IFN-y Sandwich-ELISA

Einen Tag vor Durchfiihrung des IFN-y Sandwich-ELISAs wurde eine 96-Well

Mikrotiterplatte mit einem Fingerantikorper gegen IFN-y beschichtet, welcher zu diesem
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Zweck 1:200 mit einem Coating Puffer diluiert werden musste. Aus dieser Verdiinnung
wurden 100 pl in jedes Well der Mikrotiterplatte hinzugefiigt und diese hieran iiber Nacht
bei 4° Celsius gelagert. Zum Schutz des geringen Volumens vor Verdunstung, wurden
die Wells mit einer Zellophanfolie abgedichtet. Am darauffolgenden Tag wurden alle
Reagenzien, einschlieBlich der Zellkulturiiberstinde und der Serumproben, auf
Raumtemperatur gebracht und die Mikrotiterplatte gewaschen. Der Waschschritt
beinhaltete ein Verwerfen des Platteninhaltes, ein 4-maliges Reinigen der Vertiefungen
mit jeweils 200 pul Wasch-Puffer, wobei dieser hierbei fiir 10-20 Sekunden in den Wells
verbleiben sollte und ein abschlieBendes festes Ausklopfen der ELISA-Platte zur
restlosen ~ Wasch-Puffer  Entfernung. Zwecks  Vermeidung eines  hohen
Hintergrundsignals durch unspezifisch und nicht intendierte Antigen-Antikorper-
Bindung, wurde im Anschluss jedes Well durch Hinzufiigen von 200 ul Assay-
Verdiinnungsmittel zusitzlich geblockt und danach fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Indessen wurde eine doppelt angelegte IFN-y Standardverdiinnungsreihe
angefertigt, anhand derer im Rahmend der Auswertung die Standardkurve generiert
werden konnte. Dafiir wurde die IFN-y Stammldsung (42,5 ng/ml) durch Zugabe des
Assay-Verdiinnungsmittels von 500 pg/ml sukzessive auf 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5
pg/ml, 31,3 pg/ml, 15,6 pg/ml und 7,8 pg/ml diluiert. Als Blindwert diente das Assay-
Verdiinnungsmittel in Reinform (0 pg/ml). Nach der Inkubation wurde die
Mikrotiterplatte geméf der vorherigen Beschreibung erneut gewaschen und 50 pl von
den préparierten Standardverdiinnungen beziehungsweise 50 pl von der Negativkontrolle
in die korrespondierenden Vertiefungen transferiert. Gleichzeitig wurden zusitzlich in
die entsprechenden Wells 50 pl von den Serumproben wie auch von den
Zellkulturiiberstanden hinzugefiigt. Die Mikrotiterplatte wurde neuerlich abgedeckt und
fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Wihrend dieser Zeit konnte das IFN-y
Antigen in den Standardverdiinnungen und in den Proben mit den in den Wells
adsorbierten Fangerantikorpern einen Komplex bilden. Darauf folgend wurde die ELISA-
Platte nochmalig gewaschen und der vortitrierte Biotin gekoppelte Detektions-Antikodrper
1:200 mit Assay-Verdiinnungsmittel diluiert und hieraus 100 ul in die Wells transferiert.
Nach einem wiederholten Inkubationsschritt von 1 Stunde bei Raumtemperatur konnte
das Biotin-Detektions-Antikorper-Konjugat an ein weiteres Epitop des bereits

gekoppelten IFN-y Antigens gebunden werden. Erneut wurde die Mikrotiterplatte
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gewaschen und danach mit 100 pl 1:1000 in Assay-Verdiinnungsmittel diluiertem
Avidin-HRP (HRP = Horseradish Peroxidase) befiillt. In der darauffolgenden
Inkubationszeit von 30 Minuten bei Raumtemperatur wurde das in dem Avidin-HRP
enthaltene Avidin hoch-spezifisch von dem Biotin in dem Biotin-Detektions-Antikorper-
Komplex fixiert. Zur optimalen Minimierung des Hintergrundsignals wurde die
Mikrotiterplatte im Unterschied zu dem oben geschilderten Vorgehen an dieser Stelle 5-
malig mit dem Wasch-Puffer gesdubert und dieser fiir 30-60 Sekunden in den einzelnen
Wells belassen. Um das Ausmall der IFN-y Konzentrationen in den
Standardverdiinnungen und in den Proben optisch quantifizieren zu kdnnen, wurden die
Wells jeweils mit 100 ul TMB (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin) Substrat, bestehend aus
einer 1:1 Suspension von TMB Substrat Reagenz A und B, versetzt. Die sich in dem
Avidin-HRP befindliche HRP katalysierte die Aktivierung des hinzugefiigten TMB-
Substrates, welches im Zuge dessen ein blduliches Reaktionsprodukt formte. Dabei
entsprach das Ausmal} der umgesetzten Substratmenge der IFN-y Konzentrationen in den
einzelnen Vertiefungen. Diese Reaktion benétigte eine Inkubationszeit von 20 Minuten,
bei Raumtemperatur, in Dunkelheit und wurde anschlieBend durch die Zugabe von 100
ul Stopp-Losung aus den Ready-to use IL10 und IL17A Sandwich-ELISA Kits pro Well
antagonisiert. Das in der Losung vorhandene Dihydrogensulfat induzierte wiederum
einen gelben Farbumschlag und signalisierte das Ende des Reaktionsprozesses. Zuletzt
wurde direkt im Anschluss unter Verwendung eines Spektrophotometers die Absorption

bei einer Wellenlédnge von 450 nm (Referenzwellenldnge = 620nm) gemessen.
2.2.6.2 Ready-to use humane IL-10 und IL-17A Sandwich-ELISA

Die Detektion der IL-10 und der IL-17A Produktion in den Serumproben sowie in den
Zellkulturiiberstinden erfolgte anhand gebrauchsfertiger Kits. Diese beinhalteten eine
bereits mit Féngerantikorpern beschichtete ELISA-Platte und vorpriparierte
Streptavidin-HRP-, TMB-Substrat- und Stopp-Losungen. Zur Vorbereitung des
Versuches wurden die Pufferkonzentrate auf Raumtemperatur gebracht und nach den
beiliegenden Angaben des Herstellers unter Verwendung von destilliertem Wasser die
entsprechenden Dilutionen generiert (Wasch-Puffer 1:20, Proben-Puffer 1:20). Ebenso
wurden das Biotin-Konjugat und das Streptavidin-HRP gemi3 den Angaben des
Herstellers mittels Proben-Puffer verdiinnt (Biotin-Konjugat 1:100, Streptavidin-HRP
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1:100 fiir den IL-10 ELISA und 1:200 fiir den IL-17A ELISA). Hierbei musste Beachtung
finden, dass diese Losungen erst kurz vor Benutzung diluiert werden sollten, da der
Hersteller 30 Minuten nach Dilution nicht mehr fiir die Integritit der Losungen
gewihrleistet. Zuletzt wurde der IL-10 Standard beziehungsweise der IL-17A Standard
rekonstituiert und anschlieBend die jeweiligen Standardverdiinnungen angefertigt und
sukzessive mittels Proben-Puffer verdiinnt (Standardverdiinnung fiir den IL-10 ELISA
200-100-50-25-12,5-6,3-3,1 (pg/ml), Standardverdiinnung fiir den IL-17A ELISA 100-50-25-
12,5-6,3-3,1-1,6 (pg/ml)). Die Standardverdiinnung wurde in zweifacher Form angelegt.
Als Blindwert diente der Proben-Puffer.

Aufgrund der weitestgehenden Ubereinstimmung der Durchfiihrung der IL-10 und IL-
17A Sandwich-ELISAs werden im Folgenden die ndchsten Schritte fiir beide ELISAs

zusammengefasst.

Die ELISA-Platten wurden zweimalig analog zu 2.2.6.1 mit 200 ul Wasch-Puffer pro
Well gewaschen. Im Anschluss wurden 100 pl der Standardverdiinnungen in die
korrespondierenden Wells transferiert. Danach wurden in die Blindwertvertiefungen 100
ul Proben-Puffer pipettieren (0 pg/ml). Es wurden 50 ul Serumprobe beziehungsweise 50
ul Zellkulturiiberstand in die entsprechenden Probenvertiefungen hinzugegeben und mit
50 ul Proben-Puffer suspendiert. In jedes Well gelangten 50 upl diluiertes Biotin-
Konjugat. Die ELISA-Platten wurden mit Zellophanfolie abgedichtet und fiir 2 Stunden
bei Raumtemperatur inkubiert. Es schloss sich ein erneuter Waschschritt an: 3-maliges
Waschen fiir den IL-10 ELISA bzw. 4-maliges Waschen fiir den IL-17A ELISA. Nach
dem Waschschritt wurden 100 pl prépariertes Streptavidin-HRP in jede Vertiefung
transferiert. Jetzt wurden die ELISA-Platten erneut mit Zellophanfolie abgedichtet und
fiir 1 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation folgte ein 3-maliges
Waschen des IL-10 ELISAs bzw. ein 4-maliges Waschen des IL-17A ELISA. In jedes
Well wurden nun 100 pl TMB-Substratlosung hinzugegeben. An dieser Stelle konnte eine
Farbentwicklung beobachtet werden und die ELISA-Platten wurden fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Es schloss sich ein rasches Hinzufiigen von 100 pl Stopp-
Losung in jede Vertiefung an. Direkt im Anschluss erfolgte die spektrophotometrische
Auswertung bei einer primdren Wellenlinge von 450 nm (Referenzwellenlinge =

620nm).
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2.2.7 Statistische Auswertung der Daten

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte anhand der Computersoftware IBM SPSS
Statistics, Version 23. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte durch die

Promovendin.

Fir die deskriptive Statistik wurden jeweils der Mittelwert inklusive

Standardabweichung, der Median, der Minimalwert und der Maximalwert ermittelt.

Es wurde der Komolgorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung durchgefiihrt und bei
nicht-parametrischen Verteilungen der Mann-Whitney-U-Test fiir unverbundene
Stichproben und der Wilcoxon-Rank-Test fiir verbundene Stichproben angewendet.
Dabei fand der Rangsummentest nach Mann-Whitney-U Benutzung bei der Analyse nicht
verbundener Variablen wie z.B. der Uberpriifung nach signifikanten Unterschieden in der
Expression von Oberflichenmarkern oder Zytokinen bei den jeweiligen Zellen der HD,
der JIA- und der RA-Patientinnen. Der Wilcoxon-Test diente zur Auswertung
verbundener Variablen und eignete sich z.B. zum statistischen Vergleich der Vorher-
Nachher-Untersuchungen. Die primire Hypothese, dass eine Inhibition von IL-1B zu
einer proportionalen Vermehrung von FoxP3+ Tregs fiihrt wurde konfirmatorisch
betrachtet. Alle weiteren sekundéren Parameter wurden nicht-konfirmatorisch, explorativ
untersucht. Auf eine Korrektur beziiglich einer Adjustierung des Alpha-Fehlers wurde
aus diesem Grund fiir die anderen Parameter verzichtet. Aufgrund der kleinen Fallzahl

wurden auf Mehrgruppenvergleiche und Berechnungen von Korrelationen verzichtet.

Wir deklarierten ein Signifikanzniveau von p < 0,05 als signifikant und ein

Signifikanzniveau von p < 0,01 als hochsignifikant.
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3. Ergebnisse

3.1 PBMC Phinotypisierung der HD, der JIA- und der RA-

Patientinnen

Die Auswertung der ermittelten PBMC FACS-Daten der drei Vergleichsgruppen mit
Hilfe des Mann-Whitney-U Tests legt in der prozentualen Zusammensetzung der CD4+
und der CD8+ T-Zellen einige Unterschiede offen. Fiir eine detaillierte Einsichtnahme
sdmtlicher untersuchter Daten ist die Tabelle 17 behilflich. Anhand ihrer kdnnen
signifikante p-Werte durch eine fett markierte Schriftart und eine graue
Zellenhinterlegung schnell erblickt werden. Dartiber hinaus zeigen die hochgestellten
Buchstaben # (fiir HD), ! (fiir JIA-Patientinnen) und ® (fiir RA-Patientinnen) hinter den
signifikanten p-Werten an, welche der drei Versuchsarme mit den hheren Rangsummen
vergesellschaftet ist. Farbetechnisch bedingt, weichen bei einigen Féllen die Fallzahlen
fiir die PBMC Phénotypisierung bei den RA-Patientinnen ab. Diese sind mit dem
folgenden Symbol * markiert und signalisieren, dass an dieser Stelle die Fallzahl fiir die
RA-Gruppe nicht 6, wie ansonsten, sondern 11 betrdgt. Die sich anschlieBende

Ausfiihrung erfolgt aufgeteilt in die drei Vergleichsgruppen.

Vergleich zwischen HD und JIA-Patientinnen: Bei der Gegeniiberstellung der PBMC-
Auswertung beider Gruppen wird beobachtet, dass in zwei Fillen PBMC-
Subpopulationen der HD signifikant hohere proportionale Anteile besitzen. Zum einen
scheinen bei ihnen CD4+CD25+CCR6+ Zellen gehduft vorzukommen und zum anderen
sind CD8+CD25+CD127- Zellen zu grof3eren proportionalen Anteilen vertreten. Weitere

signifikante Abweichungen finden sich nicht.

Vergleich zwischen HD und RA-Patientinnen: In diesem Vergleich imponieren
ebenfalls einzelne Zellsubpopulationen der HD mit signifikant hoheren Rangsummen. So
weisen bei den HD die CD4+ T-Zellen signifikant erh6ht den Phanotyp CD4+CD25+
sowie CD4+CD25+CD127- auf und bei den CD8+ T-Zellen finden sich signifikant
hohere proportionale Anteile von CD8+CD25+ und CD8+CD25+CD127- Zellen.

Vergleich zwischen JIA- und RA-Patientinnen: Bei der Nebeneinanderstellung der
prozentualen Werte der erkrankten Personen, bestehen bei den JIA- und den RA-

Patientinnen ebenfalls relevante Ungleichheiten zwischen den CD4+ und den CD8+ T-
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Zellen. So ist das Verhiltnis zwischen den CD4+ und den CD8+ T-Zellen in der JIA-
Gruppe im Vergleich zu den RA-Patientinnen signifikant zugunsten der CD8+ T-Zellen
verschoben. Dariiber hinaus sind diese CD8+ T-Zellen signifikant hidufiger CD127
Rezeptor positiv, speziell in der Kombination mit einem negativen CD25 Rezeptor Status.
Wiederum bei den JIA-Patientinnen finden sich innerhalb der CD4+FoxP3+

Zellpopulation signifikant hohere proportionale Anteile von CCR6+CD103+ Zellen.
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Tabelle 17 PBMC Phiinotypisierung der HD, der JIA- und der RA-Patientinnen.

Es werden die verschiedenen T-Zellsubpopulationen in den PBMCs gezeigt. Samtliche Werte werden als Mittelwert (Mean) + Standardabweichung (SD) aufgefiihrt. Desweiteren werden der Median

und die Minimal- beziehungsweise Maximalwerte (Min — Max) angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert. Die hochgestellten Buchstaben P (fiir HD), ’ (fiir JIA-Patientinnen) und ® (fiir RA-
Patientinnen) hinter den signifikanten p-Werten geben an, welche der drei Versuchsarme mit den hoheren Rangsummen vergesellschaftet ist. Das Symbol * signalisiert, dass an dieser Stelle die Fallzahl

fiir die RA-Gruppe nicht 6, wie ansonsten, sondern 11 betragt.
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HD JIA RA p-Wert

Mean +SD  Median Min - Max Mean + SD Median Min - Max Mean £+ SD Median  Min- Max HD-JIA HD-RA JIA-RA

CD4+ 59,0+ 7,0 62,1 50,4 - 65,2 46,9 + 10,1 46,3 31,5-56,2 59,2+ 12,5 58,5 33,4-79,1 0,095 1,000 0,052 *
CDI127+ 39,9+ 15,1 34,6 24,8 - 62,4 45,5+ 15,6 37,9 34,7-71,6 44,1£8,8 44,1 32,9-63,5 0,310 0,377 0,827
CD25+ 42+ 1,4 4,1 2,4-59 32+1,2 3,5 1,5-43 2,6+1,3 2.4 1,0-5,7 0,548 0,052 HD 0,267
CD25+CD127- 3,4+£09 3,3 2,3-4,6 2,6+ 1,4 33 1,2-4,1 22+1,0 2,0 0,8-4,2 0,548 0,038 HD 0,661
Foxp3+ 3,831 2,3 1,2-8,8 6,3+7,6 2,9 0,0-19,2 5,6 £5,0 4,8 0,0-16,3 0,690 0,661 0,743
Foxp3+CD103+ 6,1+5,9 3,6 1,3-15,2 5,0£5,6 2,0 0,0-12,5 23,3+34,6 1,3 0,0-100,0 0,690 0,583 1,000
(l;' Foxp3+CD103- 93,9+5,9 96,4 84,8 - 98,7 75,0+42,2 90,7 0,0-98,9 67,6 40,5 97,7 0,0-100,0 0,690 1,000 0,743
8 Foxp3- 96,2 +3,1 97,7 91,2 - 98,8 93,7+7,6 97,1 80,8 - 100,0 94,4 +5,0 95,2 83,7 -100,0 0,690 0,661 0,743
(E» Foxp3+CCR6- 2,1+2,1 1,0 0,7-5,8 4,7+5,9 2,2 0,0 - 14,8 33+34 2,5 0,6-9,8 0,548 0,792 0,792
F 8 Foxp3+CCR6+ 1,2+0,9 0,8 0,3-2,4 0,9+1,2 0,6 0,0-3,0 33+24 3,2 0,0-6,1 0,690 0,177 0,126
8 Foxp3-CCR6+ 25,1+£6,3 22,7 17,6 - 34,1 15,8+5,8 12,5 11,1-23,2 37,1+20,5 39,7 0,8-61,9 0,095 0,126 0,082
FoxP3+ 3,3+3,0 1,8 1,0-8,2 5,7+7,1 2,6 0,0-17,8 6,6 +5,5 5,6 0,8-15,9 0,690 0,429 0,537
CCR6+ 26,2+ 6,7 25,1 18,1-359 16,7+5,5 14,3 11,1-239 40,4 +21,7 44,9 0,8 - 64,0 0,056 0,126 0,082
CD25+CD127+ 0,8+0,5 0,8 0,1-1,3 0,6 +0,5 0,3 0,2-1,3 04+04 0,3 0,1-1,5 0,690 0,267 0,583
CD25-CD127- 56,7+ 14,5 61,4 353-723 51,8+ 14,5 58,8 27,2-61,8 53,7+9,5 54,0 32,4-65,6 0,548 0,661 0,913
CD25-CD127+ 39,1+15,3 33,4 24,4-623 45,0+ 15,3 37,0 34,5-70,3 43,6 £8,5 43,7 32,7-62,0 0,310 0,441 0,827
CCR6+CD103- 8,8+2,7 8,5 5,5-12,4 10,0 +£3,5 8,6 6,7-15,2 12,4+7,1 13,3 0,4-21,1 0,690 0,247 0,329
CCR6+CD103+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 0,0+£0,0 0,0 0,0-0,1 0,0+0,0 0,0 0,0-0,1 0,690 0,662 0,931
CCR6-CD103+ 0,1 +£0,1 0,1 0,0-0,1 0,1+0,2 0,0 0,0-0,5 0,0+0,1 0,0 0,0-0,1 0,548 0,537 0,931
CCR6+ 8,8+2,7 8,5 5,5-12,4 10,1 £3,5 8,6 6,8-15,2 12,4+7,1 13,3 0,4-21,2 0,690 0,247 0,329
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CD103+ 0,1+0,1 0,1 0,0-0,1 0,1+0,3 0,0 0,0-0,6 0,1+0,1 0,0 0,0-0,2 0,548 0,662 0,931
CD25+CCR6- 28+14 23 1,7-53 29+ 1,1 2,8 1,3-3,9 1,8+1,0 1,6 0,7-3,7 0,548 0,126 0,126
CD25+CCR6+ 0,9+0,2 0,8 0,7-1.2 0,5+0,2 0,6 0,3-0,8 1,1+0,9 1,0 0,0-2,6 0,032 Hp 0,429 0,082
CD25-CCR6+ 7,1+2.8 6,3 3,9-10,7 8,3+3,7 7,2 4,4-13,7 11,6 +6,7 12,9 0,1-193 0,690 0,177 0,247
Foxp3- 58,1+6,4 61,1  502-64,0 46,2+9,8 450  31,8-555 | 576121 57,1 33,6-773 0,095 0,913 0,090
Foxp3+ 0,6 0,5 0,6 0,1-1,3 0,3+0,1 0,2 0,2-0,5 0,4+0,5 0,2 0,0-1,5 0,421 0,441 0,913
CCR6+CD103- 18,4+3,9 204 122-218 16,6 +5,2 148  11,6-250 | 22,6+114 255 0,0 - 30,4 0,548 0,082 0,177
+ | CCR6+CD103+ 1,7+2.8 0,5 0,2-6,8 42+48 2,4 0,6-12,5 0,5+0,6 0,4 0,0-1,6 0,151 0,429 0,009’
% CCR6-CD103+ 0,1+0,1 0,0 0,0-0,3 0,0 = 0,0 0,0 0,0-0,1 2,1 4438 0,2 0,0-11,8 0,548 0,429 0,126
= | CCR6+ 20,1+5,7 208 12,4-275 20,8+9,6 17,6 140-375 | 23,1+11,6 264 0,0 -30,9 0,841 0,177 0,429
CD103+ 1,8+2,8 0,7 0,2-6,8 42+48 2,5 0,6-12,5 2,6 4,6 0,7 0,1-11,8 0,222 1,000 0,247
CD4- 41,0+7,0 37,9 348-496 | 53,1+10,1 53,7  438-685 | 408+125 415  209-66,6 0,095 1,000 0,052
CD4-Foxp3+ 0,3+0,3 0,2 0,0-0,7 0,2+0,1 0,1 0,1-0,3 0,2+02 0,1 0,0-0,7 0,690 0,510 0,913
CD8+ 17,3+7,8 17,9 8,1-27,4 253+6,7 264  152-315 15,9+6,9 15,6 4,7-29,0 0,151 0,743 0,038
CD127+ 438+17,1 395  28,0-70,7 50,7+9,3 53,7 403-60,5 | 31,7128 33,0 11,6 - 49,9 0,310 0,267 0,013’
CD25+ 23+12 2,1 0,7-4,0 0,9+ 0,6 0,7 0,5-1,9 1,1+ 1,0 0,6 03-34 0,056 0,038 0,913
CD25+CD127- 1,4+0,8 1,1 0,5-2,6 0,4+0,2 0,3 0,2-0,7 0,6+0,5 0,4 02-1,8 0,016 Hv 0,0525> 0,510
CD25+CD127+ 0,9+ 0,4 1,0 0,2-14 0,5+04 0,5 02-1.2 0,5+0,5 0,3 0,1-1,6 0,310 0,069 0,510
CD25-CD127+ 429+17,6 385  26,6-705 50,2 +9,1 52,5 40,1-60,0 | 313+125 32,9 11,5- 483 0,310 0,267 0,013’
: CCR6+CD103- 8,7+5,1 7,1 3,2-16,9 8,0+34 10,5 44-11,9 8,3+5,9 6,7 3,4-19,4 0,841 0,931 0,537
8 CCR6+CD103+ 0,0+ 0,1 0,0 0,0-0,1 0,1+0,1 0,1 0,0-0,1 0,1+0,1 0,1 0,0-0,2 0,690 0,662 1,000
CCR6-CD103+ 0,1+0,1 0,1 0,0-0,1 0,6+12 0,0 0,0-2,8 0,1+0,1 0,1 0,0-0,1 0,841 0,792 1,000
CCR6+ 8,8+5,1 7,2 3,2-16,9 9,0+3,4 10,5 45-12,0 8,4+59 6,8 3,6-19,4 0,841 0,931 0,537
CD103+ 0,1+0,0 0,1 0,1-0,1 0,6+1,3 0,1 0,0-2,9 0,1+0,1 0,1 0,0-0,3 1,000 1,000 0,792
Foxp3+CCR6- 1,.8+1,7 1,1 0,1-3,7 0,4+02 0,5 0,2-0,7 12+1,4 0,7 0,2-3,7 0,310 0,792 0,537
Foxp3+CCR6+ 0,2+0,1 0,1 0,1-0,3 0,2+0,1 0,1 0,1-0,3 0,2+02 0,1 0,0-0,6 1,000 0,429 0,429
Foxp3-CCR6+ 6,0+2,7 6,5 2,9-95 8,8+33 10,5 44-12,0 8,1£5,6 6,6 3,5-18,6 0,222 0,537 0,537




FoxP3+ 1,9+ 1,7 1,2 0,2-4,0 0,6+0,3 0,6 0,3-1,0 1,4+ 1,6 0,8 0,2-43 0,222 0,662 0,931
CCR6+ 6,1 +2,8 6,8 3,0-9,7 9,0+3,2 10,6 4,7-12,1 8,3+5,6 6,7 3,7-18,6 0,222 0,662 0,537

CDS- 827478 821  726-919 | 747+67 736  685-848 | 84169 844  71,0-953 | 01l 0,743 0,038 % | *
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3.2 Analyse des IL-1p 3 Tage Versuchs

Dieser  Versuchsabschnitt handelt von der Fragestellung, ob sich die
CD4+CD25+CD127- und die CD4+CD25-CD127- Zellen wiahrend des IL-13 3 Tage
Versuchs  phinotypisch  verdndert haben. Dazu  wurden  verschiedene
Oberflachenmolekiile, intrazelluldren Zytokine und Transkriptionsfaktoren in ihrer
prozentualen Zusammensetzung vor und nach der Intervention verglichen. Zudem war es
von Interesse, ob die verschiedenen Stimuli Unstimuliert, IL-18, anti-IL-18 und RI einen
spezifischen Einfluss auf den Zellphdnotypen ausgeiibt haben und ob sich die
CD4+CD25+CD127- bzw. die CD4+CD25-CD127- Zellen der HD, der JIA- und RA-
Patientinnen unterschieden. Zuletzt wurde mit einer AnnexinV/7-AAD Férbung
iiberpriift, ob die Zellen in ihrer Vitabilitidt und in ihrem Apoptoseverhalten abhidngig von
threm CD25 Rezeptor Status, den hinzugefiigten Stimuli oder ihrer

Versuchsgruppenzugehorigkeit differieren.
3.2.1 CD4+CD25+CD127- Zellen in der Pristimulation

Die genaue Zellphanotypisierung ist Tabelle 34 im Appendix zu entnehmen.

Vergleich zwischen HD und JIA-Patientinnen: Die untersuchten Zellen der HD und
der JIA-Patientinnen unterscheiden sich in der Prastimulation nicht signifikant in ihrer
FoxP3 Transkription. Auch die IL-10 und die IL-17 Produktion liegen anndhernd auf
einem Niveau. Der Proliferationsmarker Ki67 hingegen ist in den CD4+CD25+CD127-
Zellen der JIA-Gruppe signifikant hoher exprimiert. Die Oberflichenmolekiile CCR6,
CD62L und der IL-1 Rezeptor zeigen keine signifikanten Unterschiede.

Vergleich zwischen HD und RA-Patientinnen: In der direkten Gegeniiberstellung
differieren die CD4+CD25+CD127- Zellen der HD und der RA-Patientinnen nicht
signifikant fiir den Transkriptionsfaktor FoxP3, fiir IL-10 und IL-17, fiir den
Proliferationsmarker Ki67, fiir den IL-1 Rezeptor und fiir CD62L. In der proportionalen
Zusammensetzung sind die CD4+CD25+CD127- FoxP3-CCR6+ Zellen in der RA-
Gruppe signifikant erhoht, andere Konstellationen, die auf eine erhohte CCR6 Expression
bei den RA-Patientinnen schlieen lassen, verfehlen knapp das Signifikanzniveau, sodass

nur von einem nicht-signifikanten Trend gesprochen werden kann.
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3.2.2 CD4+CD25-CD127- Zellen in der Priastimulation

Die ausfiihrliche deskriptive Statistik der CD4+CD25-CD127- Zellen in der
Pristimulation aller drei Vergleichsgruppen findet sich in Tabelle 35 im Appendix.

Vergleich zwischen HD und JIA-Patientinnen: Die untersuchten Zellen beider
Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant in ihrer FoxP3 Expression, der IL-10 und
IL-17 Produktion und der Ki67 Exprimierung. Es liegen allerdings hochsignifikant
erhohte CCR6 Rezeptor Anteile bei den CD4+CD25-CD127- Zellen der JIA-Gruppe vor.
Zudem liegen die Rangsummen der proportionalen Anteile des CD62L Rezeptors bei den
JIA-Patientinnen deutlich tiber denen der HD, werden aber statistisch nicht signifikant.

Hinsichtlich des IL-1 Rezeptors tun sich keine wesentlichen Ungleichheiten auf.

Vergleich zwischen HD und RA-Patientinnen: Bei der Analyse der CD4+CD25-
CD127- Zellen der HD und der RA-Patientinnen finden sich keine signifikanten

Unterschiede.
3.2.3 CD4+CD25+CD127- Zellen in der Poststimulation Unstimuliert

Tabelle 36 im Appendix stellt die genauen Ergebnisse der CD4+CD25+CD127-

Zellcharakterisierung in der Poststimulation Unstimuliert dar.

Vergleich zwischen HD und JIA-Patientinnen: Anders als in der Préstimulation
existieren in der Poststimulation Unstimuliert signifikante bis hochsignifikante
Unterschiede hinsichtlich der FoxP3 Expression zwischen den CD4+CD25+CD127-
Zellen der HD und der JIA-Patientinnen. So koénnen vermehrte Anteile von
FoxP3+CCR6-, FoxP3+IL-17- und FoxP3+CD62L- Zellen innerhalb der
CD4+CD25+CD127- Zellen der HD beobachtet werden, was auf eine verstirkte
Transkription von FoxP3 Riickschliisse ziehen ldsst. Dartliber hinaus finden sich bei den
HD innerhalb der untersuchten Zellen eine signifikante Anreicherung von Foxp3-IL10+
und IL-17-IL-10+ Zellen. Das Zytokin IL-17 betreffend, liegen die Rangsummen
anndhernd auf einem Niveau und auch fiir den Proliferationsmarker Ki67 sowie fiir CCR6
werden keine wesentlichen Unterschiede verzeichnet. Bei den JIA-Patientinnen finden
sich unter den CD4+CD25+CD127- Zellen hochsignifikant erhohte FoxP3-CD62L+

Zellproportionen und auch in anderen Konstellationen nehmen die Rangsummen fiir eine
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vermehrte CD62L Rezeptorexprimierung bei der JIA-Gruppe hohere Werte an,
verbleiben allerdings im nicht-signifikanten Bereich. SchlieBlich ldsst sich festhalten,
dass die Zellpopulationen der CD4+CD25+CD127- FoxP3-IL-1R+ und der der
CD4+CD25+CD127- CDG62L-IL-1R+ Zellen hochsignifikant hohere Zellanteile

erreichen.

Vergleich zwischen HD und RA-Patientinnen: In der Gegeniiberstellung von den HD
und den RA-Patientinnen zeigt sich bei den HD hochsignifikant vermehrt FoxP3+CCR6-
Zellen und bei den RA-Patientinnen hochsignifikant erhohte Anteile von FoxP3-1L-17+
und CD62LAIL-1R- Zellen innerhalb der CD4+CD25+CD127- Zellen. In Bezug auf das
Zytokin IL-10 sowie auf den Marker Ki67 und den IL-1 Rezeptor treten keine relevanten
Ungleichheiten auf. CCR6 andererseits ist bei den analysierten Zellen RA-Patientinnen

hochsignifikant hochreguliert.
3.2.4 CD4+CD25+CD127- Zellen in der Poststimulation IL-1

In Tabelle 37 im Appendix werden sdmtliche analysierten Merkmale der

CD4+CD25+CD127- Zellen in der Poststimulation IL-1p detailliert dargestellt.

Vergleich zwischen HD und JIA-Patientinnen: Mit Ausnahme der hochsignifikant
hoheren Zellproportionen der CD4+CD25+CD127- FoxP3+CD62L- Zellen der HD,
ergeben sich fiir den Transkriptionsfaktor FoxP3 im Vergleich beider Gruppen keine
weiteren  signifikanten Unterschiede. Ebenfalls lassen sich innerhalb der
CD4+CD25+CD127- Zellen der HD erhohte Zellanteile von IL-17-IL-10+ und CD62L-
IL-1R+ Zellen feststellen. Fiir eine verstirkte CD62L Rezeptorexpression bei den JIA-
Patientinnen ist ein nicht-signifikanter Trend zu erkennen, welcher fiir die
CD4+CD25+CD127-CD62L+IL-1R- und die CD4+CD25+CDI127-CD62L+CCR6-
Zellen signifikant wird. Ansonsten zeichnen sich fiir die untersuchten Zytokine, den

Proliferationsmarker Ki67 und CCR6 keine aussagekréftigen Ungleichheiten ab.

Vergleich zwischen HD und RA-Patientinnen: Die statistische Auswertung spricht fiir
eine signifikante Mehrexprimierung von FoxP3 bei den CD4+CD25+CD127- Zellen der
HD. Andere intrazelluldr angeféarbte Zellbestandteile wie IL-10, IL-17 und Ki67 zeigen
keine  wesentlichen Unterschiede. ~Auch differieren die Expression des

Oberflachenmolekiils CD62L und die des IL-1 Rezeptors bei beiden Vergleichsgruppen
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nicht signifikant. Anders verhilt es sich mit dem CCR6 Chemokinrezeptor: Dieser ist bei

den untersuchten Zellen der RA-Patientinnen signifikant hochreguliert.
3.2.5 CD4+CD25+CD127- Zellen in der Poststimulation anti-1L-1

Die konkreten Zahlenwerte der in der Uberschrift erwihnten Analyse sind in Tabelle 38

im Appendix zu finden.

Vergleich zwischen HD und JIA-Patientinnen: Bei den CD4+CD25+CD127- Zellen
der HD ergeben sich signifikant bis hochsignifikante Hinweise fiir eine erhohte FoxP3
Transkription. Desweiteren lassen sich wiederum bei den untersuchten Zellen der HD
signifikant erhohte IL-10 Werte und eine signifikant bis hochsignifikant vermehrte I1L-1
Rezeptor Exprimierung ableiten. Fiir Ungleichheiten in der Sezernierung von IL-17 oder
in der Expression von Ki67, CCR6 und CD62L finden sich in der Poststimulation anti-

IL-1PB keine aussagekriftigen Anhaltspunkte.

Vergleich zwischen HD und RA-Patientinnen: Der Transkriptionsfaktor FoxP3 wird
von den untersuchten Zellen der HD signifikant bis hochsignifikant vermehrt exprimiert.
Die analysierten Zellen der RA-Gruppe hingegen imponieren erneut durch eine
signifikante Mehrexpression des Chemokinrezeptors CCR6. Die CD4+CD25+CD127-
FoxP3+CD62L+ Zellen treten signifikant gehduft bei den RA-Patientinnen auf. Des
Weiteren existieren bei den CD4+CD25+CD127- Zellen der RA-Patientinnen Anzeichen
fir einen nicht-signifikanten Trend, der eine Hochregulierung des CD62L
Oberflachenmolekiils widerspiegelt. Hinsichtlich der weiteren Merkmale sind keine

wesentlichen Unterschiede zu beobachten.
3.2.6 CD4+CD25+CD127- Zellen in der Poststimulation RI

Die ausfiihrliche Darstellung der CD4+CD25+CDI127- Zellcharakteristika in der

Poststimulation RI wird in Tabelle 39 im Appendix prisentiert.

Vergleich zwischen HD und JIA-Patientinnen: Im direkten Vergleich fillt ein nicht-
signifikanter Trend fiir eine gesteigerte FoxP3 Transkription bei den Zellen der HD auf,
welcher fiir die CD4+CD25+CD127-FoxP3+CD62L- hochsignifikant wird. Fiir die
Sezernierung von IL-17 ergeben sich keine wesentlichen Unterschiede, das Zytokin IL-

10 scheint hingegen bei den HD verstérkt produziert zu werden, so treten in dieser Gruppe
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bei den CD4+CD25+CD127- Zellen signifikant gehéduft Zellen auf, welche FoxP3-IL-
10+ und IL-17-IL-10+ sind. Die Werte fiir den Proliferationsmarker Ki67 und fiir das
Oberflichenmolekiill CCR6 wiederum liegen anndhernd auf einem Niveau. Den IL-1
Rezeptor betreffend, finden sich signifikant gesteigerte Proportionen von FoxP3-IL1R+
und CD62L-IL1R+ Zellen innerhalb der CD4+CD25+CD127- Zellen der HD. Im
Hinblick auf das Adhisionsmolekiil CD62L lésst sich festhalten, dass sich signifikant
hohere proportionale Anteile von CD4+CD25+CD127-CD62L+CCR6- Zellen bei den
JIA-Patientinnen finden lassen, weitere Zellpopulationen aber knapp das

Signifikanzniveau verfehlen.

Vergleich zwischen HD und RA-Patientinnen: Die CD4+CD25+CD127- Zellen der
HD exprimieren signifikant bis hochsignifikant vermehrt den Transkriptionsfaktor
FoxP3. Die betreffenden Zellen der RA-Patientinnen zeichnen sich durch eine signifikant

bis hochsignifikante Mehrexpression des Oberflichenmolekiils CCR6 aus.
3.2.7 Zusammenfassung der CD4+CD25+CD127- Zellen in der Poststimulation

In der Zusammenschau werden bei den CD4+CD25+CD127- Zellen der HD die hochsten
Exprimierungsraten fiir den Transkriptionsfaktor FoxP3 erzielt. Diese Beobachtung tritt
vorrangig in Relation zu den RA-Patientinnen auf, ldsst sich geringer ausgeprigt aber
ebenfalls im Vergleich zu den JIA-Patientinnen festhalten. Fiir IL-17 ldsst sich im
Wesentlichen kein konkreter Trend registrieren und fiir IL-10 konnte es eine diskrete
Tendenz zu einer erhohten Sezernierung bei den HD geben. Fiir den Proliferationsmarker
Ki67 zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den HD und den JIA-
Patientinnen bzw. zwischen HD wund den RA-Patientinnen. Im Profil der
Oberflichenmolekiile existieren relevante Unterschiede in den proportionalen Anteilen.
So finden sich bei den RA-Patientinnen die signifikant hchsten Rangsummen fiir den
CCR6 Chemokinrezeptor, was auf eine hohere Expression schliefen ldsst. Weiter fallt
eine signifikante Verschiebung in der proportionalen Zusammensetzung von CD62L+
Zellen bei den JIA-Patientinnen hin zu gréferen Anteilen auf, wenn diese in Bezug zu
den generierten Daten der HD gesetzt werden. Zuletzt ldsst sich durch die statistische
Analyse bei den JIA-Patientinnen eine signifikant verminderte Exprimierung des IL-1

Rezeptors im Vergleich zu den HD verzeichnen.
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3.2.8 Konvertierte CD4+CD25+CD127- Zellen in der Poststimulation

Unstimuliert

Die detaillierten Zahlenwerte der konvertierten CD4+CD25+CD127- Zellen in der

Poststimulation Unstimuliert werden in Tabelle 40 im Appendix aufgefiihrt.

Bei den konvertierten CD4+CD25+CD127- Zellen handelt es sich um Zellen, welche
urspriinglich CD4+CD25-CD127- waren und nach dem IL-1B 3 Tage Versuch
CD4+CD25+CD127- geworden sind.

Vergleich zwischen HD und JIA-Patientinnen: Die Rangsummenwerte der CD25
positiv gewordenen Zellen der urspriinglichen CD4+CD25-CD127- Zellen der HD
erreichen fiir die FoxP3+CCR6-, FoxP3+Ki67+, FoxP3+CD62L- Zellpopulationen das
Signifikanzniveau und sprechen somit fiir relevant hohere Expressionsraten des
Transkriptionsfaktors FoxP3. Ebenfalls bei den HD kann die Mehrexprimierung des
Proliferationsmarkers Ki67 signifikant bis hochsignifikante Werte erzielen. Die
Zytokinproduktion unterscheidet sich zwischen den beiden Vergleichsgruppen nicht
wesentlich voneinander. Hinsichtlich der Zusammensetzung des
Oberflichenmolekiilprofils ist bei den JIA-Patientinnen ein signifikant bis
hochsignifikant erhdhtes CD62L Rezeptor Auftreten zu beobachten sowie eine verstéarkte
Transkription des Chemokinrezeptors CCR6. Die Expressionsrate des IL-1 Rezeptors

wiederum differiert nicht signifikant zwischen den HD und den JIA-Patientinnen.

Vergleich zwischen HD und RA-Patientinnen: Im Rahmen dieses Vergleichs ist ein
Gefille hin zu einer signifikant bis hochsignifikant vermehrten FoxP3 Exprimierung bei
den analysierten Zellen der HD zu registrieren. Die CD62L Expression ist bei den
konvertierten CD4+CD25+CD127- Zellen der HD hingegen hochsignifikant vermindert.

Weitere signifikante Unterschiede finden sich nicht.
3.2.9 Konvertierte CD4+CD25+CD127- Zellen in der Poststimulation IL-1§

Die gesammelten Daten der deskriptiven Statistik konnen in Tabelle 41 im Appendix

nachgeschlagen werden.

Vergleich zwischen HD und JIA-Patientinnen: Bei der Gegeniiberstellung der Werte
der beiden Vergleichsgruppen weichen die proportionalen Anteile der FoxP3+CD62L-

63



Zellen innerhalb der untersuchten Zellpopulation voneinander ab. So nehmen sie bei den
HD signifikant hohere Rangsummen an. Zudem scheinen die konvertierten
CD4+CD25+CD127- Zellen der HD ebenfalls verstérkt den Proliferationsmarker Ki67
zu produzieren. Fiir die Phénotypen IL-1R-Ki67+ und CD62L-Ki67+ ergeben sich
signifikant hohere Anteile und andere Kombinationen mit gesteigerter Ki67 Expression
verfehlen nur knapp den signifikanten Bereich. Hinsichtlich der Zytokine stellt sich
folgendes Bild dar: Die IL-10 Produktion unterscheidet sich nicht relevant voneinander,
IL-17 wird von den konvertierten Zellen der JIA-Patientinnen signifikant vermehrt
gebildet. Wiederum bei der JIA-Gruppe zeigt sich zudem fiir CCR6 eine signifikante und
fiir CD62L eine hochsignifikante Mehrexprimierung. Die Vergleichsdaten fiir den IL-1

Rezeptor liegen anndhernd auf einem Level.

Vergleich zwischen HD und RA-Patientinnen: Bei dem Vergleich zwischen den HD
und den RA-Patientinnen zeigen sich Anzeichen fiir eine gesteigerte CCR6 Expression
bei den CD4+CD25+CD127- der urspriinglichen CD4+CD25-CD127- Zellen der RA-
Patientinnen, die fiir die FoxP3-CCR6+ Zellpopulation signifikant wird. Zusétzlich findet
sich bei den analysierten Zellen der RA-Patientinnen eine hochsignifikant bzw.
signifikant vermehrte Exprimierung der Oberflichenmolekiile CD62L und des IL-1

Rezeptors. Fiir weitere signifikante Unterschiede ergeben sich keine Hinweise.
3.2.10 Konvertierte CD4+CD25+CD127- Zellen in der Poststimulation anti-IL-1

Tabelle 42 im Appendix gibt eine komplette Auflistung aller untersuchten
Zellcharakteristika der betreffenden konvertierten Zellen in der Poststimulation anti-IL-

1B wieder.

Vergleich zwischen HD und JIA-Patientinnen: Gemessen an den untersuchten Zellen
der JIA-Patientinnen finden sich bei denen der HD hochsignifikant erhohte proportionale
Anteile von FoxP3+CCR6- Zellen und signifikant erhohte proportionale Anteile von
FoxP3+CD62L- Zellen. Weiterhin exprimieren die konvertierten Zellen der HD
signifikant bis hochsignifikant verstirkt den Proliferationsmarker Ki67. Fiir IL-10
ergeben sich keine signifikanten Unterschiede, aber IL-17+IL-10- Zellen treten innerhalb
der konvertierten CD4+CD25+CD127- Zellen der JIA-Patientinnen signifikant gehduft
auf. Dariiber hinaus zeichnet sich die JIA-Gruppe durch eine signifikant erhohte CCR6
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sowie eine hochsignifikant vermehrte CD62L Rezeptor Exprimierung aus. Die

gesammelten Daten fiir den IL-1 Rezeptor differieren nicht wesentlich voneinander.

Vergleich zwischen HD und RA-Patientinnen: Korrespondierend zu dem obigen
Vergleich zwischen den HD und den JIA-Patientinnen, manifestiert sich auch in dieser
Nebeneinanderstellung bei den analysierten Zellen der HD signifikant bis hochsignifikant
hohere proportionale Anteile von FoxP3 positiven Zellen. Die RA-Gruppe hingegen
imponiert durch signifikant erhdhte Proportionen von FoxP3-CCR6+ und FoxP3-1L-10+
Zellanteilen innerhalb der CD4+CD25+CD127- der urspriinglichen CD4+CD25-CD127-
Zellen. Zudem scheinen sie das Adhédsionsmolekiil CD62L signifikant vermehrt zu
exprimieren. Die Werte fiir die Zytokine, den Proliferationsmarker und die weiteren

Oberflachenmolekiile liegen nahezu auf einem Niveau.
3.2.11 Konvertierte CD4+CD25+CD127- Zellen in der Poststimulation RI

Der Tabelle 43 im Appendix ist die vollstindige Auffiihrung der ermittelten
Charakteristika der konvertierten CD4+CD25+CD127- Zellen in der Poststimulation RI

zu entnehmen.

Vergleich zwischen HD und JIA-Patientinnen: Gegeniiber den JIA-Patientinnen
kommen bei den HD signifikant angereicherte FoxP3+CD62L- Zellproportionen in der
untersuchten  Zellpopulation vor. Zusitzlich sind bei den konvertierten
CD4+CD25+CD127- Zellen der HD hochsignifikant erhohte Ki67 Transkriptionsraten
zu verzeichnen. Hinsichtlich des Zytokinprofils und des IL-1 Rezeptorstatus sind keine
relevanten Unterschiede vorhanden. Die Mehrexpressionen von CD62L und von CCR6
nehmen bei den ausgewerteten Zellen der JIA-Patientinnen hochsignifikante bzw.

signifikante Werte an.

Vergleich zwischen HD und RA-Patientinnen: Verglichen mit den konvertierten
Zellen der RA-Patientinnen exprimieren die der HD hochsignifikant vermehrt den
Transkriptionsfaktor FoxP3. Fiir IL-17 besteht ein insgesamt nicht-signifikanter Trend
fiir eine erhdhte Sezernierung bei den untersuchten Zellen der RA-Patientinnen, welcher
fiir die IL-17+IL-10- Zellen innerhalb der konvertierten CD4+CD25+CD127- Zellen
signifikant wird. Fiir IL-10 finden sich keine signifikanten Unterschiede. Bei den

analysierten Zellen der HD zeigen sich signifikant erhdhte Proportionen fiir IL-1R-
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Ki67+, CD62L-Ki67+ und CCR6-Ki67+ Zellen, die Rangsummen fiir eine globale
Mehrtranskription des Proliferationsmarkers Ki67 verfehlen indessen knapp das
Signifikanzniveau. Die ermittelten Werte flir die den IL-1 und den CCR6 Rezeptor
befinden sich anndherungsweise auf einem Level, das Adhisionsmolekiil CD62L

dagegen wird bei den RA-Patientinnen signifikant vermehrt exprimiert.

3.2.12 Zusammenfassung der konvertierten CD4+CD25+CD127- Zellen in der

Poststimulation

Bei Zusammentragung aller ermittelten Daten ldsst sich fiir den Transkriptionsfaktor
FoxP3 innerhalb der CD4+CD25+CD127- der urspriinglichen CD4+CD25-CD127-
Zellen der HD die signifikant hochste Expressionsrate registrieren. Wie bereits zuvor in
den Ausfithrungen der origindren CD4+CD25+CD127- Zellen festzustellen war, findet
sich diese Beobachtung insbesondere im Vergleich zu den RA-Patientinnen.
Nichtsdestotrotz zeigt sich die vermehrte Exprimierung, wenn auch geringer ausgepragt,
auch gegeniiber den JIA-Patientinnen. Fiir die Zytokine IL-10 und IL-17 bestehen
vereinzelt signifikante Abweichungen, die allerdings nicht auf einen generellen Trend
schliefen lassen. Verglichen mit der JIA-Gruppe transkribieren die untersuchten Zellen
der HD zum Teil hochsignifikant vermehrt den Proliferationsmarker Ki67. Der
Chemokinrezeptor CCR6 scheint bei den analysierten Zellen der JIA-Kohorte im
Vergleich zu denen der HD gehéuft vertreten zu sein. Das Adhésionsmolekiil CD62L
wird in Relation zu den beiden Patientengruppen bei den HD signifikant vermindert
exprimiert. Zuletzt zeigen sich keine relevanten Unterschiede in der IL-1 Rezeptor

Expression.
3.2.13 CD4+CD25-CD127- Zellen in der Poststimulation Unstimuliert

Die Tabelle 44 im Appendix stellt die Daten der gesamten untersuchten CD4+CD25-
CD127- Zellmerkmale inklusive der ermittelten p-Werte in der Poststimulation

Unstimuliert dar.

Vergleich zwischen HD und JIA-Patientinnen: Beide Vergleichsgruppen differieren
weder signifikant in ihrer FoxP3 Transkription noch in dem Ausmall ihrer

Zytokinsezernierung. Zusitzlich befinden sich die Werte fiir die IL-1 Rezeptorexpression
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auf einem dhnlichen Level. Der Proliferationsmarker Ki67 andererseits wird von den
CD4+CD25-CD127- Zellen der HD hochsignifikant vermehrt exprimiert, wohingegen
die untersuchten Zellen der JIA-Patientinnen iiber hochsignifikant héhere CD62L
Rezeptoranteile verfligen. Eine Mehrexpression des Glykoproteins CCR6 bei der JIA-

Kohorte verfehlt jeweils knapp das Signifikanzniveau.

Vergleich zwischen HD und RA-Patientinnen: Gemessen an den erzielten Werten der
HD transkribieren die analysierten Zellen der RA-Patientinnen signifikant bis
hochsignifikant verstarkt das Adhésionsmolekiil CD62L. Abgesehen von dieser

Abweichung existieren keine weiteren relevanten Unterschiede.
3.2.14 CD4+CD25-CD127- Zellen in der Poststimulation IL-1p

In Tabelle 45 im Appendix ist die komplette deskriptive Statistik der CD4+CD25-
CD127- Zellen in der Poststimulation IL-1f enthalten.

Vergleich zwischen HD und JIA-Patientinnen: In der Auswertung finden sich fiir den
Vergleich der CD4+CD25-CD127- Zellen der HD und der JIA-Patientinnen keine
signifikanten Diskrepanzen fiir die FoxP3 Transkription, die Zytokinsezernierung oder
die IL-1 Rezeptorexpression. Im Hinblick auf die Ki67 Exprimierung lassen sich
signifikant bis hochsignifikant hohere Raten fiir die analysierten Zellen der HD
vermerken. Das Oberflichenmolekiil CD62L wird demgegeniiber hochsignifikant
verstarkt von der JIA-Gruppe transkribiert. Wiederum in diesem Patientenkollektiv zeigt
sich zusitzlich eine Tendenz hin zu einer Mehrexpression des CCR6 Rezeptors, welcher

allerdings keine signifikanten Werte annimmt

Vergleich zwischen HD und RA-Patientinnen: Bei der Nebeneinanderstellung beider
Zellpopulationen présentieren sich die CD4+CD25-CD127- Zellen der RA-Patientinnen
durch eine signifikant hohere Exprimierung des Glykoproteins CCR6. Desweiteren sind
die untersuchten Zellen der RA-Gruppe charakterisiert durch eine hochsignifikant
vermehrte CD62L Rezeptorexpression. Die weiteren erhobenen Daten weichen nicht

signifikant voneinander ab.
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3.2.15 CD4+CD25-CD127- Zellen in der Poststimulation anti-IL-1p

Tabelle 46 im Appendix zeigt die vollstindig aufgefiihrte deskriptive Statistik der
CD4+CD25-CD127- Zellen in der Poststimulation anti-IL-1f.

Vergleich zwischen HD und JIA-Patientinnen: Verglichen mit den CD4+CD25-
CD127- Zellen der JIA-Patientinnen imponieren die der HD durch eine signifikant bis
hochsignifikante Mehrexpression des Transkriptionsfaktors FoxP3. Weiterhin sind bei
den CD4+CD25-CD127- Zellen der HD signifikant erhohte Exprimierungsraten des
Proliferationsmarkers Ki67 detektierbar. Die Messwerte der IL-17 Produktion sind bei
beiden Vergleichsgruppen anndhernd gleichwertig. Fiir die Bildung des Zytokins IL-10
besteht bei den analysierten Zellen der HD ein nicht-signifikanter Trend fiir eine
gesteigerte Sezernierung. Hinsichtlich des Oberflichenmolekiilprofils weicht die
proportionale Verteilung des IL-1 Rezeptors in beiden Gruppen nicht wesentlich
voneinander ab. Anders présentiert sich die Situation fiir CCR6 und CD62L. Beide
Glykoproteine treten bei den untersuchten Zellen der JIA-Patientinnen signifikant gehduft

auf, wobei fiir den CD62L Rezeptor sogar hochsignifikante Werte erzielt werden konnen.

Vergleich zwischen HD und RA-Patientinnen: Bei den CD4+CD25-CD127- Zellen
der RA-Patientinnen finden sich zum Teil hochsignifikant hohere proportionale Anteile
von CD62L+ Zellen. Diesen Unterschied ausgenommen, bestehen keine weiteren

relevanten Abweichungen der Messwerte.
3.2.16 CD4+CD25-CD127- Zellen in der Poststimulation RI

Tabelle 47 im Appendix stellt simtliche Werte der deskriptiven Statistik der CD4+CD25-

CD127- Zellen dar, welche im Rahmen der Poststimulation RI erhoben wurden.

Vergleich zwischen HD und JIA-Patientinnen: Im Hinblick auf den
Transkriptionsfaktor FoxP3 und den IL-1 Rezeptor sind keine aussagekriftigen
Ungleichheiten zwischen den beiden Gruppen ersichtlich. Analog dazu befinden sich
auch die produzierten Zytokinspiegel anndherungsweise auf einem Level. Der
Proliferationsmarker Ki67 wird hochsignifikant vermehrt von den CD4+CD25-CD127-
Zellen der HD gebildet. Die Glykoproteine CD62L und CCR6 werden im Gegensatz dazu

68



hochsignifikant beziechungsweise signifikant verstirkt von den untersuchten Zellen der

JIA-Patientinnen exprimiert.

Vergleich zwischen HD und RA-Patientinnen: Wesentliche Unterschiede zwischen
den HD und den RA-Patientinnen bestehen fiir den Transkriptionsfaktor FoxP3 und das
Adhésionsmolekiil CD62L: So zeigt sich bei den CD4+CD25-CD127- Zellen der HD
einerseits eine signifikant erhohte FoxP3 Exprimierung, andererseits sind die
analysierten Zellen der RA-Patientinnen durch eine signifikant bis hochsignifikante
Mehrexpression des CD62L Rezeptors charakterisiert. Weitere relevante Abweichungen

sind nicht detektierbar.
3.2.17 Zusammenfassung der CD4+CD25-CD127- Zellen in der Poststimulation

In der Zusammenschau existieren Hinweise dafiir, dass verglichen mit allen
Vergleichsgruppen der Transkriptionsfaktor FoxP3 am stirksten von den CD4+CD25-
CD127- Zellen der HD exprimiert wird. Fiir die Zytokine IL-17 und IL-10 konnen keine
signifikanten Unterschiede erhoben werden. Der Proliferationsmarker Ki67 wird
gemessen an den erzielten Transkriptionsraten der JIA-Patientinnen insgesamt signifikant
vermehrt von den CD4+CD25-CD127- Zellen der HD gebildet. SchlieBlich stellen die
CD4+CD25-CD127- Zellen der HD in der Nebeneinanderstellung aller drei
Vergleichsgruppen diejenigen mit den niedrigsten CD62L Rezeptor positiven
Zellanteilen dar. Diese Beobachtung bleibt iiber sdmtliche Stimulierungsbedingungen
hinweg stets hochsignifikant. Bei den untersuchten Zellen der JIA-Patientinnen wiederum
finden sich Anzeichen, die darauf hinweisen, dass diese die hochste Expressionsrate fiir
das Glykoprotein CCR6 besitzen. Der IL-1 Rezeptor wird von den betreffenden Zellen
sdmtlicher Kohorten letztendlich kaum gebildet und das Mall der Ausprigung

unterscheidet sich nicht signifikant.

3.2.18 Vergleich der Stimulationsbedingungen Unstimuliert, IL-1p, anti-IL-1 und
RI

In der folgenden Abhandlung wird auf die verschiedenen Stimuli und ihren ausgeiibten
Einfluss auf die origindren CD4+CD25+CD127-, die konvertierten CD4+CD25+CD127-
und die CD4+CD25-CD127- Zellen der HD, der JIA- und der RA-Patientinnen
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eingegangen. Niher untersucht werden hierbei der Transkriptionsfaktor FoxP3, die
Zytokine IL-10 und IL-17, der Proliferationsmarker Ki67 und die Oberflichenmolekiile
CCR6, CD62L und der IL-1 Rezeptor. Zur Einsichtnahme siamtlicher p-Werte sei an
dieser Stelle auf die Tabellen 48-56 im Appendix verwiesen. In den weiteren
Ausfithrungen wird vorrangig auf die signifikanten Ergebnisse Bezug genommen. Diese
werden des Weiteren, von drei Ausnahmen abgesehen, genauer erwihnt und zusitzlich
grafisch dargestellt. Herausgenommen wurden bei den CD4+CD25+CD127- Zellen der
urspriinglichen CD4+CD25-CD127- Zellen der HD das signifikante Ergebnis der FoxP3-
IL-1R+ Zellpopulation, innerhalb der CD4+CD25-CD127- Zellen der HD das der
FoxP3+IL-10+ Zellen und bei den RA-Patientinnen innerhalb der CD4+CD25-CD127-
Zellen der signifikante Wert der FoxP3+CD62L+ Zellen. Fiir diese Zellpopulationen
wurden zu geringe Zellzahlen verzeichnet, sodass etwaige Analysen aufgrund dessen

ohne Aussagekraft bleiben wiirden.
Auswirkung der Stimulationsbedingungen auf die CD4+CD25+CD127- Zellen

HD: Bei den CD4+CD25+CDI127- Zellen der HD finden sich signifikant
unterschiedliche FoxP3 Expressionsraten, die in Abhédngigkeit zu der jeweiligen
Stimulierung stehen. Wie die Abbildungen 9 und 19 verdeutlichen, ist ein Trend fiir eine
Verminderung der FoxP3 Transkription unter IL-1pB Kulturbedingungen ersichtlich,
welcher insbesondere verglichen mit den erhobenen Daten der unstimulierten Zellen zum
Teil hochsignifikant wird. Abgesehen davon, sind fiir die untersuchten Zellen der HD

keine weiteren Stimuli abhidngigen Ungleichheiten zu ermitteln.

JIA-Patientinnen: Bei den analysierten Zellen der JIA-Patientinnen zeigt sich, wie in
Abbildung 10 grafisch dargestellt, fiir die CD4+CD25+CD127-FoxP3-IL-1R+ und die
CD4+CD25+CD127-CD62L-IL-1R+ Zellsubpopulationen eine hochsignifikante und
eine knapp das Signifikanzniveau verfehlende Minderproduktion des IL-1 Rezeptors
unter Einfluss des RIs. Dariiber hinaus sind fiir die gemessenen Werte, welche die
Zytokinbildung, die FoxP3 Expression, die Ki67 Transkription und die Glykoproteine
CCR6 und CD62L betreffen, keine signifikanten Unterschiede detektierbar. Die
Abbildung 20 zeigt die prozentuale FoxP3 Transkription in den CD4+CD25+CD127, den
konvertierten CD4+CD25+CD127- und den CD4+CD25-CD127- Zellen einer JIA-

Patientin.
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RA-Patientinnen: Es liegt kein signifikanter Hinweis vor, dass die uneinheitliche
Stimulierung einen Einfluss auf das Verhalten der CD4+CD25+CD127- Zellen der RA-
Patientinnen ausiibt. Die Abbildung 21 veranschaulicht als Dot Plot die prozentuale
FoxP3 Expression in den CD4+CD25+CD127, den konvertierten CD4+CD25+CD127-
und den CD4+CD25-CD127- Zellen einer RA-Patientin.
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Abbildung 9 Proportionale Anteile verschiedener Zellsubpopulationen innerhalb der CD4+CD25+CD127-
Zellen der HD in der Poststimulation

Die signifikanten bzw. beinahe-signifikanten p-Werte sind mit einem * bzw. ** markiert und stehen in Relation zu
IL-1p.
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Abbildung 10 Proportionale Anteile verschiedener Zellsubpopulationen innerhalb der CD4+CD25+CD127-
Zellen der JIA-Patientinnen in der Poststimulation

Die signifikanten bzw. beinahe-signifikanten p-Werte sind mit einem * markiert und stehen in Relation zum RI.
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3.2.18.1 Auswirkung der Stimulationsbedingungen auf die konvertierten

CD4+CD25+CD127- Zellen

HD: Analog zu den origindren CD4+CD25+CD127- Zellen der HD, présentiert sich
ebenfalls bei den konvertierten Zellen eine zum Teil signifikant erniedrigte FoxP3
Transkription unter IL-1p Stimulierung. Zusétzlich existiert ein Trend fiir eine erhdhte
CD62L Rezeptorexpression bei den untersuchten Zellen, wenn diese fiir 3 Tage mit dem
Zytokin IL-1p versetzt werden und Hinweise dafiir, dass vor allem bei den unstimulierten
Zellen das Glykoprotein CD62L vermindert gebildet wird. Der Vergleich zwischen den
Kulturbedingungen Unstimuliert und IL-13 wird dabei haufig signifikant, der zwischen
Unstimuliert und anti-IL-1p verfehlt jeweils knapp das Signifikanzniveau. AbschlieSend
wird einmalig bei den FoxP3-IL-1R+ Zellen der HD die Minderproduktion des IL-1
Rezeptors unter RI Zugabe signifikant, wenn die Expressionsquoten mit denen der anti-
IL-1B Stimulation verglichen werden. Die Abbildungen 11, 12 und 19 illustrieren diese
Beobachtungen. Weitere relevante Ungleichheiten beziiglich der Zytokine, des

Proliferationsmarkers Ki67 und des Oberflachenmolekiils CCR6 sind nicht zu eruieren.

JIA-Patientinnen: Die CD4+CD25+CD127- der urspriinglichen CD4+CD25-CD127-
Zellen der JIA-Patientinnen reagieren nicht wesentlich unterschiedlich auf die

beigesetzten Stimuli.

RA-Patientinnen: Bei den untersuchten Zellen der RA-Patientinnen bestehen, wie in
Abbildung 13 dargestellt, fiir die Zellpopulationen FoxP3+Ki67- und CD62L-IL-1R+
signifikante Abweichungen in Abhingigkeit von den jeweiligen Kulturbedingungen. So
fallt bei den FoxP3+Ki67- Zellen in der Gegeniiberstellung anti-IL-18 und RI eine
signifikant erh6hte FoxP3 Expression unter anti-IL-1B Stimulation auf und bei den
CD62L-IL-1R+ Zellen unter RI Einfluss eine signifikant verminderte IL-1
Rezeptorexprimierung, insbesondere im Vergleich zu den erzielten Werten der IL-1
Stimulierung. Die weiteren Merkmale liegen trotz verschiedenartiger Stimulationen

anndhernd in einem Bereich.
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Abbildung 11 Proportionale Anteile verschiedener Zellsubpopulationen innerhalb der konvertierten
CD4+CD25+CD127- Zellen der HD in der Poststimulation

Die signifikanten bzw. beinahe signifikanten p-Werte sind mit einem *, ** bzw. *** markiert und stehen in Relation
zu IL-1p.
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Abbildung 12 Proportionale Anteile verschiedener Zellsubpopulationen innerhalb der konvertierten
CD4+CD25+CD127- Zellen der HD in der Poststimulation

Die signifikanten bzw. beinahe signifikanten p-Werte sind mit einem * und ** markiert und stehen in Relation zu
Unstimuliert.
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Abbildung 13 Proportionale Anteile verschiedener Zellsubpopulationen innerhalb der konvertierten
CD4+CD25+CD127- Zellen der RA-Patientinnen in der Poststimulation
Die signifikanten p-Werte sind mit einem * markiert und stehen in Relation zum RI.
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3.2.18.2 Auswirkung der Stimulationsbedingungen auf die CD4+CD25-
CD127- Zellen

HD: Fiir die CD4+CD25-CD127- Zellen der HD lésst sich festhalten, dass erneut unter
IL-1B Einwirkung die geringste FoxP3 Exprimierung zu verzeichnen ist. Verglichen mit
den erzielten Expressionsraten der Kulturbedingungen Unstimuliert und RI wird dieser
Unterschied signifikant bis hochsignifikant. Die Abbildungen 14 und 19 fassen die
relevanten Ergebnisse zusammen. Weiterhin besteht eine signifikante Abweichung in der
IL-10 Produktion innerhalb der unterschiedlich stimulierten CD4+CD25-CD127-CCR6-
IL-10+ Zellen. Der anti-IL-1B Stimulus imponiert hierbei verglichen mit der IL-1
Stimulierung durch signifikant hohere proportionale IL-10 Anteile. Zur
Veranschaulichung dient die Abbildung 15. Auf die Expression des Zytokins IL-17, des
Proliferationsmarkers Ki67, des Oberflachenmolekiils CCR6 und des IL-1 Rezeptors
hingegen iiben die verschiedenen Stimulierungen an dieser Stelle keinen wesentlichen
Einfluss aus. Abschlieend zeigt sich in der Untersuchung, dass IL-1B im Gegensatz zu
den anderen Stimuli eine Hochregulierung des Glykoproteins CD62L bewirkt. Diese
Beobachtung wird, wie in der Abbildung 16 dargestellt, mehrfach signifikant bis
hochsignifikant.

JIA-Patientinnen: In der JIA-Patientengruppe waren keine signifikanten Unterschiede

zwischen den unterschiedlichen Kulturbedingungen zu eruieren.

RA-Patientinnen: Bei den analysierten Zellen der RA-Patientinnen finden sich in der
Gegeniiberstellung der Stimuli anti-IL-1f und RI signifikant hdhere proportionale Anteile
von FoxP3+ Zellpopulationen unter anti-IL-1f Stimulierung. Dies wird in den
Abbildungen 17 und 18 verdeutlicht. Zusétzliche signifikante Abweichungen zeigen sich

nicht.
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Abbildung 14 Proportionale Anteile verschiedener Zellsubpopulationen innerhalb der CD4+CD25-CD127-
Zellen der HD in der Poststimulation

Die signifikanten bzw. beinahe-signifikanten p-Werte sind mit einem * und ** markiert und stehen in Relation zu IL-

1.
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Abbildung 15 Proportionale Anteile verschiedener Zellsubpopulationen innerhalb der CD4+CD25-CD127-
Zellen der HD in der Poststimulation

Die signifikanten p-Werte sind mit einem * markiert und stehen in Relation zu IL-1.
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Abbildung 16 Proportionale Anteile verschiedener Zellsubpopulationen innerhalb der CD4+CD25-CD127-
Zellen der HD in der Poststimulation

Die signifikanten bzw. beinahe-signifikanten p-Werte sind mit einem *, ** und *** markiert und stehen in Relation
zu IL-1.
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Abbildung 17 Proportionale Anteile verschiedener Zellsubpopulationen innerhalb der CD4+CD25-CD127-
Zellen der RA-Patientinnen in der Poststimulation

Die signifikanten p-Werte sind mit einem * markiert und stehen in Relation zum RI.
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Abbildung 18 Repriisentative prozentuale FoxP3 Transkription in den CD4+CD25-CD127- Zellen eines RA-
Patientinnen (Codierung 10) in Abhiingigkeit von der jeweiligen Stimulierung.
Die signifikanten p-Werte sind mit einem * markiert und stehen in Relation zum RI
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Abbildung 19 Repriisentative prozentuale FoxP3 Transkription in den CD4+CD25+CD127, den konvertierten CD4+CD25+CD127- und den CD4+CD25-CD127- Zellen zweier
HD (Codierung 23 und 25) in Abhiingigkeit von der jeweiligen Stimulierung.

Die signifikanten bzw. beinahe-signifikanten p-Werte sind mit einem * markiert und stehen in Relation zu IL-1p.
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Abbildung 20 Repriisentative prozentuale FoxP3 Transkription in den CD4+CD25+CD127, den konvertierten CD4+CD25+CD127- und den CD4+CD25-CD127- Zellen einer
JIA-Patientin (Codierung 4) in Abhéngigkeit von der jeweiligen Stimulierung.
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Abbildung 21 Reprisentative prozentuale FoxP3 Transkription in den CD4+CD25+CD127, den konvertierten CD4+CD25+CD127- und den CD4+CD25-CD127- Zellen einer
RA-Patientin (Codierung 12) in Abhéngigkeit von der jeweiligen Stimulierung.
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3.2.19 Vorher-Nachher Vergleich der CD4+CD25+CD127- und der CD4+CD25-
CD127- Zellen

In dieser Untersuchung sollte der Arbeitshypothese nachgegangen werden ob und falls
ja, inwiefern sich die betreffenden Zellen vor und nach dem IL-18 3 Tage Versuch in
ihrem Phinotyp verdndert haben. Ein spezielles Interesse gilt hierbei den verschiedenen
Oberflichenmarkern, Zytokinen, Chemokinen und den intrazellular Zellbestandteilen wie

den Transkriptionsfaktoren.

Auffallend ist die phinotypische Verdnderung der CD4+CD25+CD127- Zellen, die bei
der HD-, der JIA- sowie der RA-Gruppe ihre CD25 Rezeptoren nach dem IL-1p 3 Tage
Versuch signifikant herunterregulieren. Bei den CD4+CD25-CD127- Zellen liegt das
genau entgegengesetzte Bild vor; hier sind nach der Intervention iiber alle drei
Vergleichsgruppen hinweg signifikant hohere Proportionen von CD4+CD25+CD127-
Zellen zu finden. Die ndheren Ausfiihrungen erfolgen in die zwei Subgruppen unterteilt

und konnen in den Tabellen 18 und 19 eingesehen werden.

CD4+CD25+CD127- Zellen: Nach dem IL-1f 3 Tage Versuch exprimieren die
CD4+CD25+CD127- Zellen signifikant vermehrt den Transkriptionsfaktor FoxP3. Diese
Beobachtung findet sich iiber alle drei Kohorten hinweg. Hinsichtlich des Zytokins IL-
17 zeigen sich zum Teil widerspriichliche Ergebnisse, dennoch liegt eine Tendenz fiir ein
gehduftes Vorkommen in der Poststimulation vor. IL-10 scheint vor der Intervention
vermehrt sezerniert zu werden. Der Proliferationsmarker Ki67 liegt dagegen nach der
Kultur bei den HD und den RA-Patientinnen zu signifikant gréeren proportionalen
Anteilen vor. Bei diesen beiden Gruppen zeigen sich nach der Stimulierung zudem
Unterschiede in der Expression der Oberflichenmolekiile CD62L, CCR6 und des IL-1
Rezeptors. So sind die Glykoproteine CD62L und CCR6 vor dem IL-1P 3 Tage Versuch
signifikant hoher exprimiert, wohingegen der IL-1 Rezeptor nach der Stimulierung
hochreguliert wird. Dieser Trend spiegelt sich in geringerem Malle auch bei den JIA-
Patientinnen wider. Hier tritt diese Beobachtung vorrangig bei den CD4+CD25+CD127-
FoxP3-CD62L+, den CD4+CD25+CD127-FoxP3+ILIR+, den CD4+CD25+CD127-
FoxP3+CCR6+ und den CD4+CD25+CD127-FoxP3-CCR6+ Zellen auf.
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CD4+CD25-CD127- Zellen: Bei den CD4+CD25-CD127- Zellen der RA-Patientinnen
bilden sich bei der zusédtzlichen anti-IL-1 Inhibierung signifikante Unterschiede in der
FoxP3 Expression heraus, so wird dieser Transkriptionsfaktor nach dem IL-1p 3 Tage
Versuch vermehrt produziert. Bei weiteren Konstellationen wird das Signifikanzniveau
verfehlt. In der Analyse der Zytokine IL-10 und IL-17 werden keine relevanten
Ungleichheiten erkennbar. Im Vorher-Nachher-Vergleich werden bei den untersuchten
Zellen der HD fiir Ki67 in der Poststimulation signifikant héhere Proportionen sichtbar,
wiéhrend sich bei der JIA-Gruppe fiir die CD4+CD25-CD127-FoxP3-Ki67+ und die
CD4+CD25-CD127-CD62L+Ki67+ Zellen vor der Intervention ein Trend fiir eine
vermehrte  Ki67  Exprimierung  abzeichnet. Die  Transkriptionsraten  des
Chemokinrezeptors CCR6 verdndern sich nicht signifikant. Fiir den IL-1 Rezeptor
werden nach dem IL-1B 3 Tage Versuch vereinzelt bei den HD signifikant erhohte
proportionale Anteile gemessen, wohingegen sich analog zu den weiter oben
beschriebenen CD4+CD25+CD127- Zellen eine signifikant vermehrte Exprimierung des
Adhisionsmolekiils CD62L in der Préstimulation findet. Vorrangig tritt diese
Beobachtung bei den HD und den JIA-Patientinnen auf.
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Tabelle 18 Vorher-Nachher Vergleich der proportionalen Anteile der T-Zellsubpopulationen innerhalb der CD4+CD25+CD127- Zellen der HD, der JIA- und der RA-
Patientinnen (vor und nach dem IL-1f 3 Tage Versuch).

Die signifikanten p-Werte sind markiert. Der hochgestellte Buchstabe ? hinter den signifikanten p-Werten kennzeichnet die Zellcharakteristika, welche nach dem IL-1p 3 Tage Versuch
mit den héheren Rangsummen vergesellschaftet sind. Befindet sich keine weitere Markierung hinter den signifikanten p-Werten bedeutet dies, dass die hoheren Rangsummen in der
Préastimulation zu finden sind.

Unstimuliert IL-1B anti-IL-1p RI

HD JIA RA HD JIA RA HD JIA RA HD JIA RA
CD25+CD127- 0,043 0,043 0,043 0,043 0,043 0,043 0,043 0,043 0,043 0,043 0,043 0,043
IL-17+CCR6- 0,416 0,080 0,043 ® 0,461 0,138 0,104 0,104 0,078 0,042 ° 0,144 0,080 0,144
IL-17+CCR6+ 0,223 0,042 ° 0,043 ® 0,223 0,273 0,144 0,138 0,686 0,138 0,223 0,686 0,080
IL-17-CCR6+ 0,043 0,080 0,080 0,080 0,225 0,225 0,080 0,225 0,043 0,043 0,080 0,043
FoxP3+CCR6- 0,043 ® 0,043 ° 0,043 ° 0,043 ° 0,043 ° 0,043 * 0,043 ° 0,043 * 0,043 * 0,043 * 0,043 * 0,043 *
FoxP3+CCR6+ 0,043 ® 0,043 ° 0,043 ° 0,043 ° 0,043 ° 0,043 * 0,043 ° 0,042 * 0,043 * 0,043 * 0,043 * 0,043 ®
FoxP3-CCR6+ 0,043 0,043 0,043 0,043 0,043 0,043 0,043 0,080 0,043 0,043 0,043 0,043
FoxP3+IL-10- 0,043 ® 0,043 ° 0,043 ° 0,043 ° 0,043 ° 0,043 * 0,043 ° 0,043 * 0,043 * 0,043 * 0,043 * 0,043 ®
FoxP3-+IL10+ 0,102 0,498 0,465 0,336 0,176 0,588 1,000 0,176 0,786 1,000 0,715 0,465
FoxP3-IL-10+ 0,042 0,043 0,276 0,066 0,043 0,068 0,141 0,068 0,279 0,104 0,042 0,225
FoxP3+IL-17- 0,043 ® 0,138 0,043 ° 0,043 ° 0,138 0,043 ° 0,043 ° 0,138 0,043 * 0,043 * 0,138 0,043 ®
FoxP3+IL-17+ 0,043 ° 0,068 0,042 ° 0,461 0,080 0,078 0,080 0,104 0,043 ° 0,279 0,043 ° 0,043 °
FoxP3-IL17+ 0,043 0,197 0,042 ° 0,138 0,416 0,080 0,102 0,500 0,144 0,078 0,686 0,138
CCR6+IL10- 0,043 0,345 0,138 0,080 0,500 0,223 0,080 0,686 0,043 0,043 0,893 0,043
CCR6+IL10+ 0,038 0,279 0,465 0,042 0,078 0,104 0,104 0,068 0,680 0,066 0,343 0,144
CCR6-IL10+ 0,686 0,176 0,225 1,000 0,042 1,000 0,498 0,223 0,588 0,588 0,279 0,345
IL17+IL10- 0,273 0,080 0,043 ° 0,686 0,138 0,068 0,197 0,223 0,080 0,498 0,080 0,080
IL17+IL10+ 0,066 0,713 0,713 0,066 0,258 0,705 0,066 0,276 1,000 0,066 0,785 0,705
IL17-IL10+ 0,715 0,043 1,000 0,285 0,042 0,068 0,893 0,080 0,465 0,893 0,043 0,715
FoxP3+IL-1R- 0,043 ° 0,138 0,043 ° 0,043 ° 0,138 0,043 ° 0,043 ° 0,080 0,043 ° 0,043 ° 0,043 ° 0,043 °
FoxP3+IL-1R+ 0,043 ° 0,068 0,043 ° 0,042 ° 0,043 ° 0,043 ° 0,043 ° 0,043 ° 0,043 ° 0,043 ° 0,066 0,043 °
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FoxP3-IL-1R+
FoxP3+Ki67-
FoxP3+Ki67+
FoxP3-Ki67+
FoxP3+CD62L-
FoxP3+CD62L+
FoxP3-CD62L+
IL-1R+Ki67-
IL-1R+Ki67+
IL-1R-Ki67+
CD62L+IL-1R-
CD62LA+IL-1R+
CD62L-IL-1R+
CD62L+Ki67-
CD62L+Ki67+
CD62L-Ki67+
CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCR6-IL-1R+
CCR6+

IL-10+

FoxP3+

0,043 ®
0,043 ®
0,043 ®
0,285
0,043 ®
0,043 ®
0,043
0,043 ®
0,068
0,043 ®
0,043
0,043 ®
0,043 ®
0,043
0,414
0,043 ®
0,043
0,043
0,686
0,043
0,080
0,043 °
0,043
0,043 °
0,043 °
0,043
0,104
0,043 ®

0,080
0,080
0,223
1,000
0,225
0,080
0,042
0,078
0,068
0,686
0,080
0,080
0,080
0,138
0,225
0,465
0,345
0,138
0,138
0,080
0,223
0,225
0,043
0,080
0,080
0,345
0,225

0,043 °

0,043 °
0,042 °
0,042 °
0,068
0,043 °
0,043 °
0,043
0,043 °
0,043 °
0,042 °
0,043
0,043 °
0,043 °
0,043
0,197
0,043 °
0,043
0,043
0,686
0,043
0,104
0,039 °
0,043
0,043 °
0,043 °
0,138
0,686
0,043 °

0,043 °
0,043 °
0,068
0,414
0,043 °
0,043 °
0,043
0,043 °
0,080
0,043 °
0,043
0,043 °
0,042 °
0,043
0,705
0,043 °
0,043
0,043
0,686
0,043
0,176
0,043 °
0,043
0,043 °
0,043 °
0,080
0,039
0,043 °

0,104
0,080
0,131
0,141
0,225
0,080
0,043
0,080
0,141
0,684
0,080
0,043 °
0,080
0,138
0,461
0,686
0,345
0,345
0,138
0,345
0,194
0,686
0,080
0,080
0,080
0,500
0,043
0,043 °
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0,043 °
0,043 °
0,068
0,104
0,043 °
0,279
0,043
0,043 °
0,043 *
0,279
0,043
0,043 *
0,043 *
0,043
0,102
0,068
0,043
0,043
0,686
0,043
0,078
0,068
0,043
0,043 °
0,042 °
0,225
0,043
0,043 °

0,043 °
0,043 °
0,068
0,109
0,043 °
0,104
0,043
0,043 °
0,080
0,043 °
0,043
0,043 °
0,043 °
0,043
0,785
0,043 °
0,043
0,043
0,500
0,043
0,197
0,043 °
0,043
0,043 °
0,043 °
0,080
0,285
0,043 °

0,080
0,080
0,144
0,586
0,136
0,080
0,043
0,080
0,066
0,686
0,080
0,078
0,080
0,138
0,223
0,684
0,225
0,500
0,043
0,225
0,180
0,416
0,080
0,080
0,080
0,686
0,043
0,043 *

0,043 *
0,043 *
0,043 *
0,336
0,043 *
0,043 *
0,043
0,043 *
0,043 *
0,068
0,043
0,043 *
0,043 *
0,043
0,144
0,042 *
0,080
0,043
0,588
0,043
0,080
0,043 °
0,043
0,043 °
0,043 °
0,043
0,892
0,043 *

0,080
0,043 *
0,043 *

0,066
0,043 *
0,043 *

0,043
0,043 *

0,176
0,043 *

0,043
0,043 *
0,043 *

0,043

0,480
0,043 *

0,043

0,043

0,686

0,043

0,104
0,043 °

0,043
0,043 °
0,043 °

0,080

0,345
0,043 *

0,225
0,043 *
0,104
0,715
0,080
0,138
0,043
0,465
0,581
0,500
0,080
0,197
0,893
0,080
0,144
0,279
0,345
0,138
0,043
0,080
1,000
0,144
0,080
0,500
0,416
0,893
0,345
0,043 ®

0,043 *
0,043 ®
0,043 *
0,357
0,043 *
0,080
0,043
0,043 *
0,042 *
0,078
0,043
0,043 *
0,043 ®
0,043
0,336
0,068
0,043
0,043
0,715
0,043
0,078
0,068
0,043
0,043 °
0,043 °
0,043
0,500
0,043 ®



IL-17+
CD62L+
Ki67+
IL-1R+
CD25-

0,225
0,043
0,042 ®
0,043 ®
0,043 ®

0,080
0,138
0,225
0,080
0,043 °

0,043 °
0,043
0,043 °
0,043 °
0,043 °

0,345

0,043

0,080
0,043 °
0,043 °

0,138
0,225
0,686
0,080
0,043 °
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0,080

0,043

0,080
0,043 °
0,043 °

0,500
0,043
0,043 °
0,043 °
0,043 °

0,223
0,225
0,416
0,080
0,043 *

0,080
0,043
0,043 *
0,043 *
0,043 *

0,500
0,043
0,043 *
0,043 *
0,043 *

0,080
0,138
0,225
0,465
0,043 *

0,080

0,043

0,078
0,043 ®
0,043 *



Tabelle 19 Vorher-Nachher Vergleich der proportionalen Anteile der T-Zellsubpopulationen innerhalb der CD4+CD25-CD127- Zellen der HD, der JIA- und der RA-
Patientinnen (vor und nach dem IL-1f 3 Tage Versuch).

Die signifikanten p-Werte sind markiert. Der hochgestellte Buchstabe * hinter den signifikanten p-Werten kennzeichnet die Zellcharakteristika, welche nach dem IL-1p 3 Tage Versuch
mit den héheren Rangsummen vergesellschaftet sind. Befindet sich keine weitere Markierung hinter den signifikanten p-Werten bedeutet dies, dass die hoheren Rangsummen in der
Prastimulation zu finden sind.

Unstimuliert IL-1B anti-1L-1p RI
HD JIA RA HD JIA RA HD JIA RA HD JIA RA
CD25-CD127- 0,043 0,043 0,043 0,043 0,043 0,043 0,043 0,043 0,043 0,043 0,043 0,043
IL-17+CCR6- 0,465 0,785 0,180 0,109 0,194 0,416 0,180 0,197 0,854 0,593 0,180 0,285
IL-17+CCR6+ 1,000 0,655 0,564 0,157 0,157 1,000 0,157 1,000 1,000 0,157 0,564 0,414
IL-17-CCR6+ 0,498 0,686 0,686 0,492 0,500 0,225 0,500 0,498 0,686 0,893 0,500 0,686
FoxP3+CCR6- 0,225 0,893 0,138 0,893 0,686 0,144 0,138 0,500 0,080 0,138 0,893 0,225
FoxP3+CCR6+ 0,197 0,684 0,416 1,000 0,500 0,588 0,713 0,500 0,892 0,705 0,498 1,000
FoxP3-CCR6+ 0,498 0,686 0,686 0,500 0,500 0,345 0,498 0,500 0,893 0,893 0,500 0,893
FoxP3+IL-10- 0,225 0,893 0,080 0,684 0,715 0,273 0,138 0,686 0,043 * 0,138 1,000 0,225
FoxP3+IL-10+ 0,317 1,000 0,679 1,000 0,083 1,000 0,066 0,564 0,461 0,180 0,705 0,197
FoxP3-IL-10+ 0,786 0,892 0,104 0,273 0,225 0,138 1,000 0,068 0,176 0,593 0,285 0,225
FoxP3+IL-17- 0,225 0,893 0,104 0,684 0,715 0,197 0,138 0,715 0,043 * 0,144 1,000 0,225
FoxP3+IL-17+ 0,317 0,317 0,317 0,317 0,317 0,564 0,276 1,000 0,655 1,000 1,000 1,000
FoxP3-IL-17+ 0,593 0,783 0,109 0,285 0,461 0,680 0,705 0,655 1,000 0,715 0,458 0,891
CCR6+IL-10- 0,498 0,893 0,686 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,345 0,500 0,500 0,416
CCR6+IL-10+ 0,317 0,715 0,285 0,317 0,066 0,317 1,000 0,357 0,336 1,000 0,496 0,180
CCR6-IL-10+ 0,891 1,000 0,138 0,223 0,273 0,138 0,465 0,059 0,138 0,715 0,465 0,225
IL-17+IL-10- 0,414 0,785 0,066 0,109 0,194 0,279 0,197 0,197 0,581 0,285 0,180 0,285
IL-17+IL-10+ 0,317 0,317 0,317 1,000 0,317 0,317 0,157 1,000 0,655 1,000 0,655 1,000
IL-17-IL-10+ 0,786 0,893 0,080 0,273 0,225 0,138 0,588 0,066 0,144 0,465 0,785 0,225
FoxP3+IL-1R- 0,080 0,893 0,345 0,500 0,500 0,080 0,138 0,500 0,042 * 0,144 0,893 0,144
FoxP3+IL-1R+ 0,317 0,317 0,317 1,000 0,157 0,083 0,317 0,157 0,157 1,000 0,317 0,157
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FoxP3-IL-1R+
FoxP3+Ki67-
FoxP3+Ki67+
FoxP3-Ki67+
FoxP3+CD62L-
FoxP3+CD62L+
FoxP3-CD62L+
IL-1R+Ki67-
IL-1R+Ki67+
IL-1R-Ki67+
CD62L+IL-1R-
CD62LA+IL-1R+
CD62L-IL-1R+
CD62L+Ki67-
CD62L+Ki67+
CD62L-Ki67+
CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCR6-IL-1R+
CCR6+

IL-10+

FoxP3+

0,157

0,080

0,109
0,043 *
0,080

0,109

0,043

0,157

0,317
0,043
0,043

1,000

0,180

0,043

0,157
0,043
0,043

0,043

0,500

0,500

0,157
0,043
0,500

0,317

0,317

0,498

0,786

0,225

0,564
0,786
0,317
0,197
0,893
0,588
0,043
0,564
0,317
0,141
0,043
0,317
0,157
0,043
0,046
0,461
0,043
0,080
0,686
0,500
1,000
0,131
0,500
0,564
0,083
0,686
0,680
0,893

0,102
0,345
0,317
0,109
0,345
0,414
0,080
0,129
0,157
0,102
0,080
1,000
0,078
0,078
1,000
0,102
0,080
0,109
0,500
0,686
0,102
0,336
0,686
0,257
0,102
0,686
0,225
0,104

0,046
0,498
0,180

0,043 7
0,416
0,109
0,043
0,083
1,000

0,043 *
0,043
1,000

0,046 *
0,043
0,157

0,042 *
0,043
0,068
0,500
0,500
0,157
0,068
0,498
0,317
0,083
0,498
0,273
0,686

0,257
0,500
0,157
0,414
0,686
0,279
0,042
0,257
0,180
0,197
0,043
1,000
0,102
0,043
0,046
0,783
0,043
0,080
0,345
0,138
0,317
1,000
0,138
0,655
0,109
0,500
0,176
0,715
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0,336
0,104
0,102
0,223
0,080
0,317
0,080
0,336
0,317
0,273
0,080
0,180
0,197
0,080
1,000
0,273
0,080
0,257
0,786
0,345
1,000
0,273
0,345
0,414
0,197
0,225
0,197
0,273

0,109

0,176

0,066
0,043
0,080

0,197

0,043

0,102

0,317
0,043 *
0,043

1,000

0,109

0,043

0,564
0,043 *
0,043

0,109

0,498

0,500

0,317
0,042 *
0,500

0,317

0,180

0,500

0,357

0,138

0,180
0,500
1,000
1,000
0,500
0,273
0,043
0,059
0,317
0,854
0,043
1,000
0,034°
0,043
0,046
0,680
0,043
0,080
0,345
0,345
0,317
0,680
0,345
1,000
0,066
0,500
0,068
0,715

0,102
0,043 7
0,066
0,197
0,042 7
0,257
0,080
0,109
0,317
0,131
0,080
0,180
0,068
0,080
0,414
0,144
0,080
0,461
0,684
0,686
0,655
0,131
0,686
0,197
0,131
0,686
0,144
0,080

0,083
0,225
0,042 7
0,043 7
0,080
0,465
0,043
0,083
1,000
0,043 7
0,043
0,317
0,102
0,043
0,564
0,043 7
0,043
0,109
0,498
0,498
0,083
0,043 7
0,500
1,000
0,102
0,893
0,465
0,144

0,180
0,893
0,157
0,042
0,893
0,461
0,043
0,157
0,317
0,109
0,043
0,317
0,109
0,043
0,046
0,197
0,043
0,080
0,345
0,345
0,564
0,066
0,345
0,705
0,109
0,498
0,465
1,000

0,414
0,144
0,317
0,285
0,223
0,197
0,080
0,197
0,317
0,465
0,043
0,317
0,109
0,080
1,000
0,465
0,080
0,109
0,500
0,500
0,564
0,465
0,500
0,564
0,157
0,684
0,223
0,225



IL-17+
CD62L+
Ki67+

IL-1R+
CD25+CD127-

0,593
0,043
0,043 *
0,180
0,043 *

0,680
0,043
0,336
0,414
0,043 7

0,109
0,080
0,141
0,104
0,043 7

0,197
0,043
0,043 7
0,046 7
0,042 7

0,461
0,043
0,581
0,197
0,043 7
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0,892
0,080
0,273
0,336
0,043 7

1,000
0,043
0,042 7
0,102
0,043 7

0,593
0,043
1,000
0,102
0,043 7

1,000
0,080
0,223
0,109
0,043 7

0,715
0,043
0,043 °
0,102
0,043 7

0,465
0,043
0,109
0,285
0,043 7

1,000

0,080

0,465

0,197
0,043 7



3.2.20 Vergleich zwischen den originiren CD4+CD25+CD127- und den
konvertierten CD4+CD25+CD127-Zellen

In der folgenden Ubersichtsdarstellung wird beschrieben inwiefern sich der Zellphénotyp
der origindren CD4+CD25+CD127- Zellen von dem der konvertierten
CD4+CD25+CD127- Zellen unterscheidet. Dabei werden die Zellen innerhalb ihrer
Vergleichsgruppen und anhand der bereits zuvor erwéhnten Zellmerkmale verglichen.
Tabelle 20 prasentiert das Ergebnis biindig. Die Pfeile T und | zeigen an, dass die erzielten
Werte der konvertierten Zellen 1im Vergleich zu denen der origindren
CD4+CD25+CD127- Zellen signifikant erhoht beiziehungsweise erniedrigt sind, die
Doppelpfeile 11 und || markieren hochsignifikante Abweichungen und die
eingeklammerten Pfeile (1) und () sind ein Indikator fiir knapp das Signifikanzniveau

verfehlende p-Werte.

Zusammenfassend gesehen ldsst sich fiir die Gegeniiberstellung festhalten, dass tiber alle
Stimulierungen hinweg bei jeder Versuchsgruppe die konvertierten CD4+CD25+CD127-
Zellen prozentual nie die Anteile der origindren CD4+CD25+CD127- Zellen erreichen.

Die weitere Erorterung erfolgt aufgetrennt in die drei Vergleichskohorten.

HD: Innerhalb dieser Gruppe sind zwischen den zwei untersuchten Zellpopulationen die
meisten Abweichungen zu verzeichnen. Es zeigen sich signifikante bis hochsignifikante
p-Werte fiir eine verminderte FoxP3 Expression bei den konvertierten Zellen. Im
Hinblick auf die Zytokinsezernierung von IL-10 und IL-17 sind keine aussagekriftigen
Unterschiede zu beobachten. Den Proliferationsmarker Ki67 betreffend sind die
CD4+CD25+CD127- Zellen der urspriinglichen CD4+CD25-CD127- Zellen {iber
mehrere Stimulierungen hinweg mit hochsignifikant, signifikant und knapp das
Signifikanzniveau verfehlend héheren Réngen verbunden, scheinen diesen demnach
vermehrt zu transkribieren. Des Weiteren finden sich bei den konvertierten Zellen starke
Hinweise fiir eine Herunterregulierung der untersuchten Oberfldchenmolekiile. So wird
CCR6 signifikant vermindert exprimiert, fiir CD62L und den IL-1 Rezeptor zeigen sich

sogar hochsignifikante Tendenzen.

JIA-Patientinnen: Die origindren und die induzierten CD4+CD25+CD127- Zellen

dieser Kohorte dhneln sich auffallend. Es sind vereinzelt signifikante und knapp das
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Signifikanzniveau verfehlende p-Werte zu registrieren, welche fiir eine Hochregulierung
des Glykoproteins CCR6 bei den CD4+CD25+CD127- der urspriinglichen CD4+CD25-
CD127- Zellen sprechen. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu den gefundenen
Daten der HD und der RA-Patientinnen; hier zeichnet sich ein gegenldufiger Trend ab.
Die weiteren singulér signifikant gewordenen Werte, deuten mdglicherweise auf eine
verminderte Produktion des IL-1 Rezeptors und eine potenziell verstirkte Ki67

Transkription bei den konvertierten Zellen hin.

RA-Patientinnen: In Analogie zu den induzierten CD4+CD25+CD127- Zellen der HD
sind fiir die CD4+CD25+CD127- der urspriinglichen CD4+CD25-CD127- Zellen der
RA-Patientinnen ebenfalls signifikant bis hochsignifikant erniedrigte prozentuale Anteile
von FoxP3 und eine meistens hochsignifikante Minderexprimierung des IL-1 Rezeptors
festzuhalten. Dartiber hinaus findet sich bei den konvertierten Zellen der RA-Patientinnen
zusitzlich ein signifikanter Trend fiir eine verminderte Expression das Adhédsionsmolekiil
CD62L. Fiir den Chemokinrezeptor CCR6 ldsst sich eine dhnliche Tendenz ableiten,
wenngleich weniger ausgeprigt, verglichen mit den Zellen der HD. Fiir den
Transkriptionsfaktor Ki67 und das Zytokin IL-17 finden sich keine relevanten
Ungleichheiten. Fiir das Zytokin IL-10 zeigen sich einmalig nicht-signifikante Hinweise
fir eine vermehrte Produktion der konvertierten Zellen bezogen auf die

Sezernierungsraten der origindren CD4+CD25+CD127- Zellen
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Tabelle 20 Vergleich zwischen den proportionalen Anteilen der T-Zellsubpopulationen innerhalb der originiren CD4+CD25+CD127-Zellen und den konvertierten
CD4+CD25+CD127- Zellen der HD, der JIA- und der RA-Patientinnen.

Bei den konvertierten CD4+CD25+CD127- Zellen handelt es sich um Zellen, welche urspriinglich CD4+CD25-CD127- waren und nach dem IL-1p 3 Tage Versuch

CD4+CD25+CD127- geworden sind. Die Pfeile 1 und | zeigen an, dass die erzielten Werte der konvertierten Zellen im Vergleich zu denen der origindren CD4+CD25+CD127- Zellen
signifikant erhoht beiziehungsweise erniedrigt sind, die Doppelpfeile 11 und || markieren hochsignifikante Abweichungen und die eingeklammerten Pfeile (1) und (]) sind ein Indikator

fiir knapp das Signifikanzniveau verfehlende p-Werte.

HD

JIA RA
Unstimuliert IL-1B anti-IL-1B RI Unstimuliert IL-1B anti-1L-1p RI Unstimuliert IL-1B anti-IL-1p RI
CD25+CD127- 0,008 || 0,008 || 0,008 || 0,008 || 0,008 || 0,008 || 0,008 || 0,008 || 0,008 || 0,008 || 0,008 || 0,008 ||
IL-17+CCR6- 0,222 0,310 1,000 0,151 0,421 0,548 0,690 0,548 0,310 0,690 0,548 1,000
IL-17+CCR6+ 0,310 0,421 0,151 0,310 0,690 0,841 0,548 0,548 0,056 () 0,310 0,421 0,151
IL-17-CCR6+ 0,151 0,095 0,032 | 0,032 | 0,056 (1) 0,056 (1) 0,690 0,548 0,095 0,056 () 0,032 | 0,016 |
FoxP3+CCR6- 0,056 0,095 0,310 1,000 0,310 0,222 0,421 0,310 0,151 0,310 0,690 0,421
FoxP3+CCR6+ 0,095 0,095 0,095 0,151 0,841 0,548 0,548 0,421 0,032 | 0,016 | 0,008 || 0,016 |
FoxP3-CCR6+ 0,151 0,032 | 0,016 | 0,222 0,310 0,222 0,151 0,421 0,222 0,222 0,056 () 0,095
FoxP3+IL-10- 0,008 || 0,032 | 0,016 | 0,151 0,421 0,421 0,841 0,421 0,032 | 0,056 () 0,056 () 0,095
FoxP3+IL-10+ 1,000 0,310 0,690 0,421 0,310 0,310 0,841 0,222 0,841 0,841 0,690 0,548
FoxP3-IL-10+ 0,690 0,222 0,421 0,690 0,548 0,841 0,690 0,310 0,310 0,421 0,841 0,841
FoxP3+IL-17- 0,008 || 0,032 | 0,016 | 0,151 0,841 0,548 1,000 0,841 0,032 | 0,151 0,056 () 0,151
FoxP3+IL-17+ 0,222 0,310 0,548 0,310 0,310 0,690 1,000 0,421 0,056 ({) 1,000 0,310 0,841
FoxP3-IL-17+ 0,310 0,548 0,421 0,095 0,841 0,841 1,000 0,841 0,310 0,056 ({) 0,548 0,548
CCR6+IL-10- 0,151 0,095 0,032 | 0,032 | 0,310 0,310 0,841 1,000 0,095 0,032 | 0,016 | 0,016 |
CCR6+IL-10+ 0,841 0,841 0,548 1,000 0,310 0,548 1,000 0,222 1,000 1,000 1,000 0,548
CCR6-IL-10+ 0,841 0,548 0,690 0,841 0,310 0,310 0,841 0,690 0,095 0,548 0,421 1,000
IL-17+IL-10- 0,222 0,151 0,222 0,095 0,841 0,841 0,841 0,690 0,095 0,548 0,310 0,841
IL-17+IL-10+ 0,548 0,310 1,000 1,000 0,421 0,841 1,000 0,222 1,000 0,690 1,000 0,548
IL-17-IL-10+ 0,841 0,548 0,310 0,421 0,690 0,421 0,548 0,310 0,056 (1) 0,690 1,000 0,548
FoxP3+IL-1R- 0,151 0,151 0,841 0,310 0,421 1,000 0,310 0,690 0,222 0,421 0,421 0,032 |

93




FoxP3+IL-1R+
FoxP3-IL-1R+
FoxP3+Ki67-
FoxP3+Ki67+
FoxP3-Ki67+
FoxP3+CD62L-
FoxP3+CD62L+
FoxP3-CD62L+
IL-1R+Ki67-
IL-1R+Ki67+
IL-1R-Ki67+
CD62L+IL-1R-
CD62L+IL-1R+
CD62L-IL-1R+
CD62L+Ki67-
CD62L+Ki67+
CD62L-Ki67+
CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCR6-IL-1R+
CCR6+

IL-10+

0,008 ||
0,008 ||
0,008 ||
0,056 (1)
0,008 11
0,016 |
0,008 ||
0,016 |
0,008 ||
0,095
0,008 11
0,008 ||
0,008 ||
0,008 ||
0,008 ||
0,421
0,016 1
0,008 ||
0,016 |
0,151
0,095
0,421
0,016 1
0,310
0,008 ||
0,008 ||
0,151
1,000

0,008 | |
0,008 | |
0,008 | |
0,151
0,008 11
0,056 (1)
0,008 | |
0,095
0,008 | |
0,095
0,032 1
0,016 |
0,008 | |
0,008 | |
0,016 |
0,095
0,056 (1)
0,016 |
0,032 |
0,056 (1)
0,032 |
0,548
0,095
0,095
0,008 | |
0,008 | |
0,095
0,310

0,008 ||
0,008 ||
0,016 |
0,421
0,008 11
0,421
0,008 ||
0,032 |
0,008 ||
0,095
0,032 1
0,095
0,008 ||
0,008 ||
0,016 |
0,095
0,151
0,008 ||
0,016 |
0,016 |
0,016 |
0,690
0,095
0,056 (1)
0,008 ||
0,008 ||
0,032 |
1,000

0,016 |
0,008 | |
0,032 |
0,310
0,008 11
0,310
0,008 | |
0,151
0,016 |
0,310
0,016 1
0,016 |
0,008 | |
0,016 |
0,016 |
1,000
0,056 (1)
0,008 | |
0,032 |
0,056 (1)
0,032 |
0,421
0,095
0,095
0,008 | |
0,032 |
0,032 |
0,841

0,032 |
0,548
0,421
0,310
0,841
0,310
0,548
0,690
0,222
0,310
1,000
0,841
0,310
0,421
0,841
0,310
1,000
0,222
0,841

0,056 (1)
0,222
1,000
0,421

0,032 1
0,310
0,222
0,310
0,151
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0,151
0,151
0,841
1,000

0,056 (1)
0,841
0,548
1,000
0,095
1,000
0,310
1,000
0,310

0,056 (1)
0,690
0,151
0,310
0,222
0,421
0,548
0,690
0,548
0,310
0,421
0,095

0,056 (1)
0,310
0,841

0,151
0,222
0,310
0,222
0,548
0,548
0,548
0,548
0,151

0,056 (1)
1,000
0,841
0,095
0,222
0,841
0,310
0,841
0,548
1,000
0,421
0,841
0,841
0,841
0,310
0,151
0,222
1,000
0,548

0,421
0,841
0,548
0,421
0,841
0,548
0,690
0,690
0,310
0,421
0,841
1,000
0,310
1,000
1,000
0,151
0,841
0,421
0,548
0,151
0,310
0,548
0,841
0,222
0,310
0,548
1,000
0,548

0,008 | |
0,016 |
0,008 | |
1,000
0,056 (1)
0,032 |
0,056 (1)
0,690
0,008 | |
0,095
0,222
0,095
0,016 |
0,008 | |
0,032 |
0,548
0,421
0,151
0,151
0,222
0,151
0,841
0,421
0,421
0,095
0,008 | |
0,095
0,056 (1)

0,008 | |
0,008 | |
0,056 ()
1,000
0,421
0,151
0,032 |
0,310
0,008 | |
0,690
0,310
1,000
0,008 | |
0,008 | |
0,032 |
1,000
0,421
0,841
0,095
0,151
0,151
1,000
0,548
0,310
0,056 ()
0,032 |
0,032 |
0,548

0,008 | |
0,008 | |
0,008 | |
0,841
0,151
0,016 |
0,008 ||
0,151
0,008 | |
0,056 (|)
0,421
0,056 (|)
0,008 | |
0,008 | |
0,032 |
0,421
0,421
0,056 (|)
0,151
0,095
0,095
1,000
0,548
0,421
0,016 |
0,032 |
0,016 |
1,000

0,032 |
0,008 | |
0,008 | |
0,841
0,841
0,008 | |
0,008 | |
0,151
0,008 | |
0,310
1,000
0,008 | |
0,095
0,008 | |
0,008 | |
1,000
0,841
0,056 (])
0,151
0,222
0,222
0,841
1,000
0,421
0,095
0,008 | |
0,016 |
0,841



FoxP3+
IL-17+
CD62L+
Ki67+

IL-1R+
CD25-CD127-

0,008 ||
0,222
0,008 ||
0,008 11
0,008 ||
0,008 11

0,032 |
0,222
0,016 |
0,056 (1)
0,008 ||
0,008 11

0,016 |
0,690
0,008 ||
0,095
0,008 ||
0,008 11

0,151
0,222
0,008 | |
0,056 (1)
0,008 | |
0,008 11

0,548
0,841
0,841
0,841
0,151

0,008 11
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0,421
0,841
0,690
0,310
0,095

0,008 11

0,841
0,841
0,841
0,841
0,095

0,008 11

0,421
0,548
1,000
0,548
0,310

0,008 11

0,032 |
0,151
0,016 |
0,421
0,008 ||
0,008 11

0,056 ()
0,690
0,016 |
0,548
0,008 | |
0,008 11

0,056 (1)
0,310
0,016 |
0,548
0,008 ||
0,008 11

0,095
0,841
0,016 |
1,000
0,008 ||
0,008 11



3.2.21 Apoptoseverhalten der CD4+CD25+CD127- und der CD4+CD25-CD127-
Zellen

Wie in 2.2.5.5 erldutert, dient diese Doppelfarbung zur Illustration der Zellvitalitdt.[156]
Bei doppelt-negativen Zellen handelt es sich um vitale Zellen, sind sie fiir das Protein
AnnexinV anférbbar, nicht jedoch fiir den DNA-Interkalator 7-AAD, befinden sie sich in
dem Zustand der Frithapoptose und féarbt sich zusétzlich noch das Molekiil 7-AAD an,
wird von spitapoptotischen Lymphozyten gesprochen.[156] Zu erwéhnen ist, dass auch
nekrotische Zellen sowohl auf die AnnexinV wie auch die 7-AAD Fiarbung doppelt-

positiv reagieren.[156]

Die Tabellen 21 und 22 fiihren die deskriptive Statistik und die berechneten p-Werte an.
Die hochgestellten Buchstaben "P (fiir HD), ! (fir JIA-Patientinnen) und R (fiir RA-
Patientinnen), zeigen an, welche der drei Kohorten im Vergleich untereinander mit den

signifikant hoheren positiven Rdngen verbunden ist.

Bei dieser Gegeniiberstellung heben sich vorrangig die Daten der RA-Patientinnen ab. So
lasst sich fiir deren CD4+CD25+CD127- Zellen in der Prastimulation feststellen, dass sie
sich bereits vor jeglicher Intervention signifikant gehduft in dem Zustand der
Frithapoptose befinden. Nach dem IL-1B 3 Tage Versuch finden sich signifikante bis
hochsignifikante Unterschiede zwischen den CD4+CD25+CDI127- und weniger
ausgepragt zwischen den CD4+CD25-CD127- Zellen der HD und der RA-Gruppe.
Hierbei zeigt sich, dass die untersuchten Zellen der RA-Patientinnen zu grdéBeren

proportionalen Anteilen spétapoptotisch beziehungsweise nekrotisch geworden sind
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Tabelle 21 Apoptosedetektion und deskriptive Statistik der CD4+CD25+CD127- Zellen der HD, der JIA- und der RA-Patientinnen. Es werden die prozentualen Anteile
innerhalb der CD4+CD25+CD127- Zellen der HD, der JIA- und der RA-Patientinnen angegeben.
Samtliche Werte werden als Mittelwert (Mean) + Standardabweichung (SD) aufgefiihrt. Desweiteren werden der Median und die Minimal- beziechungsweise Maximalwerte (Min — Max)
angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert. Die hochgestellten Buchstaben "P (fiir HD), * (fiir JIA-Patientinnen) und ® (fiir RA-Patientinnen) hinter den signifikanten p-Werten

geben an, welche der drei Versuchsarme mit den héheren Rangsummen vergesellschaftet ist
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HD JIA RA p-Wert
= Mean = SD Median Min -Max Mean =+ SD Median Min - Max Mean+ SD Median Min - Max HD - JIA HD - RA
'§ AnnexinV+7AAD- 3,1£1,0 2,7 2,1-44 3,5+ 1,0 34 24-5.2 57+13 5,9 4,0-7,6 0,548 0,016 ®
E AnnexinV+7AAD+ 0,3+0,4 0,1 0,1-1,0 0,2+0,2 0,1 0,0-0,6 0,4+0,2 0,3 0,1-0,7 1,000 0,310
E AnnexinV-7AAD- 96,5+ 1,3 97,1 94,5 -97,7 959+1,3 96,3 94,3 -97,5 93,9+ 1,2 93,9 92,0 -95,2 0,548 0,032 ¢
& AnnexinV-7AAD+ 0,1 +0,0 0,1 0,1-0,2 0,4+0,8 0,1 0,0-1,8 0,1+0,0 0,1 0,0-0,1 0,841 0,421
Unstimuliert
AnnexinV+7AAD- 23,0£27 23,8 18,5 - 25,1 259+8,0 25,8 17,9 - 35,1 372+£122 43,7 17,5 - 46,1 0,690 0,151
AnnexinV+7AAD+ 0,6+0,3 0,5 04-1,1 1,3+ 1,1 1,1 0,1-2,6 29+ 1,6 2,6 1,1-50 0,421 0,008 ®
AnnexinV-7AAD- 76,3+29 75,0 74,3 - 81,1 72,8 +8,4 73,7 62,6 - 82,0 59,9+ 13,1 54,5 49,0 - 81,3 0,548 0,151
AnnexinV-7AAD+ 0,0+ 0,0 0,0 0,0-0,1 0,0+ 0,0 0,0 0,0-0,1 0,1 £0,1 0,0 0,0-0,2 1,000 0,548
IL-1p
AnnexinV+7AAD- 294+64 28,1 22,2-393 29,0+9,5 30,7 14,8 - 40,5 33,5+11,0 35,0 17,0 - 45,5 0,841 0,421
AnnexinV+7AAD+ 0,7+ 0,4 0,5 0,4-1,3 1,5£1,0 2,0 0,4-23 1,8+ 0,9 1,6 0,6-3,0 0,548 0,032 ®
,§ AnnexinV-7AAD- 69,9 £ 6,3 71,5 60,1 - 76,5 69,5+ 9,6 67,0 57,2-83,2 64,6 £11,3 62,7 52,9-824 0,841 0,310
%‘, AnnexinV-7AAD+ 0,0+0,1 0,0 0,0-0,1 0,0+ 0,0 0,0 0,0-0,0 0,0+ 0,0 0,0 0,0-0,1 0,310 0,690
-g anti-IL-1p
E AnnexinV+7AAD- 30,1 £6,6 26,6 25,3-40,7 33,0+ 13,9 31,9 13,0-51,3 359+13.8 36,2 14,6 - 52,0 0,690 0,310
AnnexinV+7AAD+ 0,7+ 0,6 0,5 03-1,8 1,4+0,9 1,6 0,3-23 8,5+ 14,1 1,9 0,7-33,5 0,222 0,032 ®
AnnexinV-7AAD- 69,2 + 6,4 71,6 59-74,2 65,6 + 14,0 67,8 47,0 - 84,9 55,6 £19,8 55,3 32,7 - 84,6 0,548 0,222
AnnexinV-7AAD+ 0,0+0,1 0,0 0,0-0,1 0,0£0,1 0,0 0,0-0,1 0,0£0,0 0,0 0,0-0,0 1,000 0,310
RI
AnnexinV+7AAD- 258+£29 26,7 21,0 - 28,2 31,4£10,2 32,2 16,3 - 45,0 36,3+ 13,3 40,4 14,3 - 48,6 0,151 0,151
AnnexinV+7AAD+ 0,6+0,3 0,5 0,4-1,0 1,3+0,7 1,5 0,4-2,0 1,9+ 1,0 1,9 0,5-3,3 0,151 0,056
AnnexinV-7AAD- 73,5+3,1 72,7 70,9 - 78,5 67,3+ 10,1 66,4 53,2 - 81,7 61,8+13,8 57,7 49,8 - 85,2 0,151 0,151
AnnexinV-7AAD+ 0,0+ 0,1 0,0 0,0-0,1 0,0+ 0,0 0,0 0,0-0,1 0,0+ 0,0 0,0 0,0-0,1 0,690 0,690



Tabelle 22 Apoptosedetektion und deskriptive Statistik der CD4+CD25-CD127- Zellen der HD, der JIA- und der RA-Patientinnen. Es werden die prozentualen Anteile
innerhalb der CD4+CD25-CD127- Zellen der HD, der JIA- und der RA-Patientinnen angegeben.

Samtliche Werte werden als Mittelwert (Mean) + Standardabweichung (SD) aufgefiihrt. Desweiteren werden der Median und die Minimal- beziehungsweise Maximalwerte (Min — Max)
angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert. Die hochgestellten Buchstaben "P (fiir HD), * (fiir JIA-Patientinnen) und ® (fiir RA-Patientinnen) hinter den signifikanten p-Werten
geben an, welche der drei Versuchsarme mit den héheren Rangsummen vergesellschaftet ist.

HD JIA RA p-Wert
= Mean + SD Median  Min -Max Mean £+ SD Median Min-Max | Mean+SD Median Min - Max HD - JIA HD - RA
'% AnnexinV+7AAD- 42+22 3,5 2,0-6,6 49+1.2 5,1 3,1-62 59+27 5,6 33-99 0,841 0,310
E AnnexinV+7AAD+ 0,6 0,9 0,2 0,1-22 0,5+0,4 0,4 0,2-1,2 0,5+ 0,6 0,2 0,0-1,5 0,222 0,841
;‘5 AnnexinV-7AAD- 952+28 96,3 91,2-97,8 945+ 1,5 94,4 92,5-96,5 93,6 +3,2 94,2 88,5 - 96,6 0,690 0,421
& |AnnexinV-7AAD+ 0,0+ 0,0 0,0 0,0-0,1 0,0£0,0 0,0 0,0-0,1 0,0£0,1 0,0 0,0-0,1 1,000 0,690
Unstimuliert
AnnexinV+7AAD- 20,1+ 1,8 19,6 18,0-22,5 17,4+7,1 18,2 10,6 - 28,3 28,6 £20,9 20,6 13,8 - 65,5 0,310 0,548
AnnexinV+7AAD+ 1,0£0,8 0,6 0,5-24 1,1+0,8 0,8 0,3-2,1 23+2,6 1,1 0,5-6,9 0,841 0,548
AnnexinV-7AAD- 789+ 1,7 79,5 76,3 - 80,5 81,4+7,5 81,0 69,6 - 88,1 69,0 +23,5 78,4 27,5 -85,7 0,151 0,548
AnnexinV-7AAD+ 0,0+0,1 0,0 0,0-0,1 0,0£0,0 0,0 0,0-0,0 0,1 £0,1 0,0 0,0-0,2 0,310 0,841
IL-1p
AnnexinV+7AAD- 233+6,5 21,2 15,8-33,2 19,8+5,2 19,1 13,1-27,1 29,9+ 17,6 22,7 16,9 - 60,7 0,548 0,548
AnnexinV+7AAD+ 0,6 +0,2 0,7 0,4-0,8 1,3+ 1,0 0,8 0,3-2,4 24+23 1,1 0,8-6,0 0,421 0,008 *
,§ AnnexinV-7AAD- 76,1+ 6,5 78,1 66,0 - 83,7 789+ 5,4 80,1 70,5 - 84,7 67,6+ 19,8 76,4 33,2-82.2 0,548 0,548
= |AnnexinV-7AAD+ 0,0+ 0,0 0,0 0,0-0,0 0,0+ 0,0 0,0 0,0-0,0 0,0 0,0 0,0 0,0-0,1 1,000 0,690
'E anti-IL-1p
E AnnexinV+7AAD- 21,8+4,8 22,1 15,1-28,2 21,1+£73 20,2 13,0-32,1 32,4+ 16,0 33,0 17,6 - 58,0 1,000 0,310
AnnexinV+7AAD+ 0,9+0,5 0,6 0,5-1,5 1,1 +£0,7 1,0 0,2-1,8 22+ 14 1,5 1,1-43 0,548 0,095
AnnexinV-7AAD- 713+438 71,2 70,4 - 83,4 71,8+ 7,5 79,0 66,2 - 85,3 654+172 65,7 37,7-81,2 1,000 0,310
AnnexinV-7AAD+ 0,0+0,1 0,0 0,0-0,1 0,0£0,0 0,0 0,0-0,0 0,0£0,1 0,0 0,0-0,1 0,310 1,000
RI
AnnexinV+7AAD- 20,4£5,6 20,9 11,7-26,0 19,9+43 19,8 14,0-255 31,3+ 18,7 24,9 18,2- 63,9 0,841 0,421
AnnexinV+7AAD+ 0,7+0,2 0,7 0,5-0,9 1,0+ 0,7 0,7 0,3-2,1 23+1,7 2,0 0,7-5,0 0,841 0,032 *
AnnexinV-7AAD- 78,9+5,5 78,2 73,3-874 79,1 +4,1 79,5 73,0 - 83,9 66,4 + 20,4 72,4 31,1-81,0 1,000 0,310
AnnexinV-7AAD+ 0,0=0,0 0,0 0,0-0,1 0,0£0,0 0,0 0,0-0,0 0,0£0,1 0,0 0,0-0,1 0,690 0,690
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3.2.21.1 Vorher -Nachher Vergleich des Apoptoseverhalten der
CD4+CD25+CD127- und der CD4+CD25-CD127- Zellen

CD4+CD25+CD127- Zellen: Bei allen drei Vergleichsgruppen imponiert der
signifikante Trend, dass in der Poststimulation die proportionalen Zellanteile der vitalen
Zellen abnehmen und die der frithapoptotischen zunehmen. Desweiteren wird in der
Poststimulation bei den CD4+CD25+CD127- Zellen der JIA-Patientinnen gehauft und
bei denen der RA-Patientinnen einmalig beobachtet, dass signifikant mehr Zellen

spatapoptotisch respektive nekrotisch geworden sind.

CD4+CD25-CD127- Zellen: Entsprechend der CD4+CD25+CD127- Zellen, findet sich
auch bei den CD4+CD25-CD127- Zellen {iiber alle drei Kohorten hinweg die signifikante
Tendenz, dass nach dem IL-1p 3 Tage Versuch weniger vitale und vermehrt

frithapoptotische Zellen vorhanden sind.

Die Tabelle 23 stellt eine Ubersicht des Vorher-Nachher Vergleichs der oben
beschriebenen Zellen dar. Die Pfeile T und | hinter den signifikanten p-Werten
signalisieren dabei, ob die gemessenen Werte der Poststimulation verglichen mit denen

der Préstimulation signifikant erhoht oder vermindert sind.
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Tabelle 23 Vorher-Nachher Vergleich des Apoptoseverhaltens der CD4+CD25+CD127- beziehungsweise
CD4+CD25-CD127- Zellen der HD, der JIA- und der RA-Patientinnen.

Es werden die p-Werte angegeben. Signifikante p-Werte sind markiert. Die Pfeile 1 und | markieren dabei
signifikante Erh6hungen bzw. Verminderungen in der Poststimulation im Vergleich zur Prastimulation.

HD JIA RA HD JIA RA
CD4+CD25+CD127- Zellen CD4+CD25-CD127- Zellen
Unstimuliert
AnnexinV+7AAD- 0,043 1 0,043 1 0,043 0,042 0,043 1 0,043
AnnexinV+7AAD+ 0,276 0,080 0,043 1 0,345 0,223 0,104
AnnexinV-7AAD- 0,043 1 0,043 | 0,043 | 0,043 | 0,043 4 0,043 4
AnnexinV-7AAD+ 0,025 4 0,059 0,564 0,317 0,317 0,655
IL-1B
AnnexinV+7AAD- 0,043 1 0,043 0,043 0,043 0,043 0,043
AnnexinV+7AAD+ 0,078 0,042 0,080 0,498 0,225 0,138
AnnexinV-7AAD- 0,043 4 0,043 4 0,043 4 0,043 4 0,043 & 0,043 &
AnnexinV-7AAD+ 0,046 4 0,059 0,083 0,317 0,317 0,564
anti-IL-1p
AnnexinV+7AAD- 0,042 P 0,043 1 0,043 1 0,043 1 0,043 1 0,043 1
AnnexinV+7AAD+ 0,343 0,043 1 0,068 0,500 0,223 0,068
AnnexinV-7AAD- 0,043 4 0,043 4 0,043 4 0,043 4 0,043 4 0,043 &
AnnexinV-7AAD+ 0,046 4 0,102 0,046 0,317 0,317 1,000
RI
AnnexinV+7AAD- 0,043 1 0,042 P 0,043 1 0,043 1 0,043 1 0,043 1
AnnexinV+7AAD+ 0,078 0,042 P 0,078 0,500 0,279 0,080
AnnexinV-7AAD- 0,043 1 0,043 4 0,043 4 0,043 4 0,043 4 0,043 &
AnnexinV-7AAD+ 0,046 4 0,059 0,083 1,000 0,317 1,000
3.2.21.2 Apoptoseverhalten unter den Stimulationsbedingungen Unstimuliert,

IL-1, anti-IL-1p und RI

An dieser Stelle wird ausgewertet, inwiefern sich die verschiedenartigen Stimulierungen
auf die Zellvitalitdt und das Apoptoseverhalten der untersuchten Zellen ausgewirkt haben.

Samtliche p-Werte sind in der Tabelle 24 benannt.

CD4+CD25+CD127- Zellen: Einzig bei den CD4+CD25+CD127- Zellen der HD wird
ein hochsignifikanter Unterschied in dem Vergleich der Stimulationsbedingungen
Unstimuliert und anti-IL-1p auffillig. Die vitalen Zellen sind in der Kulturbedingung
Unstimuliert hochsignifikant vermehrt und die frithapoptotischen hochsignifikant

vermindert vorhanden.
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CD4+CD25-CD127- Zellen: Die verschiedenen Stimuli scheinen iiber alle drei
Vergleichsgruppen hinweg keinen wesentlichen Effekt auf die Zellvitalitit und das

Apoptoseverhalten der analysierten Zellen auszuiiben.
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Tabelle 24 Vergleich der Stimulationsbedingungen Unstimuliert, IL-1p, anti-IL-1p und RI in der Apoptosedetektion bei den CD4+CD25+CD127- sowie den CD4+CD25-CD127- Zellen der
HD, der JIA- und der RA-Patientinnen.
Es werden die p-Werte angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert.

CD4+CD25+CD127- Zellen CD4+CD25-CD127- Zellen
R Unstimuliert L. . L. Unstimuliert P .
Unstimuliert R Unstimuliert  IL-1p vs anti-IL-1p | Unstimuliert . Unstimuliert  IL-1p vs anti-IL-18

HD vsIL-1p *S a'l‘E'IL' vs RI anti-iLip  IBVSRE T ay vsIL-1p 'S a‘;E'IL' vs RI anti-iLip  IBYSRE Ry
AnnexinV+7AAD- 0,095 0,008 0,095 1,000 0,421 0,548 0,548 0,421 0,841 0,841 0,548 0,841
AnnexinV+7AAD+ 0,690 1,000 0,841 0,841 1,000 0,841 0,690 0,841 1,000 0,548 0,548 0,841
AnnexinV-7AAD- 0,056 0,008 0,095 1,000 0,548 0,548 0,310 0,421 0,690 1,000 0,548 0,841
AnnexinV-7AAD+ 0,690 0,690 0,690 1,000 1,000 1,000 0,310 1,000 0,690 0,310 0,690 0,690

JIA
AnnexinV+7AAD- 0,690 0,548 0,690 0,841 0,690 1,000 0,548 0,421 0,421 1,000 1,000 1,000
AnnexinV+7AAD+ 1,000 1,000 1,000 0,841 0,548 0,841 0,841 1,000 0,690 0,841 0,690 0,841
AnnexinV-7AAD- 0,841 0,548 0,690 1,000 0,548 1,000 0,548 0,421 0,548 1,000 1,000 1,000
AnnexinV-7AAD+ 0,690 0,690 1,000 0,310 0,690 0,690 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

RA
AnnexinV+7AAD- 0,421 0,841 0,841 0,841 0,841 1,000 0,690 0,690 0,690 0,841 0,841 0,841
AnnexinV+7AAD+ 0,310 1,000 0,421 0,548 0,841 0,690 1,000 0,421 0,841 0,548 1,000 0,841
AnnexinV-7AAD- 0,421 0,841 0,841 0,421 0,548 0,690 0,690 0,548 0,841 0,841 0,841 0,841
AnnexinV-7TAAD+ 0,548 0,310 0,548 0,690 1,000 0,690 0,548 0,841 0,841 0,690 0,690 1,000
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3.3 Auswertung der Suppression Assays

Bei der Auswertung der Suppression Assays diente der Wilcoxon Test zur Untersuchung
der Suppressionsfahigkeit der CD4+CD25+CD127- und CD4+CD25-CD127- Zellen vor
und nach den spezifischen Stimulationsbedingungen. Diese beinhalten einen
Versuchsarm, welcher einzig mit dem bereits erwdhnten Treg-Stimulus behandelt wurde
und in der folgenden Eroérterung als Unstimuliert bezeichnet wird und drei weiteren, die
zusdtzlich mit IL-1f, anti-IL1-f und dem RI versetzt wurden. Daneben wurde der Mann-
Whitney-U Test eingesetzt, um etwaige Unterschiede zwischen den HD, den JIA- und
den RA-Patientinnen, zwischen den CD25 Rezeptor positiven und negativen

Zellpopulationen und zwischen den verschiedenen spezifischen Stimuli aufzuzeigen.

3.3.1 Deskriptive Statistik der Suppression Assays und der Vergleich zwischen
den HD, den JIA- und den RA-Patientinnen

Die folgende Tabelle 25 stellt die deskriptive Statistik der Suppression Assays und die
ermittelten p-Werte zwischen den drei Vergleichsgruppen dar. Dabei illustrieren die
Zahlenwerte die Proliferation der Effektorzellen in Prozent. Des Weiteren beschreiben
die Abkiirzungen CD25+ und CD25- die CD4+CD25+CD127- bzw. die CD4+CD25-
CD127- Zellen. Die Formulierung 1:1 respektive 1:0 steht stellvertretend dafiir, dass die
Effektorzellen entweder im Verhéltnis 1:1 mit den CD4+CD25+/-CD127- Zellen
kultiviert wurden oder dass sich im Suppression Assay nur Effektorzellen und keine der

Zielzellen befanden, es sich hierbei um die Negativkontrollen handelt (1:0).

Bei Betrachtung der Tabelle 25 fillt auf, dass die einzigen signifikanten Unterschiede in
der Pristimulation gefunden werden konnen. Hierbei scheinen die CD4+CD25+CD127-
Zellen der HD die Proliferation der Effektorzellen signifikant besser hemmen zu kdnnen
als die der RA-Patientinnen. Darliber hinaus finden sich signifikant hohere
Proliferationsraten bei den beiden Negativkontrollen der JIA-Patientinnen, wenn diese
mit den Werten der HD verglichen werden. Nach dem IL-1 3 Tage Versuch existieren

keine signifikanten Ungleichheiten mehr.
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Tabelle 25 Auswertung des Suppression Assays der CD4+CD25+CD127-, der CD4+CD25-CD127- Zellen und der negativen Kontrollen der HD, der JIA- und der RA-Patientinnen. Die
Zahlenwerte illustrieren die Proliferation der Effektorzellen in Prozent.

Samtliche Werte werden als Mittelwert (Mean) & Standardabweichung (SD) aufgefiihrt. Desweiteren werden der Median und die Minimal- beziehungsweise Maximalwerte (Min — Max) angegeben. Die
signifikanten p-Werte sind markiert. Die hochgestellten Buchstaben HP (fiir HD), ! (fiir JIA-Patientinnen) und ® (fiir RA-Patientinnen) hinter den signifikanten p-Werten geben an, welche der drei
Versuchsarme mit den héheren Rangsummen vergesellschaftet ist. Die Abkiirzungen CD25+ und CD25- stehen stellvertretend fiir die CD4+CD25+CD127- bzw. die CD4+CD25-CD127- Zellen. Die
Formulierung 1:1 respektive 1:0 steht stellvertretend dafiir, dass die Effektorzellen entweder im Verhéltnis 1:1 mit den CD4+CD25+/-CD127- Zellen kultiviert wurden oder dass es sich um die
Negativkontrollen handelt (1:0).

HD JIA RA p-Wert
= Mean+SD Median Min -Max Mean+SD Median Min - Max Mean+SD Median Min - Max HD - JIA HD - RA
g CD25+ 1:1 47,5+ 14,9 46,5 27,1-62,0 53,6 £8,2 55,5 39,6 - 63,4 69,7 £12,7 72,6 48,3-81,2 0,662 0,032 ®
E CD25-1:1 71,0£5,9 70,6 64,9 - 80,5 75,8 12,2 71,7 53,2-87,0 78,0+ 8,7 79,1 64,6 - 89,0 0,247 0,421
:‘g CD25+ 1:0 70,1 £13,0 74,3 48,7 - 81,3 83,2+53 83,6 76,5 - 89,6 77,0+9,3 76,8 65,0 - 90,9 0,052 0,690
&~ | CD25-1:0 69,9 +12,2 73,5 50,1- 81,7 83,4+3,8 82,4 78,0 - 88,4 77,0£9,3 71,1 65,2 -90,8 0,009 0,548
Unstimuliert
CD25+ 1:1 38,1 +11,2 35,3 26,9-53,4 38,2+11,3 35,0 25,4-59,0 447+ 7,28 41,8 37,9 - 56,7 1,000 0,310
CD25- 1:1 50,2+17,3 52,2 29,5-67,8 52,0+ 12,7 49,3 40,9 - 74,8 60,5 +4,4 62,3 54,0 - 63,4 0,792 0,730
CD25+ 1:0 61,9+23,8 76,3 33,5-834 76,3+ 16,1 81,8 46,3 - 88,7 69,9 + 10,1 70,5 57,4-85,2 0,177 1,000
CD25- 1:0 63,1 £23,1 76,7 32,9-83,5 74,6 = 15,7 81,5 45,9 - 86,9 74,0 8,4 72,9 65,0 - 85,4 0,247 0,905
IL-B
,§ CD25+ 1:1 37,5+11,8 32,8 30,6 - 58,5 41,8+ 11,0 39,2 31,5-60,5 46,5+6,3 46,1 38,9-54,4 0,429 0,151
% CD25- 1:1 53,4+18,2 55,6 32,9-72,9 58,3+12,0 58,5 45,2-79,2 64,0 +3,9 64,9 58,6 - 67,8 0,662 0,730
'E CD25+ 1:0 64,1 £21,2 77,2 38,7- 82,8 79,2+9,6 81,5 64,8 - 88,5 71,4+9,4 71,7 58,1- 84,6 0,177 1,000
:% CD25- 1:0 61,7+24,0 75,3 30,0- 82,3 78,9+9,0 80,4 64,9 - 88,3 74,7+ 6,9 72,7 68,8 - 84,6 0,247 0,905
anti-IL-1p
CD25+ 1:1 34,5+9,5 33,5 24,1 - 50,0 35,2+12,0 31,8 23,0- 53,3 447+ 11,1 453 32,7-62,1 0,931 0,222
CD25- 1:1 480+17,8 49,8 26,1- 65,9 54,6 +12,9 55,2 41,5-76,8 58,1+2,2 58,6 55,3-60,0 0,662 0,730
CD25+ 1:0 63,8 +21,7 76,9 36,6 - 83,3 73,2+12,6 73,8 58,2- 87,1 69,4+11,9 69,7 51,3- 84,2 0,429 1,000
CD25- 1:0 63,3+21,1 75,7 35,5-823 77,3+38,1 78,8 64,9 - 86,0 74,7+7,3 73,0 67,8 - 84,9 0,329 0,905
RI
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CD25+ 1:1
CD25- 1:1
CD25+ 1:0
CD25- 1:0

35,1+10,6
483+ 18,6
62,0+24,0
62,5+229

34,1
52,8
76,8
74,3

25,8-52,6
26,0 - 66,6
33,0- 83,6
33,1-83,6

35,7+ 13,7
52,3+ 14,4
76,4+9,8
76,3+ 12,4

33,7
51,0
78,1
78,7

20,6 - 57,9
34,6 - 74,4
58,9 - 86,1
56,1 - 88,4

105

43,4+6,9
57,6 +4,7
70,0 £ 10,3
75,7+7,6

42,9
58,3
68,6
74,5

33,8-513
51,2- 62,6
56,8- 85,5
67,9-859

1,000
0,792
0,537
0,429

0,310
0,905
1,000
0,730



3.3.2 Vorher-Nachher Vergleich der Suppressionsfihigkeit

Im Rahmen dieser Untersuchung ist ein Trend zu beobachten, dass eine bessere
Funktionalitit der CD4+CD25+CD127- sowie der CD4+CD25-CD127- Zellen vorliegt,
wenn diese nach dem IL-1p Versuch analysiert werden. Bei den CD4+CD25+CD127-
Zellen spiegelt sich das deutlich bei den beiden Patientenkollektiven wieder und bei den
CD4+CD25-CD127- Zellen vorrangig bei den HD. Wobei an dieser Stelle erwédhnt
werden muss, dass bei den RA-Patientinnen ebenfalls simtliche Werte der CD4+CD25-
CD127- Zellen in der Poststimulation, verglichen mit der Prastimulation, mit kleineren
Réingen besetzt sind, sie demnach besser supprimieren konnen, die Fallzahl fiir die
CD4+CD25-CD127- Zellen und der korrespondierenden Negativkontrolle der RA-
Patientinnen aber nur 4 betrdgt und somit erschwert signifikant werden kann. Schlielich
werden die Werte der CD4+CD25+CD127- Zellen zugehorigen Negativkontrolle der
RA-Gruppe signifikant und deuten eine verminderte Proliferation der Effektorzellen in

der Poststimulation an.
Die Tabelle 26 fasst die obigen Aussagen zusammen.

Die sich anschlieBenden Abbildungen 22 und 23 bilden zusitzlich die verbesserte
Suppressionsfahigkeit der CD4+CD25+CD127- und der CD4+CD25-CD127- Zellen in

der Poststimulation grafisch ab.
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Tabelle 26 Vorher-Nachher Vergleich der Suppressionsfihigkeit der CD4+CD25+CD127-, der CD4+CD25-
CD127- Zellen und der negativen Kontrollen der HD, der JIA- und der RA-Patientinnen.

Es werden die p-Werte angegeben. Signifikante p-Werte sind markiert. Die Pfeile 1 und | markieren signifikant
erhohte oder verminderte Rangsummen in der Poststimulation verglichen mit den Werten der Prastimulation. Die
Abkiirzungen CD25+ und CD25- stehen stellvertretend fiir die CD4+CD25+CD127- bzw. die CD4+CD25-CD127-
Zellen. Die Formulierung 1:1 respektive 1:0 steht stellvertretend dafiir, dass die Effektorzellen entweder im
Verhéltnis 1:1 mit den CD4+CD25+/-CD127- Zellen kultiviert wurden oder dass es sich um die Negativkontrollen
handelt (1:0).

CD25+1:1 CD25-1:1 CD25+1:0 CD25-1:0

E’ HD 0,043 L 0,043 ¢ 0,279 0,686
g A 0,046 4 0,046 4 0,249 0,173
§ RA 0,043 4 0,068 0,043 4 0,068
N HD 0,104 0,080 0,416 0,225
; JIA 0,075 0,116 0,249 0,173

RA 0,043 ¢ 0,068 0,043 4 0,068
= HD 0,080 0,043 4 0,500 0,500
f JIA 0,028 ¢ 0,075 0,116 0,116
g RA 0,043 ¢ 0,068 0,043 4 0,068

HD 0,080 0,043 4 0,345 0,225
=~ JIA 0,046 4 0,075 0,116 0,207

RA 0,043 ¢ 0,068 0,042 4 0,068
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CD4+CD25+CD127- HD CD4+CD25+CD127- JIA
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= 50 = 50
£ 40 - £ 40
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S 20 - S 20 1
= =
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0 " " , 0 . . . .
Prastimulation  Unstimuliert IL-1B anti-IL-13 RI Pristimulation Unstimuliert IL-1P anti-IL-1P RI
——22 ——23 24 25 —e—26 ——1 ——2 ——4 5 6 ——7
* p-Wert = 0,043 * p-Wert = 0,46
** p-Wert = 0,28
CD4+CD25+CD127- RA *#% p-Wert = 0,46
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80 A
£ 70 A N x *kok
2 60 A skeskokok
g 50 1
£ 40
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£
-9 20 T
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Préastimulation  Unstimuliert IL-1B anti-IL-1 RI ** p-Wert = 0,043
*** p-Wert = 0,043
—6—9 ——10 ——14 —0—15 —0—16 %k p-Wert = 0,043

Abbildung 22 Dargestellt wird die Proliferation der Effektorzellen in %. Signifikante p-Werte sind mit einem * markiert und stehen in Relation zur Pristimulation. Die Zahlen 1, 2, 4, 5, 6, 7,
9,10, 14, 15, 16, 22, 23, 24, 25 und 26 in der Legende unter den Diagrammen beziehen sich auf die Patientencodierung und spiegeln die Ergebnisse dieser Probandin wider.
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CD4+CD25-CD127- JIA CD4+CD25-CD127- HD
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Abbildung 23 Dargestellt wird die Proliferation der Effektorzellen in %. Signifikante p-Werte sind mit einem * markiert und stehen in Relation zur Pristimulation. Die Zahlen 1, 2, 4, 5, 6, 7,
9,10, 14, 15, 16, 22, 23, 24, 25 und 26 in der Legende unter den Diagrammen beziehen sich auf die Patientencodierung und spiegeln die Ergebnisse dieser Probandin wider.
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3.3.3 Suppressionsfihigkeit unter den Stimulationsbedingungen Unstimuliert,

IL-1B, anti-IL-1p und RI

Bei der Analyse ob die verschieden Stimuli IL-1f, anti-IL1p und der RI untereinander
und im Vergleich zu der alleinigen Treg Polarisierung einen Effekt auf die Funktionalitét
der CD4+CD25+CD127- respektive der CD4+CD25-CD127- Zellen ausiiben, zeigt sich,
dass die untersuchten Rangsummen auf einem &hnlichen Niveau liegen und demnach
keine relevante Einflussnahme vorliegt. Fiir einen detaillierten Einblick in die statistische
Auswertung dieses Vergleichs dient die Tabelle 27.

Tabelle 27 Vergleich der Stimulationsbedingungen Unstimuliert, IL-1f, anti-IL-1p und RI auf die
Suppressionsfihigkeit der CD4+CD25+CD127-, der CD4+CD25+CD127- Zellen und der Negativkontrollen
der HD, der JIA- und der RA-Patientinnen.

Es werden die p-Werte angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert. Die Abkiirzungen CD25+ und CD25-
stehen stellvertretend fiir die CD4+CD25+CD127- bzw. die CD4+CD25-CD127- Zellen. Die Formulierung 1:1

respektive 1:0 steht stellvertretend dafiir, dass die Effektorzellen entweder im Verhéltnis 1:1 mit den CD4+CD25+/-
CD127- Zellen kultiviert wurden oder dass es sich um die Negativkontrollen handelt (1:0).

HD
Unstimuliert Unstimuliert Unstimuliert IL-1p vs anti- IL-1B vs RI anti-IL-1p vs
vs IL-1B vs anti-IL-1p vs RI IL-1p RI
CD25+ 1:1 1,000 0,690 0,690 1,000 1,000 0,841
CD25- 1:1 0,548 0,548 0,841 0,548 0,421 1,000
CD25+ 1:0 0,690 0,841 1,000 1,000 0,841 0,841
CD25- 1:0 0,841 1,000 1,000 0,841 1,000 1,000
JIA
Unstimuliert Unstimuliert Unstimuliert IL-1p vs anti- IL-1B vs RI anti-IL-1p vs
vs IL-1B vs anti-IL-1p vs RI IL-1p RI
CD25+ 1:1 0,699 0,485 0,699 0,310 0,310 1,000
CD25- 1:1 0,180 0,699 0,937 0,394 0,394 0,937
CD25+ 1:0 0,937 0,589 0,699 0,394 0,589 0,818
CD25- 1:0 0,818 0,937 0,818 0,589 0,937 0,937
RA
Unstimuliert Unstimuliert Unstimuliert IL-1§ vs anti- IL-1p vs RI anti-IL-1p vs
vs IL-1B vs anti-IL-1p vs RI IL-1p RI
CD25+ 1:1 0,548 0,841 1,000 0,548 0,690 1,000
CD25- 1:1 0,200 0,343 0,343 0,114 0,114 1,000
CD25+ 1:0 0,421 1,000 1,000 0,690 0,548 1,000
CD25- 1:0 0,886 0,886 0,686 0,886 0,886 0,686
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3.4 Zytokin-ELISA

Zur ndheren Betrachtung der Zytokinproduktion der CD4+CD25+CD127- respektive der
CD4+CD25-CD127- Zellen wurden am Ende des IL-1p 3 Tage Versuchs die
entsprechenden Zelliiberstainde entnommen und den jeweiligen ELISAs zugefiihrt. Damit
trotz ungleicher Zellzahl die erzielten Werte vergleichbar bleiben, wurden sie mittels
eines Korrekturfaktors angeglichen, sodass bei der statistischen Untersuchung von
korrespondierenden Zellzahlen ausgegangen werden konnte. Daneben wurden zusitzlich
Serumproben der jeweiligen Probandinnen mittels ELISAs analysiert. Die generierten
Daten wurden hinsichtlich méglicher Unterschiede der Zytokinquantitidt zwischen den
drei Vergleichsgruppen, zwischen den einzelnen Stimuli und zwischen den CD25
Rezeptor positiven und negativen Zellen ausgewertet. Es muss darauf hingewiesen
werden, dass es sich bei dieser Versuchsrethe um eine Untersuchung mit stark
explorativem Charakter handelt, die Fallzahl anhand dessen klein gewihlt wurde und
vorhandene Abweichungen demnach erschwert signifikant werden und eher eine

Tendenz abbilden konnen.
3.4.1 1IL-17 ELISA

Der IL-17 ELISA deckt bei dieser Versuchsreihe keine signifikanten Abstufungen in der
IL-17 Quantitdt zwischen den HD, den JIA- und den RA-Patientinnen auf. Dieses
Resultat lasst sich detaillierter in den Tabellen 28 und 29 nachschlagen. Auch bei der
Gegeniiberstellung der Stimuli Unstimuliert, IL-1p, anti-IL-1p und dem RI zeigen sich
keine  signifikanten = Unterschiede, allerdings bleibt auffillig, dass die
CD4+CD25+CD127- und die CD4+CD25-CDI127- Zellen der HD sowie die
CD4+CD25+CD127- Zellen der JIA- und der RA-Patientinnen bei der IL-1B
Polarisierung stets die hochsten Rangsummen inne haben, folglich verstirkt das Zytokin
IL-17 zu sezernieren scheinen. Die folgende Abbildung 24 fiihrt diese Beobachtung
grafisch auf. Deskriptiv ldsst sich festhalten, dass auBer in zwei RA-Serumproben in

keiner weiteren IL-17 nachgewiesen werden konnte.
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Tabelle 28 IL-17 ELISA Stimulus-Vergleich.
Es werden die p-Werte angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert.

CD4+CD25+CD127- CD4+CD25-CD127-

HD JIA RA HD JIA RA
Serum vs Unstimuliert 0,333 0,200 0,400 0,333 0,200 0,700
Serum vs IL-1PB 0,333 0,100 0,200 0,333 0,100 0,700
Serum vs anti-IL-1p 0,333 0,200 0,400 0,667 0,200 1,000
Serum vs RI 0,333 0,200 0,400 0,667 0,100 1,000
Unstimuliert vs IL-1pB 0,333 0,400 0,700 0,333 0,700 1,000
Unstimuliert vs anti-IL-1p 0,667 0,700 1,000 1,000 0,400 0,700
Unstimuliert vs RI 1,000 1,000 0,700 1,000 0,700 0,700
IL-1B vs anti-IL-1B 0,333 0,400 0,700 0,333 0,400 0,700
IL-1B vs RI 0,333 0,400 0,700 0,333 0,700 0,400

1,000 0,700 1,000 0,667 0,700 1,000

anti-IL-13 vs RI
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Tabelle 29 Deskriptive Statistik des IL-17 ELISAs sowie die ermittelten p-Werte der HD, der JIA- und der RA-Patientinnen.

Gemessen wurden die IL-17 Konzentrationen in pg/ml bei einer O.D. von 450nm (Referenzwellenldnge 620 nm). Samtliche Werte werden als Mittelwert (Mean) + Standardabweichung
(SD) aufgefiihrt. Desweiteren werden der Median und die Minimal- beziehungsweise Maximalwerte (Min — Max) angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert. CD25+ steht
stellvertretend fiir die CD4+CD25+CD127- Zellen und CD25- fiir die CD4+CD25-CD127- Zellen.

HD (n=2) JIA(n=3) RA(n=3) p-Wert
Mean £ SD Median Min -Max Mean £ SD Median Min - Max Mean+ SD Median Min - Max HD - JIA HD - RA
Serum 0,0+ 0,0 0,0 0,0-0,0 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 55,7+93,7 3,1 0,0 - 163,9 1,000 0,400
CD25+ Unstimuliert | 34,9+ 19,6 34,9 21,0 - 48,7 56,3 + 50,6 71,0 0,0-979 127,6 £ 127,7 75,0 34,7-273,2 0,800 0,400
CD25+ IL-1B 92,8 +472 92,8 59,5-126,2 | 101,1£79,0 142,1 10,1 -151,2 | 218,2+160,9 2299  51,8-373,0 0,800 0,800
CD25+ anti-IL-1B 24,0+ 12,2 24,0 15,4 - 32,6 39,8 + 38,1 43,7 0,0-758 1222+ 118,8 67,2 41,0 - 258,5 0,800 0,200
CD25+RI 34,2+ 31,3 34,2 12,0 - 56,3 57,0 £ 53,5 64,9 0,0 - 106,1 1319+ 1254 854 36,5-273,9 0,800 0,400
CD25- Unstimuliert 0,8+ 0,4 0,8 0,6 -1,1 132+12,8 14,1 0,0 -25,6 33,5+29,5 33,7 39-629 0,800 0,200
CD25- IL-1B 42+273 4.2 2,5-58 6,8+ 6,7 6,3 0,4-13,7 34,4+30,9 30,7 5,5-67,0 0,800 0,400
CD25- anti-IL-1p 09+1,3 0,9 0,0-1,8 2,8+3,1 2,1 0,0-6,2 19,0244 8,5 1,6 - 46,8 0,400 0,400
CD25-RI 0,7+ 1,0 0,7 0,0-1,5 1,5+0,8 1,9 0,6 -2,0 22,7+329 5,1 2,2 -60,7 0,400 0,200
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Abbildung 24 IL-17 ELISA der CD4+CD25+CD127- und der CD4+CD25-CD127- Zellen der HD, JIA- und RA-Patientinnen
Darstellung der IL-17 Konzentration in pg/ml bei einer O.D. von 450nm (Referenzwellenldnge 620 nm) der CD4+CD25+CD127- und der CD4+CD25-CD127- Zellen der HD, JIA- und RA-
Patientinnen unter den verschiedenen Stimulierungen. Die Zahlen 1, 2, 3,9, 10, 11, 22 und 23 in der Legende unter den Diagrammen beziehen sich auf die Patientencodierung und spiegeln die

Ergebnisse dieser Probandin wider.
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3.4.2 1IL-10 ELISA

Mit dem IL-10 ELISA wurde analog zu den beiden anderen Zytokin-ELISAs verfahren.
Die folgende Abbildung 25 und die Tabelle 30 veranschaulichen die Quantitét der IL-10
Produktion im Vergleich zwischen den verschiedenen Stimuli und aufgeteilt in die drei
Kohorten. Hierbei ergibt sich kein signifikantes Gefélle der IL-10 Sezernierung zwischen
den einzelnen Vergleichsgruppen beziehungsweise zwischen den verschiedenen
Stimulierungen. In dem Serum einer JIA-Patientin konnte IL-10 festgestellt werden, bei
allen weiteren Serumproben bleibt die Konzentration unter der Nachweisgrenze. Fiir eine

ausfiithrliche Einsichtnahme der deskriptiven Statistik dient die Tabelle 31.

Tabelle 30 IL-10 ELISA Stimulus-Vergleich.
Es werden die p-Werte angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert.

CD4+CD25+CD127- CD4+CD25-CD127-
HD JIA RA HD JIA RA

Serum vs Unstimulicrt 0,333 0,200 0,100 0,333 0,200 0,100
Serum vs IL-1B 0,333 0,200 0,100 0,333 0,200 0,100
Serum vs anti-IL-1p 0,333 0,200 0,100 0,333 0,400 0,100
Serum vs RI 0,333 0,400 0,100 0,333 0,200 0,100
Unstimuliert vs IL-1p 1,000 1,000 0,100 0,667 0,700 0,400
Unstimuliert vs anti-IL-1p 0,667 0,400 0,100 1,000 1,000 0,700
Unstimuliert vs RI 1,000 1,000 0,700 1,000 0,700 0,700
IL-1p vs anti-IL-1p 1,000 0,700 0,200 0,667 0,400 0,400
IL-1B vs RI 1,000 1,000 0,200 0,667 0,700 0,100
anti-IL-1B vs RI 0,333 0,700 0,100 1,000 1,000 1,000
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Tabelle 31 Deskriptive Statistik des IL-10 ELISAs sowie die ermittelten p-Werte der HD, der JIA- und der RA-Patientinnen.

Gemessen wurden die IL-10 Konzentrationen in pg/ml bei einer O.D. von 450nm (Referenzwellenldnge 620 nm). Samtliche Werte werden als Mittelwert (Mean) + Standardabweichung

(SD) aufgefiihrt. Desweiteren werden der Median und die Minimal- beziehungsweise Maximalwerte (Min — Max) angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert. CD25+ steht
stellvertretend fiir die CD4+CD25+CD127- Zellen und CD25- fiir die CD4+CD25-CD127- Zellen.

HD (n=2) JIA (n=3) RA (n=3) p-Wert
Mean+SD Median Min -Max Mean+SD Median Min - Max Mean+SD Median Min - Max HD - JIA HD - RA
Serum 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 23,4 +£40,5 0,0 0,0 - 70,1 0,0+ 0,0 0,0 0,0-0,0 0,800 1,000
CD25+ Unstimuliert | 453,2+533 4532  415,6-490,9 | 2094+179,2 306,8 2,5-318,8 300,7+27,5 2955 276,2+330,4 0,200 0,200
CD25+IL-1B 4372+774 4372  382,4-491,9 | 226,7+193,4 303,2 6,7-370,3 253,6+27,8 2633 2222+2753 0,200 0,200
CD25+ anti-IL-1B 4259+ 154 4259 415,0-436,8 | 1754+157,2 219,6 0,9 - 305,8 219,7+ 16,1 210,5 210,2+2383 0,200 0,200
CD25+ RI 4572+ 14,7 4572 446,8-467,6 | 207,1+£179,4 3094 0,0 -312,1 291,3+21,0 294,5 268,8+310,5 0,200 0,200
CD25- Unstimuliert | 116,1 £128,6  116,1 25,2-207,0 108,5 + 83,5 112,0 23,3-190,1 80,0 + 46,0 63,6 44,4+ 131,9 0,800 1,000
CD25- IL-1pB 2464+ 183,5 2464 116,7-376,2 | 170,0+137,0  233,3 12,8 - 2639 91,6 36,6 71,8 69,0 +133,8 0,800 0,400
CD25- anti-IL-1B 98,8 £101,1 98,8 27,3-170,3 90,2 +99,9 66,3 4,5-200,0 48,3+24,5 48,2 23,8+729 1,000 0,800
CD25-RI 126,3+147,3  126,3 22,1-2304 88,9+79,1 82,1 13,4-171,2 54,6 £ 15,2 62,9 37,1 £63,8 0,800 1,000
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Abbildung 25 IL-10 ELISA der CD4+CD25+CD127- und der CD4+CD25-CD127- Zellen der HD, JIA- und RA-Patientinnen
Darstellung der IL-10 Konzentration in pg/ml bei einer O.D. von 450nm (Referenzwellenldnge 620 nm) der CD4+CD25+CD127- und der CD4+CD25-CD127- Zellen der HD, JIA- und RA-
Patientinnen unter den verschiedenen Stimulierungen. Die Zahlen 1, 2, 3,9, 10, 11, 22 und 23 in der Legende unter den Diagrammen beziehen sich auf die Patientencodierung und spiegeln die

Ergebnisse dieser Probandin wider.
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3.4.3 IFN-y ELISA

Die sich anschlieBende Abbildung 26 illustriert die IFN-y Bildung der zwei untersuchten
Zellpopulationen in Beriicksichtigung ihrer Gruppenzugehorigkeit und der jeweiligen
Stimulierung. Werden die Messergebnisse in Relation zueinander gesetzt, gelangen sie
unter keiner der untersuchten Bedingungen in einen signifikanten Bereich, wie in Tabelle
32 eingesehen werden kann. In bis auf einer JIA-Serumprobe konnte in jeder weiteren
Serumprobe IFN-y nachgewiesen werden. Die deskriptive Statistik findet sich in der

Tabellen 33.

Tabelle 32 IFN-y ELISA Stimulus-Vergleich.
Es werden die p-Werte angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert.

CD4+CD25+CD127- CD4+CD25-CD127-
HD JIA RA HD JIA RA

Serum vs Unstimuliert 0,333 0,700 0,700 0,333 0,400 0,400
Serum vs IL-1B 0,333 0,700 0,700 0,333 0,400 0,400
Serum vs anti-IL-1beta 0,333 0,700 0,700 0,333 0,700 0,700
Serum vs RI 0,333 0,700 0,700 0,333 0,400 0,400
Unstimuliert vs IL-1p 0,667 0,700 0,700 1,000 0,700 1,000
Unstimuliert vs anti-IL-1p 0,667 1,000 1,000 0,667 1,000 0,700
Unstimuliert vs RI 0,667 0,700 1,000 0,667 1,000 1,000
IL-1p vs anti-IL-1p 0,333 0,400 0,400 0,667 0,700 0,400
IL-1B vs RI 0,333 1,000 0,700 1,000 1,000 0,700
anti-IL-1B vs RI 1,000 0,700 1,000 0,667 1,000 0,400
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Tabelle 33 Deskriptive Statistik des IFN-y ELISAs sowie die ermittelten p-Werte der HD, der JIA- und der RA-Patientinnen.
Gemessen wurden die IFN-y Konzentration in pg/ml bei einer O.D. von 450nm (Referenzwellenlédnge 620 nm). Samtliche Werte werden als Mittelwert (Mean) + Standardabweichung (SD) aufgefiihrt.
Desweiteren werden der Median und die Minimal- beziehungsweise Maximalwerte (Min — Max) angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert. CD25+ steht stellvertretend fiir die

CD4+CD25+CD127- Zellen und CD25- fiir die CD4+CD25-CD127- Zellen.

HD (n=2) JIA(n=3) RA (n=3) p-Wert
Mean £ SD Median Min -Max Mean+ SD Median Min - Max Mean £ SD Median Min - Max HD - JIA HD - RA
Serum 89,2 £ 50,0 89,2 53,9-124,5 | 364,4+622,0 10,5 0,0-1082,5 [667,0+1029,6 73,9  71,2-18559 0,800 0,800
CD25+ Unstimuliert | 7154 +£249,2 7154  539,2-891,6 | 283,3+251,6  324,0 13,8 -512,1 | 632,4+224,1 526,5 480,9-889,8 0,200 0,400
CD25+ IL-1B 870,1 £126,9 870,1 780,3-959,9 | 362,7+249,5 4872  754-5254 | 705,0+90,6  717,0 609,0 - 789,0 0,200 0,400
CD25+ anti-IL-1B 553,6+219,3 553,6 398,5-708,7 | 260,2+204,6 309,1 35,6-436,0 | 584,2+129,8 576,5 458,5-717,8 0,400 0,800
CD25+RI 582,3+103,3 5823 509,2-6553 [ 330,7+250,6 360,8 66,4-564,9 |623,4+182,6 5212 514,8-8342 0,400 0,800
CD25- Unstimuliert [1105,0+219,9 1105,0 949,5-1260,5| 717,1+407,9 7082 313,8-1129,3[1543,9+642,3 15122 918,0-2201,5 0,400 0,800
CD25- IL-1B 1147,9 +£105,6 1147,9 1073,3 -1222,5( 783,04+ 380,5 830,2 381,1-1137,7|1499,0+367,4 13553 1225,1-1916,5 0,400 0,200
CD25- anti-IL-1p 899,1 £282,9 899,1 699,1-1099,2( 668,2+406,8 751,4 226,3-1027,1|1118,7+247,1 979,9 972,2-1404,0 0,800 0,800
CD25-RI 1067,4 +234,5 1067,4 901,6-1233,2| 721,9+429,2 668,0 322,1-1175,4(1416,6+444,0 1173,7 1147,0-1929,0 0,400 0,800
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Abbildung 26 IFN-y ELISA der CD4+CD25+CD127- und der CD4+CD25-CD127- Zellen der HD, JIA- und RA-Patientinnen
Darstellung der IFN-y Konzentration in pg/ml bei einer O.D. von 450nm (Referenzwellenldnge 620 nm) der CD4+CD25+CD127- und der CD4+CD25-CD127- Zellen der HD, JIA- und RA-
Patientinnen unter den verschiedenen Stimulierungen. Die Zahlen 1, 2, 3,9, 10, 11, 22 und 23 in der Legende unter den Diagrammen beziehen sich auf die Patientencodierung und spiegeln die

Ergebnisse dieser Probandin wider.
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4. Diskussion

4.1 Vergleich und Interpretation der PBMC Charakterisierung

4.1.1 Unterschiede in den T-Helfer-Zellen der HD, der JIA- und der RA-

Patientinnen

Im ersten Teil des Projekts wurden die CD4+ und die CD8+ Zellen aller drei Gruppen
auf ihre Verteilung und ihren Phénotyp hin untersucht. Im Rahmen dieser Untersuchung

konnten Unterschiede beobachtet werden.

So zeigte sich bei der Gegeniiberstellung, dass die T-Helfer-Zellen der HD signifikant
hohere Proportionen an CD8+CD25+CD127- Zellen aufwiesen. Im Vergleich zu den
JIA-Patientinnen lielen sich ebenfalls erhohte Anteile von CD4+CD25+CCR6+ Zellen
finden und im Vergleich zu den RA-Patientinnen zeigten sich erhdhte Anteile von
CD4+CD25+ und CD8+CD25+ Zellen. Die meisten Abweichungen fanden sich
zwischen den JIA-Patientinnen und den RA-Patientinnen. Die T-Helfer-Zellen der RA-
Patientinnen wiesen hohere Proportionen an CD4+ Zellen auf. Dementgegen verfiigten
die T-Helfer-Zellen der JIA-Patientinnen iiber signifikant hohere Anteile von CD8+ und
CD8+CD127+ Zellen. Ebenfalls waren die Proportionen der
CD4+FoxP3+CCR6+CD103+ Zellen hochsignifikant gesteigert, da diese Zellen
zahlenméBig aber duBerst gering vertreten waren, ist die Aussagekraft des Ergebnisses

als gering einzustufen.

Auffillig ist bei den drei Vergleichsgruppen ein gewisser Altersunterschied. Es wurde
zwar versucht, wenn moglich eine weitestgehende Vergleichbarkeit zu erzielen,
allerdings sind vor allem die JIA-Patientinnen und die RA-Patientinnen aufgrund des
Altersunterschiedes schwer zu vergleichen. So liegt bei den JIA-Patientinnen der
Altersdurchschnitt bei 14,4 Jahren, bei den RA-Patientinnen bei 67,8 Jahren und bei den
HD bei 41,2 Jahren. Bekannt ist, dass die T-Zelldifferenzierung maB3geblich von dem
Alter abhingig ist.[159] Im Rahmen dieser T-Zelldifferenzierung kommt es zu einer
Verinderung einiger Oberfldchenmolekiile wie etwa CD127, welches im Rahmen der
Zelldifferenzierung herunter reguliert wird, sodass es mit zunehmenden Alter zu einer

proportionalen Zunahme von CD127- Zellen auf Grund der proportionalen Zunahme von
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differenzierten T-Zellen kommt.[160] Daher sind die beobachteten Unterschiede in der

PBMC-Phénotypisierung am ehesten auf den Altersunterschied zuriickzufiihren.
4.2 Vergleich und Interpretation des IL-1p 3 Tage Versuchs
4.2.1 Unterschiede in den Zellen der HD, der JIA- und der RA-Patientinnen
4.2.1.1 CD4+CD25+CD127- Zellen

In der Préastimulation zeigte sich bei den CD4+CD25+CD127- Zellen der JIA-
Patientinnen im Vergleich zu den Zellen der HD signifikant hohere Anteile von Ki67+
Zellen. Die FoxP3-CCR6+ Zellen der RA-Patientinnen konnten innerhalb der
CD4+CD25+CD127- Zellpopulation signifikant hohere proportionale Anteile verglichen
mit den FoxP3-CCR6+ Zellen der HD erzielen.

Nach dem IL- 1B 3 Tage Versuch konnten bei den CD4+CD25+CD127- Zellen der HD
im Vergleich zu den jeweiligen Zellen der JIA -und der RA-Patientinnen signifikant
hohere Anteile von FoxP3+ Zellen detektiert werden. Diese Ergebnisse sind konkordant
zu mehreren Studien, die ebenfalls eine Verminderung des Transkriptionsfaktors FoxP3
und demnach einen erniedrigten Treg-Quotienten bei Autoimmunerkrankungen
feststellen konnten.[38, 161] Nichtsdestotrotz existieren, wie in dem Review von Noack
et al. konstatiert, ebenso Arbeiten, die eine erhohte Anzahl von Tregs im peripheren Blut
und der Synovia von RA-Patienten feststellten und als Pathomechanismus infolgedessen
nicht die Quantitit, sondern die gestorte Funktionalitit beziechungsweise eine insgesamt
erhohte Th17-/Treg-Zellratio in den Fokus setzen.[161-163] Weiter zeigte sich eine
Signifikanz beziiglich einer verminderter CD62L Exprimierung bei den HD vor allem in
Relation mit den Zellen der JIA-Gruppe, zum geringeren Ausmal} aber auch mit denen
der RA-Patientinnen. CD62L ist ein L-Selektin, welches bevorzugt von naiven T-Zellen
exprimiert wird und fiir die Rezirkulation zwischen dem Blutkompartiment und dem
Lymphsystem eine wichtige Rolle spielt.[164] Bei Aktivierung der Immunzellen durch
pro-inflammatorische Zytokine wird CD62L herunterreguliert und Integrine, die die
Adhésion und Leukodiapedese fordern hochreguliert.[165] Diese ermittelten Werte

stechen allerdings im Widerspruch zu den bisherigen Erkenntnissen, dass das
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Immunsystem von JIA- und RA-Patienten vorgealtert zu sein scheint.[101, 166] So
konnten bei Prelog et al. demonstriert werden, dass sowohl die proportionalen Anteile der
CD4+CD25+CD62L+ als auch die der CD4+CD45RA+CD62L+ Zellen bei den JIA-
Patienten verglichen mit den HD verringert waren.[101] Allerdings wurden bei dieser
Studie mehr Probanden inkludiert und das durchschnittliche Alter der Studienteilnehmer
lag anndhernd auf gleichem Niveau mit den Kontrollpersonen, was die gefundenen
Unterschiede erkldren konnte. Zu geringeren Anteilen fanden sich in dem IL-1 3 Tage
Versuch Hinweise, dass die IL-10 Produktion bei den HD verglichen mit der JIA-Gruppe
signifikant gesteigert war. Zwar existieren Daten, dass eine erniedrigte Bildung von IL-
10 mit der JIA und der RA vergesellschaftet ist[106], allerdings gestaltet sich in der
vorliegenden FACS-Analyse des IL-1 3 Tage Versuchs die Auswertung der Zytokine
IL-10 und IL-17 als herausfordernd. Begriindet liegt das in der insgesamt sehr geringen
Anzahl von IL-10+ und IL-17+ Zellen und damit wenig detektierbaren Events, sodass die

Interpretation dieser Daten unter Vorbehalt erfolgen sollte.

Innerhalb der CD4+CD25+CD127- Zellen der JIA-Patientinnen waren die geringsten
Anteile von IL-1R+ Zellen zu finden. Signifikant wird diese Feststellung weitestgehend
konsistent fiir die FoxP3-IL-1R+ und die CD62L-IL-1R+ Zellen. Vereinzelt auch bei den
CDO62L+IL-1R+ Zellen. Hierbei konnte eine verminderte Empfanglichkeit fiir IL-1-
bedingte Stimuli bei der Gruppe der CD4+CD25+CD127- Zellen vorliegen.

In der Poststimulation setzt sich bei den RA-Patientinnen {iiber alle
Stimulationsbedingungen hinweg die signifikante Beobachtung fort, dass CCR6+ Zellen
in der Gegeniiberstellung mit den untersuchten Zellen der HD jeweils signifikant
vermehrt exprimiert wurden. Bereits andere Studien konnten feststellen, dass CCR6+
Zellen vermehrt im peripheren Blut sowie in der Synovia von RA-Patienten zu finden
sind.[37] Wie von Alunno et al. zusammengefasst, konnte dies zum einen auf den
erhohten Th-17 Zellanteil bei RA-Patienten zuriickzufiihren sein.[89] Zum anderen
scheinen aber auch andere T-Zellsubpopulationen bei der RA vermehrt CCR6+ zu

bilden.[37] Li et al. konnten dies auch bei Tregs von RA-Patienten aufzeigen.[167]
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4.2.1.2 Konvertierte CD4+CD25+CD127- Zellen

In der Poststimulation wurden von den CD4+CD25+CD127- der urspriinglichen
CD4+CD25-CD127- Zellen der HD signifikant vermehrt der Transkriptionsfaktor FoxP3
exprimiert. Dies kann verglichen mit beiden Patientenkohorten registriert werden;
besonders ausgeprigt allerdings in Relation zu den RA-Patientinnen. Die proportionalen
Anteile von CD62L+ Zellen waren bei den HD signifikant am niedrigsten. Diese
Beobachtungen decken sich mit den der bereits weiter oben ausgewerteten
CD4+CD25+CD127- Zellen der HD. Zudem lieBen sich bei der HD-Gruppe im Vergleich
zu den Zellen der JIA-Patientinnen signifikant haufiger Ki67+ Zellen finden. Ki67 ist ein
Marker fiir die Proliferation und findet sich nur bei proliferierenden Zellen.[168] Bei
ruhenden Zellen, die sich in der Go-Phase befinden, ist Ki67 nicht vorhanden.[168] Die
verstirkte Proliferationstétigkeit konnte auch auf eine erhohte Aktivierung der
konvertierten Zellen hinweisen, die CD 25 reexprimieren und zugleich unter den
Kulturbedingungen proliferieren. Diese Resultate eines erhohten Anteils von Ki67+
Zellen bei HD im Vergleich zu Patientinnen mit Autoimmunarthritis sind widerspriichlich
zu bereits bestehenden Studien. So konnten bei Prelog et al. bei den CD4+CD45RA+ T-
Zellen (als naiv definierte T-Zellen) der JIA-Kohorte hohere proportionale Anteile an sich
replizierenden Zellen gefunden werden.[101] Almanzar et al. konnte in einer anderen
Studie dhnliche Ergebnisse aufzeigen. Hier waren in einem akuten Schub der JIA
signifikant mehr CD4+CD28+CD45RA+ T-Zellen (als naiv definierte T-Zellen) Ki67
positiv als bei den HD.[169] Zwar gab es Hinweise, dass bei den JIA-Patienten generell
hohere proportionale Anteile von Ki67+ T-Zellen vorhanden sind[101], allerdings
wurden die Projekte nicht explizit auf CD4+CD25+CD127- beziehungsweise
CD4+CD25-CD127- Zellen ausgerichtet, sodass die divergierenden Ergebnisse darin
begriindet liegen konnten, dass die Gesamtpopulation der peripheren T-Zellen betrachtet

wurde.

Bei den JIA-Patientinnen erlangten die erhdhten Anteile von CCR6+ Zellen wiederholt
das Signifikanzniveau im Vergleich zu der HD-Kohorte. Diese Feststellung kdnnte auf
einem dhnlichen Pathomechanismen wie bei den RA-Patientinnen beruhen. CCR6 findet
sich bevorzugt auf Th17-Zellen und die JIA wird mit einer Erhéhung dieser Zellen

assoziiert.[35, 38] Die gesteigerte Expressionsrate von CCR6 auf den
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CD4+CD25+CD127- der urspriinglichen CD4+CD25-CD127- Zellen konnte sich
dahingehend erkliren lassen, dass wie bereits beschrieben, CCR6 sich nicht nur auf Th17-
Zellen sondern auch auf anderen Immunzellen inklusive Tregs finden ldsst.[37, 167, 170]
Dabei scheint es eine essentielle Rolle fiir die Migration von pro- und
antiinflammatorischen Zellen bei Autoimmunerkrankungen zu spielen.[170] CCR6 wird
auch mit induzierten Tregs in inflammatorischen Umgebungsbedingungen assoziiert, so
konnte gezeigt werden, dass CCR6 in Tregs bei Patienten mit Autoimmunarthritis
vermehrt exprimiert wird und dass das Level der CCR6 Expression dabei positiv mit der

Krankheitsaktivitit korreliert.[167]

Sowohl bei den JIA- als auch den RA-Patientinnen existierten signifikante
Abweichungen, die auf eine Mehrproduktion von IL-17 im Vergleich zu den HD
schliefen lassen. Das wiirde mit erhobenen Studien iibereinstimmen.[35, 89, 171]
Allerdings sind die in diesem Projekt gefunden Daten diesbeziiglich nicht konsistent und
wie bereits erwihnt ist die Interpretation der Zytokine in der FACS-Analyse des IL-1 3
Tage Versuchs auf Grund der geringen Anzahl der Events nur eingeschrinkt moglich,

sodass dieser Trend nicht generalisiert werden kann.
4.2.1.3 CD4+CD25-CD127- Zellen

In der Priastimulation zeigen sich bei den CD4+CD25-CD127- Zellen der JIA-
Patientinnen signifikant bis hochsignifikant héhere Werte fiir CCR6+ Zellen im
Vergleich zu den HD. Die Beobachtung fiir hohere proportionale Anteile von CD62L+
Zellen bei den JIA-Patientinnen im Vergleich zu den HD verfehlt knapp das

Signifikanzniveau.

In der Poststimulation konnen bei den CD4+CD25-CD127- Zellen der HD erneut héhere
Anteile von FoxP3+ Zellen konstatiert werden. Allerdings in einer geringeren und
inkonstanteren Ausprdgung verglichen mit den CD4+CD25+CD127- und den
CD4+CD25-CD127- der urspriinglichen CD4+CD25+CD127- Zellen der HD. Allerdings
stellt FoxP3 einen Marker fiir Tregs dar.[172] Somit konnten die inkonstanteren Daten
beziiglich der hoheren proportionalen Anteile von FoxP3 innerhalb der CD4+CD25-
CD127- Zellen der HD darin begriindet liegen, dass Nicht-Tregs untersucht wurden. Des
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Weiteren konnte erneut in der CD4+CD25-CD127- Population eine vermehrte Ki67
Expression bei den HD in Relation zu den JIA-Patientinnen registriert werden. Zudem
bleibt auch an dieser Stelle mit zum Teil hochsignifikanten Werten der Trend bestehen,
dass bei den HD die geringsten proportionalen Anteile an CD62L+ Zellen vertreten sind.
SchlieBlich spiegelt sich ebenfalls bei den CD4+CD25-CD127- Zellen der HD die
Beobachtung wieder, dass sie iiber die niedrigste Exprimierung von CCR6 verfiigen. Dies
lasst sich vor allem im Vergleich zu den JIA-Patientinnen feststellen und weniger
ausgepragt flir die RA-Patientinnen. Wahrscheinlich liegt dies an den bereits erlduterten

Mechanismen.

Die CD4+CD25-CD127- Zellen der JIA-Patientinnen scheinen die grofiten
proportionalen Anteile von CCR6+ Zellen zu besitzen. Dieser Effekt wird verglichen mit
den RA-Patientinnen fiir die CD62L+CCR6+ Zellen signifikant. Weitere Daten verfehlen
das Signifikanzniveau, sodass an dieser Stelle nur von einer Tendenz gesprochen werden
kann. CD62L stellt einen wichtigen Liganden fiir das Homing der T-Zellen in die
sekundér lymphatischen Organe dar.[164] AuBerdem wird CD62L mit aktivieren Tregs
assoziiert.[173] Dies passt zum geringeren proportionalen Anteil in HD verglichen zu
einem vermutlich starker inflammatorisch verdnderten und damit induzierten Aspekt bei

Autoimmunarthritis.

4.2.2 Auswirkung der Stimulationsbedingungen Unstimuliert, IL-1§, anti-IL-1p
und RI

In der Literatur finden sich widerspriichliche Angaben beziiglich der Auswirkungen von
IL-1B auf den Transkriptionsfaktor FoxP3. Bei unseren durchgefiihrten Versuchen
konnten wir eine signifikante Herunterregulierung von FoxP3 unter IL-1 § Stimulierung
bei den CD4+CD25+CD127-, den CD4+CD25+CD127- der urspriinglichen CD4+CD25-
CD127- und den CD4+CD25-CD127- Zellen der HD feststellen. Wurde der Zellkultur
ein anti-IL-1 Antikdrper beziehungsweise ein IL-1Rezeptor-Inhibitor hinzugegeben,
fanden sich anti-inflammatorische Zustinde. Ahnliches konnten auch Wang et al.
konstatieren. Sie demonstrierten, dass sich die Expressionsraten von FoxP3 unter dem
Einfluss von IL-1 B reduzieren.[174] Sie schlossen daraus, dass mit Hilfe einer
verminderten Immunsuppression eine Verbesserung der Immunantwort erreicht werden

konne, wenn der Organismus Stressfaktoren ausgesetzt sei.[174] Ahnliches konnten Dai
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et al. festhalten. In ihrer Forschungsarbeit nahm gleichfalls aufgrund von IL-1B der
Prozentsatz von Tregs unter den CD4+ T-Zellen ab.[175] Andererseits existieren
Publikationen, die einen kontriren Effekt von IL-1B beschreiben. Zu erwéhnen ist die
Forschungsarbeit von Ganesh et al. Im Rahmen der dort durchgefiihrten Untersuchungen
konnten sie zeigen, dass IL-1p eine TGF-f3 und IL-2 abhingige Zunahme der FoxP3
Expressionsrate in Tregs und Effektor-T-Zellen bewirkt.[176] Diese Untersuchung
gleicht im Versuchsaufbau dem IL-1p 3 Tage Versuch in einem besonderen Maf3, da im
IL-1B 3 Tage Versuch ebenfalls mit TGF-B und IL-2 costimuliert wurde. Da IL-1p
verstarkt unter inflammatorischen Bedingungen gebildet wird, folgerten sie daraus, dass
auf diese Weise die immunsuppressive Wirkweise der Tregs gefordert werden soll, damit
im Rahmen einer Immunantwort nicht Autoimmunitit und lymphoproliferativen
Prozessen eintreten.[176] Einzelne signifikante Messungen wie die erhohte FoxP3
Expression unter anti-IL-1 Stimulierung bei den CD4+CD25+CD127-FoxP3+Ki67- der
urspriinglichen CD4+CD25-CD127- Zellen sowie bei den CD4+CD25-CD127- Zellen
der RA-Patientinnen in der Gegeniiberstellung anti-IL-1 und RI finden sich ebenfalls.

Des Weiteren lieen sich Hinweise erkennen, dass IL-1P und der RI Einfluss auf die
Exprimierung des IL-1R besitzen. Deutlich wurde dies bei den CD4+CD25+CD127-
Zellen der JIA-Patientinnen, die zugleich FoxP3-IL-1R+ und CD62L-IL-1R+ waren. Sie
besallen proportional weniger IL-1R, wenn sie mit dem RI kultiviert wurden, was
vermutlich auf einer kompetitiven Hemmung durch den Antikérper gegen IL-1R beruht,
weshalb der Fluorochrom-markierte Antikorper den IL-1R in der Durchflusszytometrie
nur mehr geringfiigig detektieren konnte. Bei den CD62L-IL-1R+ der urspriinglichen
CD4+CD25+CD127- Zellen der RA-Patientinnen war dies ebenfalls zu erkennen; im
Vergleich zwischen den Stimulationsbedingungen IL-1f und RI exprimierten die
analysierten Zellen unter IL-1p Stimulation signifikant verstirkt und unter RI Einfluss
signifikant vermindert den IL-1R. Wihrend Valmori et al. in ihrer Arbeit keinen Einfluss
von IL-1pB auf die Exprimierung des IL-1R1 bei Tregs feststellen konnten, beobachteten
Raffin et al. eine Hochregulierung des IL-1R unter IL-1f Stimulierung.[177, 178] Auch
Docagne et al. konnten eine vermehrte Expression des IL-1R1 und des IL-1R2 mit IL-1f
in Zusammenhang bringen.[179] Eine mdgliche Erkldrung wire, dass auf diese Weise
Tregs Inflammationen detektieren und gegebenenfalls abmildern konnen, indem zum

Beispiel der IL-1R2 in der Lage ist IL-1f zu neutralisieren.[180]
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Zusétzlich konnten Effekte von IL-1B auf die Expression von CD62L bei den
CD4+CD25+CD127- der urspriinglichen CD4+CD25-CD127- und den CD4+CD25-
CD127- Zellen der HD beobachtet werden. Dabei lassen sich hdhere proportionale
Anteile von CD62L positiven Zellen messen, wenn diesen IL-1p hinzugegeben wurde.
Soweit beurteilbar wurde der Einfluss von IL-1f auf CD62L bisher noch nicht untersucht.
Dieses Resultat ldsst sich auch nicht plausibel mit unseren bisherigen Ergebnissen
erklaren. Da in dieser Forschungsarbeit unter IL-18 Stimulierung die signifikant
niedrigsten proportionale Anteile von FoxP3 positiven Zellen bei den analysierten Zellen
der HD gefunden werden konnten, hétte eher eine Abnahme von CD62L erwartet werden

konnen, da CD62L als Marker fiir naive Zellen und Tregs angewendet werden kann.[181]

Bei den aktuell vorliegenden Forschungsarbeiten zeichnet sich ab, dass IL-1B zu
verminderten IL-10 Spiegeln beitrdgt.[182, 183] So deklarieren Zielinski et al. IL-1J als
einen potenten Inhibitor fiir die IL-10 Produktion bei sowohl Th-17 als auch Gedéachtnis-
T-Zellen und Bjarnadottir stellten gleichfalls fest, dass durch IL-1p angeregte CD8+
iTregs niedrigere Level an IL-10 sezernieren.[182, 183] Somit erscheinen unsere
analysierten Daten plausibel. Wir konnten zeigen, dass in der Gegeniiberstellung
zwischen IL-1B und anti-IL-1B die FoxP3+IL-10+ Zellen innerhalb der CD4+CD25-
CD127- Zellen der HD unter IL-1p Stimulierung signifikant weniger proportionale
Anteile besallen. Allerdings muss diese Aussage mit Einschrankungen erfolgen, da die

gemessenen Werte an IL-10 positiven Zellen insgesamt sehr niedrig ausgefallen waren.

4.2.3 Vorher-Nachher Vergleich der CD4+CD25+CD127- und der CD4+CD25-
CD127- Zellen

Nach dem Cell Sorting lag die Reinheit der CD4+CD25+CD127- und der CD4+CD25-
CD127- Zellen bei > 92,8%. Bei den Zellen, die dem IL-1B 3 Tage Versuch zugefiihrt wurden
und im Folgenden ausgewertet werden, befand sie sich sogar bei > 97,8%. Daraus ldsst sich
ableiten, dass der CD25 Rezeptor-Verlust bei den CD4+CD25+CD127- beziehungsweise die
CD25 Hochregulierung bei den CD4+CD25-CD127- Zellen im Rahmen der Kulturbedingungen

stattgefunden haben miissen.

Besonders pragnant bei den CD4+CD25+CD127- Zellen der HD, der JIA- und der RA-

Patientinnen war die signifikante Zunahme der FoxP3 Expression. Ki67 wurde in der
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Poststimulation ebenfalls bei den HD und den RA-Patientinnen signifikant vermehrt
exprimiert. Ebenfalls bei den CD4+CD25+CD127- Zellen der HD und der RA-
Patientinnen fanden sich eine signifikante Hochregulierung des IL-1 Rezeptors
beziehungsweise eine signifikante Abnahme der proportionalen Anteile der CD62L und
CCR6 positiven Zellen. Diese Abnahme lésst sich auch in geringerem Maf3e bei den JIA-
Patientinnen finden. Hinsichtlich der Zytokine liegen widerspriichliche Daten vor,
dennoch scheint es so, dass IL-17 zu groBBeren Anteilen in der Poststimulation und IL-10

in der Prastimulation produziert wurden.

Bei den CD4+CD25-CD127- Zellen existierten analog zu den CD4+CD25+CD127-
Zellen Hinweise, dass es zu einer Zunahme des Transkriptionsfaktors FoxP3 gekommen
war. Allerdings wurde dies nur bei den RA-Patientinnen einmalig signifikant; weitere
Konstellationen verfehlten das Signifikanzniveau. Bei den CD4+CD25-CD127- Zellen
der HD und JIA-Patientinnen fanden sich in der Poststimulation ebenfalls hohere
proportionale Anteile von Ki67 positiven Zellen. Der IL-1 Rezeptor wurde in der
Poststimulation bei den HD inkonstant signifikant hdufiger und CD62L bei den HD und

den JIA-Patientinnen signifikant vermindert exprimiert.

In Zusammenschau der Daten ldsst sich festhalten, dass eine erfolgreiche Treg-
Polarisierung und Zellproliferation stattgefunden hat. In der Kultur wurden die Zellen mit
anti-CD3 und anti-CD28 Antikorpern stimuliert, die als Mitogene fungieren.[143] Somit
sind die erhohten Ki67 Werte im Rahmen einer erfolgten T-Zell-Expansion plausibel,
zumal auch an anderer Stelle beobachtet werden konnte, dass Tregs unter Aktivierung
Ki67 positiv werden.[184] Ebenso bildet IL-2 einen essentiellen Bestandteil fiir die Treg-
Aktivierung und Proliferation.[145, 185] De la Rosa et al. konnten zeigen, dass IL-2 eine
Hochregulierung von CD25 in Tregs und in konventionellen CD4+CD25- T-Zellen
induziert, auf diese Weise konnte die Zunahme von CD25+ Zellen innerhalb der
CD4+CD25-CD127- Zellen erklart werden.[144] Natiirlich stehen diese Ergebnisse dann
im Gegensatz zu der Abnahme von CD25+ Zellen innerhalb der CD4+CD25+CD127-
Zellen. Die Erhohung der FoxP3 Anteile vor allem in den CD4+CD25+CD127- Zellen
konnten in der TGF-p und IL-2 Supplementierung begriindet liegen, da beide Faktoren in
der Lage sind FoxP3 positive Zellen zu induzieren.[146, 147, 186] Ein weiterer Effekt
von TGF- und IL-2 findet sich in seinem Einfluss auf den CCR6 Rezeptor.[187] CCR6
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wird bevorzugt von den Th17 Zellen gebildet, kann aber auch in geringeren Anteilen von
anderen Immunzellen wie den Tregs exprimiert werden.[187] Dabei konnte gezeigt
werden, dass TGF-f ein potenter Induktor von CCR6 in T-Zellen ist.[187] Dieser Effekt
lasst sich allerdings durch IL-2 antagonisieren, sodass die Reduktion von CCR6 nach dem
IL-1B 3 Tage Versuch auf die Wirkung von IL-2 zuriickzufiihren sein konnte.[187]
Hinsichtlich der Abnahme von CD62L finden sich entgegengesetzte Studien. So deutet
die Arbeit von Lu et al. darauf hin, dass sich unter alleiniger TGF-f3 Aktivierung sowie
im Zusammenspiel mit all-trans-Retinsdure aus naiven CD4+ T-Zellen iTregs generieren
lassen, die sich phédnotypisch den nTregs angleichen und infolgedessen CD62L, einen
Marker fiir naive Zellen beziehungsweise Tregs, retinieren.[181] Daher widerspricht die
hier gefundene Abnahme von CD62L den erwarteten Befunden. Dass der IL-1 Rezeptor
in der Poststimulation vermehrt gemessen werden konnte, spiegelt sich hingegen in einer
anderen Untersuchung wider. Mercer et al. konnten in ihren Versuchen ebenfalls zeigen,
dass nach Stimulation mit anti-CD3 und anti-CD28 Antikorpern die IL-1R1 und die IL-
1R2 Rezeptoren sowohl auf den Tregs als auch auf anderen CD4+ T-Zellen hochreguliert
wurden.[180] Analog zu den hier gefundenen Ergebnissen iiberwog auch bei Mercer et
al. dieser Effekt bei den Tregs.[180] Beziiglich der Auswertung der Zytokine kann keine
solide Aussage getroffen werden, da die Zellzahl zu gering war und die Daten sich zu

inkonsistent prasentierten.

4.2.4 Unterschiede in den originiren CD4+CD25+CD127- und den konvertierten
CD4+CD25+CD127- Zellen

Bei den CD4+CD25+CD127- und den konvertierten CD4+CD25+CD127- Zellen der
urspriinglichen CD4+CD25-CD127- Zellen fanden sich bei den HD, den RA-und den
JIA-Patientinnen einige Unterschiede. Zu erwéhnen ist, dass sich die meisten
Abweichungen bei den HD und die wenigsten bei den JIA-Patientinnen verzeichnen

lieBen.

Bei den HD und den RA-Patientinnen zeigte sich, dass trotz einer stattgefundenen Treg-
Polarisation, die konvertierten CD4+CD25+CD127- Zellen zu zum Teil hochsignifikant
geringeren Anteilen FoxP3 exprimierten als die origindren CD4+CD25+CD127- Zellen.
Ki67 fand sich bei den konvertierten CD4+CD25+CD127- Zellen der HD und teilweise
bei den JIA-Patientinnen zu grofleren proportionalen Anteilen. Bei CD62L und dem IL-
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1 Rezeptor lie sich bei den HD und RA-Patientinnen die Beobachtungen konstatieren,
dass diese Oberflaichenmolekiile von den CD4+CD25+CD127- der urspriinglichen
CD4+CD25-CD127- Zellen hochsignifikant vermindert exprimiert wurden. Bei den JIA-
Patientinnen wurde dies nur bei den FoxP3+IL-1R+ Zellen einmalig deutlich.
Hinsichtlich CCR6 finden sich widerspriichliche Ergebnisse. Die konvertierten
CD4+CD25+CD127- Zellen der HD und RA-Patientinnen besa3en signifikant weniger
CCR6, wohingegen CCR6 bei den konvertierten Zellen der JIA-Patientinnen diskret
hochreguliert zu sein schien. Die produzierten Zytokine schienen bis auf eine einmalige

Abweichung anndhernd auf einem Niveau zu liegen.

Soweit beurteilbar lassen sich in der Literatur dhnliche Untersuchungen nicht finden.
NTregs und iTregs dhneln sich phéanotypisch und funktionell sehr.[188] So sind beide
Gruppen durch eine hohe Expression von Foxp3 und CD25, eine niedrige Expression von
CD127 und &hnliche suppressive Eigenschaften gekennzeichnet.[188] Zwar scheinen
Unterscheidungsmerkmale wie das Helios-Protein aus der Familie des Ikaros
Transkriptionsfaktorkomplexes und Neuropilin 1 zur nTreg-Identifikation anwendbar zu
sein, allerdings lassen sich diese bis zu einem gewissen Grad ebenfalls in iTregs
induzieren.[188-191] Somit ldsst sich festhalten, dass die hier gefundenen Resultate in
der Auswertung signifikant geworden sind, sich aber nicht durch andere Publikationen

iiberpriifen lassen.
4.2.5 Vergleich und Interpretation des Apoptoseverhalten

4.2.5.1 Unterschiede in den CD4+CD25+CD127- und CD4+CD25-CD127- Zellen
der HD, der JIA- und der RA-Patientinnen

Mit Hilfe dieser Untersuchung konnten Unterschiede hinsichtlich der Zellvitalitit
zwischen den CD4+CD25+CDI127- und den CD4+CD25-CD127- Zellen der RA-
Patientinnen und den HD sowie zu einem kleinen Anteil der JIA-Patientinnen aufgedeckt
werden. So zeigte sich, dass sich die CD4+CD25+CD127- Zellen der RA-Patientinnen
bereits in der Prédstimulation signifikant gehduft in Friihapoptose befanden. In der
Poststimulation waren die CD4+CD25+CD127- und zu einem geringeren Anteil auch die
CD+CD25-CD127- Zellen der RA-Patientinnen im Vergleich zu den Zellen der HD zu

groBeren proportionalen Anteilen spitapoptotisch beziehungsweise nekrotisch geworden.
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Gleich zu Beginn der Interpretation sollte eine Beriicksichtigung der aktuellen
Medikation im Probandenkollektiv erfolgen. So muss beachtet werden, dass die Mehrheit
der eingeschlossenen Patientinnen im Gegensatz zu den HD zum Zeitpunkt der
Blutentnahme unter immunsuppressiver beziehungsweise immunmodulierender
Medikation stand, die die Funktion der T-Zellen beeinflussen und somit Auswirkungen
auf die Ergebnisse der Untersuchung gehabt haben konnten. Besonders unter den RA-
Patientinnen finden sich Personen, die regelmiBig Methotrexat appliziert bekommen
haben. Wie Genestier et al. demonstrieren konnten, wirkt Methotrexat unter anderem anti-
inflammatorisch indem es die Apoptose von aktivierten Lymphozyten induziert.[192]
Solche apoptotischen Effekte auf Immunzellen finden sich auch bei den eingesetzten
Glukokortikoiden und den Anti-TNF-Biologika.[193, 194] Somit steht zur Uberlegung,
ob die gemessenen Daten nicht am ehesten auf die unterschiedliche Medikation
zuriickzufiihren sind, zudem sie kontrédr zu der generellen Annahme stehen, dass bei den
Immunzellen von RA-Patienten die Apoptose dysreguliert ist und seltener initiiert

wird.[195, 196]

4.2.6 Vorher-Nachher Vergleich der CD4+CD25+CD127- und der CD4+CD25-
CD127- Zellen

Sowohl bei den CD4+CD25+CD127- als auch den CD4+CD25-CD127- Zellen aller drei
Vergleichsgruppen zeigte sich die signifikante Beobachtung, dass in der Poststimulation
die proportionalen Zellanteile der vitalen Zellen abgenommen und dafiir die
proportionalen Zellanteile der frithapoptotischen Zellen zugenommen haben. Des
Weiteren fand sich bei den CD+CD25+CD127- Zellen der JIA- und einmalig bei denen
der RA-Patientinnen, dass signifikant mehr Zellen spitapoptotisch beziehungsweise

nekrotisch geworden sind.

Diese Abnahme der vitalen Zellen deckt sich mit der Studie von Miyara et al. In dieser
Arbeit wurden verschiedene Treg-Populationen miteinander verglichen und
weiterfiihrend untersucht wie sie sich unter Aktivierung verhalten. Und es zeigte sich,
dass je nach Subtyp bereits nach 4 Tagen der GroBteil der untersuchten Zellen nicht mehr
vital war und sich fiir Marker der Frithapoptose anfarben lie3.[184] Besonders ausgepragt
war die Apoptoserate bei den CD25+CD45RA-FoxP3+ Tregs, im geringeren Ausmal

lieB sich dieser Effekt bei allen Treg-Populationen feststellen.[184] Einer weiteren
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Untersuchung zufolge regulieren Tregs nach einer Antigen-spezifischen Stimulation das
anti-apoptotische Protein Bcl-2 herunter.[40, 197] Sakaguchi et al. schlussfolgerten
daraus, dass mit Hilfe dieser Mechanismen eine Homdostase der Tregs und eine

anndhernd konstante Anzahl an Tregs im Organismus gewahrleistet werden sollen.[40]

4.2.6.1 Auswirkungen der Stimulationsbedingungen Unstimuliert, IL-1p, anti-IL-
1B und RI auf das Apoptoseverhalten

Bei den CD4+CD25+CD127- Zellen der HD waren die proportionalen Zellanteile der
vitalen Zellen in der Kulturbedingung Unstimuliert hochsignifikant hoher als in der
Kulturbedingung anti-IL-18. Bei den frithapoptotischen Zellen fand sich ein
gegenldufiges Ergebnis.

Da im Rahmen der Untersuchung die weiteren Daten keine zusitzlichen signifikanten
Ergebnisse aufdeckten, erscheint an dieser Stelle eine zuféllige signifikante Messung am

wahrscheinlichsten, sodass auf keinen relevanten Trend geschlossen werden kann.
4.3 Vergleich und Interpretation des Suppression Assays

4.3.1 Unterschiede in der Suppressionsfihigkeit der CD4+CD25+CD127- und der
CD4+CD25-CD127- Zellen der HD, der JIA- und der RA-Patientinnen

Bei der Gegentiberstellung der Suppressionsfahigkeit der CD4+CD25+CD127- und der
CD4+CD25-CD127- Zellen der HD, der JIA- und der RA-Patientinnen zeigten sich in
der Préstimulation signifikante Unterschiede. Hierbei schienen die CD4+CD25+CD127-
Zellen der HD die Proliferation der Effektorzellen signifikant besser hemmen zu kénnen
als die der RA-Patientinnen. Ebenso zeigte sich eine signifikant verminderte Proliferation
der Effektorzellen in den Negativkontrollen der JIA-Patientinnen im Vergleich zu denen

der HD. In der Poststimulation fanden sich solche Unterschiede nicht mehr.

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass die Tregs von JIA-Patienten und RA-
Patienten funktionell eingeschriankt zu sein scheinen; so konnen sie einerseits weniger
effektiv die Proliferation sowie andererseits die Sekretion von pro-inflammatorischen
Zytokinen der Effektorzellen hemmen.[43, 198] Auf diesen Umstand konnte die
verbesserte Funktionalitit der HD CD4+CD25+CD127- Zellen in der Pristimulation
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zuriick zu flihren sein. Andererseits lassen sich auf diese Weise nicht die ungefdhr
gleichen Suppression-Niveaus in der Poststimulation zwischen den Gruppen und die
signifikant verminderte Proliferation der HD Negativkontrollen in der Prédstimulation
erklaren. Ein weiterfilhrender Interpretationsansatz verfolgt die Idee, dass die
eingeschrinkte Funktionalitit der Tregs im Wesentlichen auf die verminderte
Supprimierung von pro-inflammatorischen Zytokinen zuriickzufiihren sei.[199] In der
Arbeit von Ehrenstein et al. konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt vor allem bei
Patienten zum Zeitpunkt einer aktiven RA iiberwiegt; in dieser Studie fand sich ebenfalls

kein relevanter Unterschied in den ausgewerteten Suppression Assays.[199]
4.3.2 Vorher-Nachher Vergleich der Suppressionsfihigkeit

Im Rahmen dieser Untersuchung war ein zum Teil signifikanter Trend zu beobachten,
dass eine bessere Funktionalitit der CD4+CD25+CD127- sowie der CD4+CD25-CD127-
Zellen aller drei Vergleichsgruppen vorlag, wenn diese nach dem IL-1B Versuch

analysiert wurden.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit fritheren Untersuchungen. In diesen konnte
demonstriert werden, dass in-vitro expandierte Tregs eine supprimierende Funktion
einnehmen konnen.[149] Folglich kann daraus geschlossen werden, dass eine Treg-
Polarisation stattgefunden hat und die expandierten Tregs ihrer supprimierenden
Funktion nachkommen. Interessanterweise findet sich diese Beobachtung nicht nur wie
erwartet bei den CD4+CD25+CD127- Zellen, sondern ebenfalls bei den CD4+CD25-
CD127- Zellen. Einerseits konnten sich auch bei den CD4+CD25-CD127- Zellen einige
Zellen bedingt durch die Stimulationsbedingungen zu Tregs entwickelt haben. Wie im
Abschnitt Material und Methoden bereits erwdhnt, sind IL-2 und TGF-p essentieller
Bestandteil fiir eine stabile Funktionalitit der Tregs und gleichfalls in der Lage aus
CD4+CD25- Vorlauferzellen Tregs zu induzieren.[ 144, 146, 147] Andererseits existieren
Hinweise, dass sich unter CD4+ Zellen im entziindlich verdnderten Milieu, die CD25 nur
schwach beziehungsweise nicht exprimieren, funktionierende FoxP3+ Tregs befinden,

die liber dhnliche suppressive Eigenschaften verfiigen.[200]
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4.3.3 Auswirkungen der Stimulationsbedingungen Unstimuliert, IL-1p, anti-IL-

1P und RI auf die Suppressionsfihigkeit

Die ermittelten Werte dieser Analyse erbrachten in der Auswertung keine signifikanten

Ergebnisse.

Anhand dieser Untersuchung konnte auf keine relevante Einflussnahme der
verschiedenen Stimulationsbedingungen auf die Suppressionsfahigkeit der untersuchten
Zellen geschlossen werden. Diese Erkenntnis steht im Widerspruch zu unseren
Erwartungen. IL-1p gilt als pro-inflammatorisches Zytokin, welches die Aktivierung und
Proliferation von Endothelzellen, Leukozyten, Chrondrozyten und Osteoklasten
induziert.[57, 90] Unterstiitzend konnte in der Arbeit von Raffin et al. konstatiert werden,
dass Tregs, die fiir den Transkriptionsfaktor Helios negativ sind, ihre suppressive
Kapazitiat unter IL-1B Stimulierung zu groflen Anteilen verlieren.[178] Diese Zellen
besitzen im Gegensatz zu den Helios positiven Tregs IL-1 Rezeptoren und sind somit
reagibel auf IL-1B.[178] O’Sullivan et al. waren in der Lage dhnliche Riickschliisse zu
ziehen. In ihrer Forschungsarbeit konnten sie zeigen, dass aus Méausen gewonnene Tregs
gleichfalls auf die Beimengung von IL-1B mit einer Abnahme ihrer suppressiven
Féhigkeit reagieren.[201] Somit wére eine gesteigerte Proliferation der Effektorzellen
unter Einfluss von IL-1p und eine verminderte Proliferation unter Inhibierung von IL-13
bzw. seines Rezeptors plausibel erschienen. Solche Resultate konnten Mitchell et al.
vorzeigen. Thnen gelang es die durch IL-1B beeintrachtigte Suppressionsfahigkeit der
Tregs mit Hilfe eines IL-1RA teilweise wieder herzustellen.[202] Ein Erkldrungsansatz
konnte sein, dass die Wirkung von IL-1f dosisabhéngig ist und im vorliegenden Fall mit
20 ng/ml zu gering gewdihlt wurde. So wurde bei O’Sullivan et al. Konzentration von bis
zu 50 ng/ml verwendet.[201] Bei Raffin et al. entschied man sich zwar fiir eine IL-1f
Konzentration von 10 ng/ml, allerdings wurden die Tregs in dieser Untersuchung in
Subpopulationen gesplittet, sodass der Effekt auf empfangliche Gruppen moglicherweise
sensitiver wahrgenommen werden konnte.[178] Eine weitere Erkldrung kdnnte sein, dass
ein in-vitro Suppression Assay nicht detailgetreu die in-vivo Verhéltnisse wiederspiegeln
kann.[148] So spielen neben dem direkten Zellkontakt zwischen den Tregs und den
Effektorzellen auch 16sliche Faktoren eine grofe Rolle fiir eine erfolgreiche

Supprimierung.[ 148, 203] Zudem ist die pro-inflammatorische Wirkweise von IL-1[3
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vielfdltig und beinhaltet neben einer gesteigerten Zellproliferation auch die vermehrte
Sekretion von entziindungsfordernden Zytokinen, die Exprimierung von Akute-Phase-
Proteinen in der Leber, aktiviert das Endothel, fordert die Produktion von
antimikrobiellen Proteinen und induziert die Expression von pro-inflammatorischen
Genen.[57] Eine weitere Wirkweise von IL-1f ist die verédnderte Zelldifferenzierung mit
einer Zunahme der Th17-Zell-Proportionen.[59, 204] Somit wére es denkbar, dass diese
Effekte in-vivo iliberwiegen und die gesteigerte Zellproliferation eine untergeordnete
Bedeutung einnimmt und sich in den durchgefiihrten Suppression Assays daher nicht
regelhaft widerspiegelt. Hinzukommt, dass sich in der Literatur teilweise
widerspriichliche Ergebnisse finden. So konstatieren Ganesh et al., dass ihre untersuchten
CD4+CD25+ T-Zellen iiber eine bessere Suppressionsfahigkeit verfiigten, wenn sie unter
dem Einfluss von IL-1f standen; bei den CD4+CD25- T-Zellen fand sich dieser Effekt
nicht.[176] Wie in 4.2.2 beschrieben, soll mittels Stirkung der immunsuppressiven
Wirkweise der Tregs Autoimmunitdt und lymphoproliferative Prozesse wéhrend einer

Inflammation verhindert werden.[176]

4.4 Vergleich und Interpretation der Zytokin-ELISAs

Wie im Ergebnisteil bereits erwihnt, besitzen die Untersuchungen, die anhand der
Zytokin ELISAs erfolgten, einen stark explorativen Charakter. Es liegt nur eine kleine

Anzahl an Daten vor, sodass die Auswertungen unter Vorbehalt erfolgen sollten.
4.4.1 1IL-17 ELISA

Deskriptiv ldsst sich festhalten, dass in nur zwei Serumproben IL-17 detektiert werden
konnte. Diese beiden Proben waren den RA-Patientinnen zuzuordnen. Die ermittelten
Mittelwerte und Medianwerte der CD4+CD25+CD127- Zellen sowie der CD4+CD25-
CD127- Zellen der HD verfiigten {liber den geringsten Zahlenwert fiir IL-17 und kénnten
so auf einen Trend schlief3en lassen, dass IL-17 vermehrt von JIA- und RA-Patientinnen
sezerniert wird. Diese Uberlegung wurde allerdings nicht signifikant und kann somit nicht
mit Sicherheit getroffen werden. Die CD4+CD25+CD127- Zellen der HD, der JIA- und
der RA-Patientinnen sowie die CD4+CD25-CD127- Zellen der HD sind unter IL-18

Einfluss mit den hochsten Rangsummen fiir eine gesteigerte IL-17 Produktion assoziiert,
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scheinen demnach unter IL-1p Stimulierung vermehrt IL-17 bilden zu kdnnen. Hierbei

wird allerdings erneut das Signifikanzniveau verfehlt.

Obwohl die oben getroffenen Aussagen sich statistisch nicht untermauern lassen, wiirden
sie sich in bereits validierten Studien wiederfinden. Dhaouadi et al. konnten in ihrer
Studie anfiihren, dass im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden die IL-17 Spiegel im
Serum der RA-Patienten signifikant gesteigert waren.[205] Bei den JIA-Patienten lassen

sich erhohte IL-17 Konzentrationen vorrangig in der Synovialfliissigkeit feststellen.[206]

Auch lésst sich die Bedeutung von IL-1B auf die IL-17 Sezernierung in mehreren
Publikationen festhalten. Voo et al. berichten in ihrer Untersuchung von 2009 von IL-17
produzierenden Tregs, welche Charakteristika sowohl von Tregs als auch von Th17
Zellen prasentieren und sich verstdrkt von IL-1p und IL-6 induzieren lassen.[207] Ebenso
betonen Deknuydt et al. in ihrer Studie, dass zwischen Tregs und Th17 Zellen keine
strenge Gegensitzlichkeit, sondern eher eine gewisse Plastizitit herrsche.[208] Thnen
gelang es zu demonstrieren, dass sich unter IL-2 und IL-1B Einfluss aus Tregs Th17
Zellen generieren lassen.[208] Analog dazu postulieren Li et al. und Afzali et al. die Rolle
von IL-1PB als entscheidenden Faktor fiir die Generierung von IL-17 produzierenden
Zellen aus Tregs.[209, 210] Somit sei es moglich, dass Tregs neben ihrer anti-
inflammatorischen Funktion wunter inflammatorischen Bedingungen auch die
Immunantwort  unterstiitzen  beziehungsweise = Autoimmunerkrankungen  und

Inflammationen unterhalten konnten.[207, 208]
4.4.2 1L-10 ELISA

In der Zusammenschau der Daten konnte in einer Serumprobe einer JIA-Patientin IL-10
detektiert werden; weitere Proben blieben unter der Nachweisgrenze. Im Vergleich
zwischen den CD4+CD25+CD127- und CD4+CD25-CD127- Zellen der HD, der JIA-
und der RA-Patientinnen fand sich kein signifikanter Unterschied. Ebenso lief} sich kein
Trend fiir eine verdnderte IL-10 Sezernierung unter den verschiedenen

Stimulationsbedingungen aufzeigen.

Im Hinblick auf bereits vorhandene Untersuchungen, hitte ein eine verringerte
Produktion von IL-10 unter IL-18 Stimulierung erwartet werden konnen. Im Rahmen

ihrer Forschungsarbeit beziiglich CD8+ iTregs zeigten Bjarnadottir et al., dass IL-1 die
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IL-10 Sekretion von CD8+ iTregs reduziert.[ 183] Weiter konnten sie eine eingeschriankte
Suppressionsfahigkeit der CD8+ iTregs unter IL-1p Einfluss aufdecken und fiihrten dies
auf das durch IL-1p verdnderte Zytokinprofil zuriick.[183] Allerdings handelte es sich bei
den von Bjarnadottir et al. untersuchten Zellen um CD8+ iTregs und nicht, wie in dieser
Arbeit, um CD4+CD25+CD127- und CD4+CD25-CD127- Zellen, sodass sich die dort
erorterten Ergebnisse nicht automatisch auf unser Projekt iibertragen lassen. Ein
dhnliches Interpretationsproblem verursacht die Studie von Zielinski et al. von 2012. Sie
stellten fest, dass IL-1P ein potenter Inhibitor der IL-10 Produktion von Th17 und T-
Gedichtniszellen ist.[182] Der Effekt auf CD4+CD25+CD127-und CD4+CD25-CD127-
Zellen wurde von Zielinski et al. ebenfalls nicht untersucht. Dennoch erscheint es
schliissig, dass IL-1PB auch bei diesen Zellen die IL-10 Sekretion reduzieren sollte.
Aufgrund dessen kann das Ausbleiben dieses Ergebnisses am wahrscheinlichsten in der

kleinen Fallzahl begriindet liegen.
4.4.3 IFN-y ELISA

In beinahe jeder Serumprobe liel sich IFN-y feststellen. In der Gegeniiberstellung
zwischen den CD4+CD25+CD127- und CD4+CD25-CD127- Zellen der HD, der JIA-
und der RA-Patientinnen zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Ebenso lie3 sich kein
Trend fir eine verdnderte IFN-y Produktion wunter den verschiedenen

Stimulationsbedingungen konstatieren.

Unter Beriicksichtigung der Forschungsarbeit von O’Sullivan et al., wurde mit einem
Anstieg des IFN-y Spiegels unter IL-1f Stimulierung und einer Aufhebung dieses Effekts
unter IL-1B- bzw. unter IL-1 Rezeptor-Inhibierung gerechnet. Dass eine solche
Feststellung nicht getroffen werden konnte, konnte auf zwei moglichen Ursachen
zuriickzufiihren sein. Zum einen wird, wie bereits erwdhnt, von O’Sullivan et al
postuliert, dass die Wirkung von IL-1B dosisabhéngig ist und in ihrer Studie wird mit
Konzentrationen von bis zu 50 ng/ml gearbeitet, sodass die von uns gewdhlte
Konzentration von 20 ng/ml gegebenenfalls zu niedrig ausgesucht wurde.[201] Zum
anderen konnte wie bereits erwdhnt unsere Fallzahl zu klein gewesen sein, damit
mogliche Abweichungen signifikant hitten werden konnen. Entgegen der praktischen
Annahme, dass IL-1 B als pro-inflammatorisches Zytokin die IFN-y Sezernierung steigern

sollte, finden sich in einer Studie Hinweise, dass unter IL-1f die IFN-y Bildung riicklaufig
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ist.[183] Bjarnadottir et al. demonstrierten diesen Effekt allerdings an CD8+ iTregs,
sodass die Ubertragbarkeit auf unsere CD4+CD25+CD127- und CD4+CD25-CD127-

Zellen insgesamt fraglich erscheint.

4.5 Technische Limitationen der Arbeit

HD-Gruppe und Patientenkollektive: Als Limitation ist zum einen die geringe
Teilnehmerzahl aufzufiihren. In dieser Arbeit wurde abhéngig von der Untersuchung ein
kleiner Stichprobenumfang mit Gruppierungen von jeweils 5 Personen miteinander
verglichen. Dennoch denken wir, dass der Stichprobenumfang ausreichen miisste, um
einen Effekt, sofern einer vorliegt, zu erkennen oder zumindest einen Trend ausmachen

zu konnen.

Zum anderen miissen die verschiedenen Krankheitsverliufe mit unterschiedlicher
Therapie und Medikation beriicksichtigt werden, so bildet vor allem die JIA ein
heterogenes Krankheitsbild mit sieben Subgruppen.[96] Zur Verbesserung der
Vergleichbarkeit wurde das Geschlecht vereinheitlicht und nur Frauen beziehungsweise
Maidchen in die Studie eingeschlossen. Da JIA-Patienten und RA-Patienten durch den
unterschiedlichen Erkrankungsbeginn stark in ihrem Alter divergieren, entschieden wir
uns in die HD-Gruppe 2 Probandinnen aufzunehmen, die beziiglich des Alters den JIA-
Patientinnen entsprechen und 3 Probandinnen, die sich dahingehend an den RA-
Patientinnen orientieren.[79, 96] Des Weiteren gelang es uns mit besonderem Erfolg bei
dem RA-Patientenkollektiv die Unterkategorie der Erkrankung aufeinander

abzustimmen, sodass alle Patientinnen die seropositive Form der RA besal3en.

Definitionskriterien der Tregs: Im Konsens mit der gegenwértigen Literatur haben wir
unsere CD4+CD25+CD127-FoxP3+ Zellen als Tregs definiert.[211] Allerdings konnte
in anderen Arbeiten festgestellt werden, dass auch Nicht-Tregs voriibergehend in der
Lage sind den Transkriptionsfaktor FoxP3 zu exprimieren.[212] Somit kann nicht
ganzlich ausgeschlossen werden, dass zu einem gewissen Prozentsatz Nicht-Tregs in die

Auswertung der Tregs inkludiert wurden.

FoxP3 Auswertung mittels Durchflusszytometrie: Mit Hilfe der Durchflusszytometrie

und geeigneter Antikorper-vermittelter Fluoreszenzfarbung kann der
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Transkriptionsfaktor FoxP3 in untersuchten Zellen detektiert werden. Jedoch ist es mit
dieser Methode nicht mdglich eine Aussage iiber den Methylierungsgrad der Foxp3-
Promotor-Region zu treffen; dabei wére gerade der Methylierungsgrad essentiell fiir die
Interpretation der Aktivitidt und Stabilitit der Tregs.[45] In Ermangelung dessen haben
wir Funktionsanalysen wie die Suppression Assays durchgefiihrt, um Riickschliisse auf

die Funktionalitét der Tregs ziehen zu konnen.

Zellseparation mittels MACS: Gerade bei einer kleinen Zellpopulation wie den Tregs
konnen technische Limitationen im Rahmen der MACS-Zellseparation auftreten.[132]
Um eine hohere Reinheit zu erzielen, haben wir die MACS-Zellseparation mit einem Cell
Sorting-Schritt mittels FACS Arialll kombiniert. Damit befand sich die Zellreinheit der
CD4+CD25+CD127- und der CD4+CD25-CD127- Zellen bei > 92,8%.

4.6 Ausblick

Obwohl in-vitro Untersuchungen nicht zwangsldufig in-vivo Prozesse rekapitulieren,
sind sie aufgrund ihrer einfacheren Handhabe ein hiufig verwendetes Hilfsmittel um

Grundlagen zu erforschen.[148]

Nach der Durchfiihrung und der Auswertung unserer Versuche, lagen uns Hinweise vor,
dass IL-1B einen deutlichen Effekt auf Tregs, induzierte Tregs und Nicht-Tregs ausiibt.
Mittels durchflusszytometrischer Analyse konnten signifikant reduzierte proportionale
Anteile des Transkriptionsfaktors FoxP3 unter IL-1B Stimulierung in den untersuchten
Zellen der HD gefunden werden und anhand von Zytokin-ELISAs zeigte sich ein nicht-
signifikanter Trend fiir eine IL-1f induzierte Mehrproduktion von IL-17 vorrangig in den
Tregs der HD, der JIA- und der RA-Patientinnen und den Nicht-Tregs der HD. Unter

Inhibierung von IL-1P und seines Rezeptors fanden sich diese Beobachtungen nicht.

Es wire von groflem Interesse diese Ergebnisse mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)
zu validieren. Somit konnte der Methylierungsgrad des Transkriptionsfaktors FoxP3
iiberpriift und anschlieBend die FoxP3 Transkription mittels PCR untersucht werden und
ggf. die erwartete Hypothese bestétigt werden, dass durch die Inhibition von IL-1p bzw.

seines Rezeptors die Foxp3-Promotor-Region der Tregs demethyliert wird. Dies wiirde
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zu einer hohen Expressionsrate dieses Transkriptionsfaktors und damit zur Generierung

von aktiven und stabilen Tregs flihren.[49, 50]

Ein weiterer wesentlicher Punkt wire eine Uberfiihrung in in-vivo Untersuchungen um
eine mogliche Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den ,,Gesamtorganismus Mensch* zu
zeigen. Sollte dies gelingen, konnten sich praktisch-klinische Uberlegungen ergeben. So
wiére es denkbar, dass sich unter IL-1B- bzw. IL-1 Rezeptor-Blockade stabile und
funktionsfahige Tregs in-vitro generieren lassen, die im Anschluss an Patienten mit
Autoimmunerkrankungen transferiert werden konnen um so eine Regredienz der
Beschwerden zu fordern. Andererseits stehen bereits erfolgreiche Therapien mit IL-1
und IL-1 Rezeptor-blockierenden monoklonalen Antikorpern zur Verfligung, deren
weitere Erforschung, Ergdnzung und Optimierung flir Patienten und Patientinnen relevant

ware.
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3. Zusammenfassung

Hintergrund: IL-1B gilt als ein potentes pro-inflammatorisches Zytokin, welches mit
zahlreichen Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht wird. Prominente
Vertreter sind die Juvenile Idiopathische Arthritis (JIA) und die Rheumatoide Arthritis
(RA), chronische, systemisch-entziindliche Autoimmunerkrankungen mit den Gelenken
als Manifestationsschwerpunkt. Die Wirkweise von IL-1P auf einzelne Zellpopulationen

ist Bestandteil aktueller Forschung.

Fragestellung: Welche Auswirkung besitzt IL-1f3 sowie der Inhibierung von IL-1f bzw.

seines Rezeptors auf Tregs?

Methoden: Diese Arbeit widmet sich der durchflusszytometrischen Analyse der PBMCs
von 5 HD, 5 JIA- und 6 bzw. 11 RA-Patientinnen sowie den phénotypischen und
funktionellen Verdnderungen von Tregs und Nicht-Tregs von 5 HD, 5 JIA-und 5 RA-
Patientinnen unter IL-1B Einfluss bzw. unter IL-1B- und IL-1 Rezeptor-Inhibierung. Die
Funktionalitdt wurde mittels Suppression Assays und Zytokin-ELISAs iiberpriift.

Ergebnisse: Es zeigte sich, dass IL-1 den groften Einfluss auf die untersuchten Zellen
der HD ausiibte. Hierbei konnte beobachtet werden, dass die Tregs, die induzierten Tregs
und die Nicht-Tregs der HD unter IL-1f Einfluss den Treg-spezifischen
Transkriptionsfaktor FoxP3 signifikant vermindert exprimierten. Unter IL-1p3- und IL-1
Rezeptor-Inhibierung lagen anti-inflammatorische Verhiltnisse vor. Hinsichtlich des
Apoptoseverhaltens und der Suppressionsfahigkeit konnten wir keinen signifikanten
Effekt von IL-1P oder seiner Inhibierung eruieren. Bei dem IL-17 ELISA lieB sich ein
nicht-signifikanter Trend fiir erhohte IL-17 Spiegel unter IL-1B Stimulierung bei den
Tregs der HD, der JIA- und der RA-Patientinnen sowie bei den Nicht-Tregs der HD

detektieren.

Diskussion: Zusammenfassend scheint IL-1P einen destabilisierenden Effekt auf den
Treg-spezifischen Transkriptionsfaktor FoxP3 und einen proinflammatorischen auf das
Zytokinprofil auszuiiben. Diese Vorginge lagen nicht bei IL-1B- und IL-1 Rezeptor-
Inhibierung vor. Hinsichtlich zukiinftiger Therapiestrategien konnten tiefergehende
Studien beziiglich der genauen Wirkweise von IL-1B bzw. seine Inhibierung auf die

Funktionalitit der Tregs wichtige Erkenntnisse erbringen.
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6. Summary

Background: IL-1f is supposed to be a potent, pro-inflammatory cytokine, which is
associated with numerous autoimmune diseases such as juvenile idiopathic arthritis (JIA)
and rheumatoid arthritis (RA). Both diseases fall under the group of chronic, systemic-
inflammatory autoimmune diseases, which primarily appear on the joints. How it exactly
exerts its effect on single cell populations remains yet to be studied, particularly its effect

on regulatory T cells (Tregs).

Rationale: To investigate the effects of IL-1P respectively the inhibition of IL-1f or its

receptor on Tregs was the leading question of our research work.

Methods: The present study analyzed by flowcytometry PBMCs of 5 HD, 5 JIA- and 6
respectively 11 RA-patients and changes in phenotype and function of isolated Tregs and
Non-Tregs of 5 HD, 5 JIA- and 5 RA-patients after IL-1f intervention or inhibition of IL-
1B respectively inhibition of IL-1 receptor. In addition, we examined the function of Tregs

and Non-Tregs by means of suppression assays and cytokine-ELISAs.

Results: It was shown that IL-1P exerted its largest effect on the analyzed cells of the
HD. The significantly lowest amounts of FoxP3, a Treg specific transcription factor, in
Tregs, induced Tregs and Non-Tregs of the HD were observed when these cells were
stimulated with IL-1B. When IL-1p or its receptor was inhibited, we found anti-
inflammatory conditions. Regarding the apoptotic behavior and the ability to suppress the
proliferation of effector cells, no significant effect of IL-1p could be detected. The IL-17
ELISA demonstrated a non-significant trend for elevated IL-17 levels, when the Tregs of
HD, JIA- and RA-patients and the Non-Tregs of HD were cultivated with IL-1p.

Discussion: In summary, it can be stated that IL-1f has a distinct effect on Tregs, induced
Tregs and Non-Tregs. It was shown that IL-1B could destabilize FoxP3 and that IL-1
seemed to induce higher levels of the pro-inflammatory cytokine IL-17. These results
were not found under IL-1p respectively IL-1 receptor inhibition. More profound studies
could prove helpful to investigate the exact effects of IL-1 respectively its inhibition on

the functionality of Tregs, regarding future therapy strategies.
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13. Appendix

Tabelle 34 Prozentualer Anteil der verschiedenen T-Zellsubpopulationen in den CD4+CD25+CD127- Zellen in der Préistimulation (vor Stimulierung mittels IL-1p 3 Tage

Versuch).

Samtliche Werte werden als Mittelwert (Mean) + Standardabweichung (SD) aufgefiihrt. Desweiteren werden der Median und die Minimal- beziechungsweise Maximalwerte (Min — Max)

angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert. Die hochgestellten Buchstaben HP (fiir HD), ’ (fiir JIA-Patientinnen) und ® (fiir RA-Patientinnen) hinter den signifikanten p-Werten
geben an, welche der drei Versuchsarme mit den héheren Rangsummen vergesellschaftet ist.

HD JIA RA p-Wert
Mean+SD Median Min - Max Mean+SD Median Min - Max Mean+SD Median Min - Max HD - JIA HD - RA
CD25+CD127- 99,2+ 0,4 99,2 98,8 -99,7 99,1 £0,1 99,1 98,9 -99,2 99,2 £0,8 99,6 97,8-99,7 0,841 0,548
IL-17+CCR6- 0,3+0,2 0,2 0,1-0,6 1,1+1,8 0,3 0,2-44 0,1+0,1 0,1 0,1-0,2 0,421 0,421
IL-17+CCR6+ 1,1£0,8 0,6 0,4-22 1,8+23 0,7 0,5-5,9 0,7+0,5 0,6 0,2-1,5 0,841 0,548
IL-17-CCR6+ 39,5+4,0 40,5 34,4-449 32,0+9,6 31,4 19,8 - 46,7 56,2+11,0 56,2 39,4 - 67,5 0,151 0,056
FoxP3-+CCR6- 1,6 £0,8 2,1 0,3-23 3,128 2,0 0,7-7,7 1,7+0,6 1,7 0,9-23 0,690 0,841
FoxP3+CCR6+ 2,8+2,1 2,0 0,6 -5,0 3,9+5,7 1,3 1,1-14,1 49+338 2,5 2,4-10,9 0,690 0,222
FoxP3-CCR6+ 38,1+3,.2 37,8 33,8-423 30,3+10,4 29,6 19,4 - 46,6 52,5+9,1 54,3 38,0- 63,0 0,151 0,032 ®
FoxP3+IL-10- 3,8+23 3.8 0,7-6,0 6,5+79 2,9 2,1-20,6 5,9+3,7 4,4 3,1-123 1,000 0,421
FoxP3-+IL-10+ 0,5+0,5 0,2 0,0-1,1 0,4+0,3 0,2 0,1-0,9 0,5+0,4 0,4 0,1-1,1 1,000 0,690
FoxP3-IL-10+ 0,8+0,7 0,6 0,2-2,1 0,7+0,6 0,5 0,2-1,6 1,0+0,5 1,0 0,3-1,5 0,841 0,548
FoxP3+IL-17- 3,7+£22 3.8 0,7-5,8 5,9+7,0 2,8 1,9-18,2 6,0+3,8 4,3 3,1-12,4 1,000 0,421
FoxP3+IL-17+ 0,5+0,6 0,2 0,0-1,2 0,8+1,2 0,3 0,2-3,0 0,2+0,1 0,1 0,1-04 0,548 0,690
FoxP3-IL-17+ 0,8+0,3 0,8 0,3-1,1 1,6 £2,2 0,7 0,4-5,6 0,5+0,4 0,4 0,1-1,2 1,000 0,421
CCR6+IL-10- 39,5+4,2 40,2 34,6 - 45,5 32,8+9,7 32,0 20,0 - 46,8 55,5+10,4 55,8 39,5-66,3 0,222 0,056
CCR6+IL-10+ 0,8+0,5 0,9 0,3-1,3 0,6 +0,4 0,6 0,2-1,3 1,0+0,8 0,6 0,2-22 0,690 0,841
CCR6-IL-10+ 0,5+0,5 0,4 0,0-1,4 0,5+0,4 0,3 0,2-1,2 0,5+0,2 0,5 0,2-0,7 1,000 0,548
IL-17+IL-10- 1,1+£0,6 1,0 0,4-1,9 2,5+3.8 0,8 0,7-9,4 0,6 +0,3 0,6 0,3-1,2 0,841 0,222
IL-17+IL-10+ 0,3+0,3 0,1 0,0-0,6 0,2+0,1 0,2 0,1-0,4 0,1+0,2 0,1 0,0-04 1,000 0,421
IL-17-IL-10+ 1,1+0,8 0,8 0,2-23 0,9+0,7 0,5 0,4-2,1 1,3+0,8 1,0 0,3-23 0,690 0,548




FoxP3-+IL-1R-
FoxP3+IL-1R+
FoxP3-IL-1R+
FoxP3+Ki67-
FoxP3+Ki67+
FoxP3-Ki67+
FoxP3+CD62L-
FoxP3+CD62L+
FoxP3-CD62L+
IL-1R+Ki67-
IL-1R+Ki67+
IL-1R-Ki67+
CD62L+IL-1R-
CD62L+IL-1R+
CD62L-IL-1R+
CD62L+Ki67-
CD62L+Ki67+
CD62L-Ki67+
CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCR6-IL-1R+
CCR6+

42+50
0,3+0,4
0,6 £0,5
46+54
0,1 £0,1
0,2+0,1
2,32+£3,1
20+2.1
423+11,3
0,8+£0,9
0,1+0,1
0,2+0,1
44,0+9,9
0,3+0,2
0,6 £0,7
44,1 +£9,8
0,2+0,1
0,1+£0,1
25,9+5,6
18,4+4,6
23,1+6,5
41,144
0,2+0,1
0,1+£0,0
40,0 +4,4
0,8+0,9
0,1+0,2
40,6 +4,7

2,0
0,1
0,3
2,2
0,1
0,1
0,9
1,2
37,3
0,4
0,1
0,1
38,9
0,2
0,3
38,8
0,2
0,0
23,9
16,5
21,5
41,6
0,3
0,1
39,3
0,4
0,1
41,4

0,6-12,9
0,0-1,0
0,2-14
0,6 - 14,1
0,0-0,2
0,1-0,3
0,2-77
0,4-57
29.4- 574
0,2-23
0,0-0,2
0,1-03
34,3-57,5
0,2-0,7
0,1-1,7
34,7-57,5
0,1-0,3
0,0-0,2
21,2-348
13,8-23.8
15,1-31,0
36,2-47,2
0,0-0,3
0,0-0,1
35,7- 46,4
0,2-2.3
0,0-0,4
35-47.1

8,3+6,0
0,3+0,2
0,7+0,5
8,6 +6,3
0,2+0,1
0,3+0,1
45+27
3,8+3,8
36,0+ 12,7
1,0+0,5
0,1+0,2
0,3+0,2
39,4+ 14,1
0,3+0,2
0,7+0,5
39,5+ 14,1
0,2+0,1
0,3+0,1
23,5+8,6
16,3+ 10,0
18,3+9,4
33,9+12,0
0,3+0,2
0,2+0,1
332+11,8
0,7+0,3
0,4+0,3
33,7+10,0

81
0,2
0,8
8,4
0,2
0,3
4,5
2,7
35,7
1,0
0,1
0,3
38,9
0,2
0,8
38,8
0,1
0,3
22,3
13,5
16,9
34,8
0,3
0,3
34,1
0,7
0,5
32,6

1,4-17,6
0,1-0,5
02-1,3
1,6- 18,4
0,1-0,4
0,1-0,5
0,5-74
1,3-10,4
23,4-525
0,4-1,6
0,0-0,4
0,1-0,6
24,5- 54,0
0,2-0,5
02-14
24,5- 54,1
0,1-0,4
0,1-0,4
13,1-352
6,1-322
11,3-343
17,4-472
0,1-0,5
0,1-0,4
16,7 - 46,1
03-1,1
0,1-0,6
20,3 - 47,8

7,3+4,1
0,2+0,2
0,6 0,4
7,6 + 4,4
0,0+0,0
0,2+0,1
40422
3,4+2,0
37,3+ 6,0
0,8+0,5
0,0+0,0
0,2+0,1
40,4+6,3
0,2+0,2
0,6 0,4
40,4+ 6,4
0,1+0,1
0,1+0,1
19,2+38,5
21,4+11,8
27,7+16,1
48,8 £27,1
0,1+0,1
0,1+0,1
47,8 £26,7
0,7+0,5
0,1+0,1
56,9+ 11,2

6,0
0,1
0,7
6,0
0,0
0,1
3,7
2,8
35,1
1,0
0,0
0,2
373
0,2
0,7
37,5
0,1
0,1
16,7
252
28,9
58,9
0,1
0,1
57,5
0,9
0,1
56,9

2,7-13,6
0,0-0,5
0,0-1,0
2,8-14,4
0,0-0,1
0,1-03
1,8-7,7
0,9-6,1
31,5-45,2
0,0-1,3
0,0-0,1
0,1-03
34,9-49.4
0,0-0,5
0,0-0,9
34,9 - 49,8
0,0-0,2
0,0-0,2
12,4-33,5
2,5-30,8
1,5-42,8
3,7-69,2
0,0-0,2
0,0-0,2
3,4-68,0
0,0-1,1
0,0-0,3
40,0 - 69,0

0,310
0,548
0,690
0,310
0,310
0,222
0,421
0,222
0,421
0,421
1,000
0,095
0,690
0,841
0,421
0,690
1,000
0,032
0,841
0,421
0,310
0,421
0,421
0,095
0,310
0,690
0,151
0,222

0,151
0,690
0,841
0,151
0,222
0,841
0,151
0,310
0,548
0,690
0,222
0,690
0,548
0,690
0,690
0,548
0,151
0,310
0,095
0,310
0,421
0,222
0,310
0,421
0,222
0,548
0,690
0,056



IL-10+
FoxP3+
IL-17+
CD62L+
Ki67+

IL-1R+
CD25-CD127-

1,3+0,8
42+27
1,3+0,8
443+9,8
0,3+0,1

0,9+0,9

0,8+0,4

1,4
3,9
0,9
39,1
0,3
0,5
0,8

0,3-23
0,9-6,9
0,5-2,3
35,0-57,7
0,1-0,4
0,3-2,4
0,3-1,2

1,1+£0,8
6,7+8,1
25+34
39,8+ 14,3
0,5+0,1
1,1+0,5
0,9+0,1

0,7
3,0
0,9
39,2
0,6
0,9
0,9

0,4-25
2,2-21,2
0,7-8,6
24,7-54,5
0,4-0,6
0,4-1,7
0,8-1,1

1,5+0,8
6,2+3,8
0,7+0,5
40,6 £ 6,4
0,2+0,1
0,8+0,5
0,8+£0,8

1,1
4.4
0,6

37,6
0.2

1,1

s

0,4

0,5-2,6
3,3-125
0,2-1,6
34,8-49,9
0,1-0,3
0,0-1,2
0,3-2,2

0,690
1,000
0,690
0,841
0,016
0,548

0,841

0,841
0,421
0,222
0,421
0,421
0,690
0,548



Tabelle 35 Prozentualer Anteil der verschiedenen T-Zellsubpopulationen in den CD4+CD25-CD127- Zellen in der Pristimulation (vor Stimulierung mittels IL-1p 3 Tage
Versuch).

Samtliche Werte werden als Mittelwert (Mean) + Standardabweichung (SD) aufgefiihrt. Desweiteren werden der Median und die Minimal- beziechungsweise Maximalwerte (Min — Max)
angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert. Die hochgestellten Buchstaben P (fiir HD), * (fiir JIA-Patientinnen) und ® (fiir RA-Patientinnen) hinter den signifikanten p-Werten
geben an, welche der drei Versuchsarme mit den hoheren Rangsummen vergesellschaftet ist.

HD JIA RA p-Wert
Mean+SD Median Min - Max Mean+SD Median Min - Max Mean+SD Median Min - Max HD - JIA HD - RA
CD25-CD127- 99,2+0,3 99,3 98,7-99.4 98,7+ 0,9 99,2 97,4 -99.4 99,0 £0,5 99,1 98,3-99,5 0,841 0,548
IL-17+CCR6- 0,2+0,2 0,1 0,1-0,5 0,2+0,2 0,1 0,0-04 0,4+0,2 0,5 0,1-0,6 0,548 0,421
IL-17+CCR6+ 0,0+0,1 0,0 0,0-0,1 0,1+0,1 0,0 0,0-0,2 0,1+0,1 0,1 0,0-0,1 0,690 0,690
IL-17-CCR6+ 3,1+0,7 3,0 2,3-43 22,8+11,9 25,8 4,3-35,9 9,5£5,6 10,0 2,7-17,1 0,008’ 0,095
FoxP3+CCR6- 1,1+1,1 0,3 0,2-25 1,1+1,2 0,4 0,0-2,8 1,5+1,0 1,2 0,3-29 1,000 0,421
FoxP3+CCR6+ 0,2+0,1 0,1 0,1-0,3 1,9+3,0 0,4 0,1-7,1 0,5+0,3 0,5 0,1-0,8 0,151 0,151
FoxP3-CCR6+ 3,0+0,8 2,8 2,3-43 21,1+11,1 21,9 4,2 -34,7 9,2+5,6 9,5 2,7-17,0 0,016° 0,056
FoxP3-+IL-10- 1,2+ 1,1 0,5 0,3-2,6 2,9+4,0 0,7 0,1-9,7 1,8+1,3 1,5 0,4-3,6 0,841 0,548
FoxP3-+IL-10+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 0,1+0,1 0,1 0,0-0,1 0,1+0,1 0,1 0,0-0,1 0,151 0,151
FoxP3-IL-10+ 0,5+0,3 0,4 0,3-0,9 0,6 +0,6 0,3 0,1-1,4 0,7+0,5 0,8 0,1-1,2 0,841 0,690
FoxP3+IL-17- 1,2+ 1,1 0,5 0,3-2,6 2,8+4,0 0,7 0,1-9,6 1,8+1,2 1,6 0,5-3,5 0,690 0,310
FoxP3+IL-17+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,1 0,0+0,0 0,0 0,0-0,1 0,0+0,0 0,0 0,0-0,1 1,000 1,000
FoxP3-IL-17+ 0,2+0,2 0,1 0,1-0,6 0,2+0,3 0,0 0,0-0,5 0,4+0,2 0,5 0,2-0,6 0,421 0,222
CCR6+IL-10- 3,1+0,7 2,9 2,3-43 22,5+11,8 25,6 4,2-354 9,4+5,6 9,8 2,7-17,1 0,016’ 0,095
CCR6+IL-10+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,1 0,2+0,2 0,1 0,0-0,5 0,1+0,1 0,1 0,0-0,3 0,095 0,095
CCR6-IL-10+ 0,5+0,3 0,4 0,3-0,9 0,4+04 0,2 0,1-0,9 0,5+0,4 0,8 0,1-0,9 0,421 1,000
IL-17+IL-10- 0,3+0,2 0,1 0,1-0,6 0,2+0,3 0,1 0,0-0,6 0,4+0,2 0,4 0,2-0,6 0,690 0,310
IL-17+IL-10+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 0,0+0,0 0,0 0,0-0,1 0,1+0,1 0,0 0,0-0,3 0,690 0,690
IL-17-IL-10+ 0,6 +0,3 0,4 0,3-1,0 0,6 +0,6 0,3 0,1-1,4 0,6 +0,4 0,6 0,2-1,1 0,690 1,000
FoxP3+IL-1R- 1,2+ 1,4 0,4 0,1-3,2 1,7+ 1,6 1,2 0,2-3,5 2,3+21 1,0 0,4-50 0,548 0,222
FoxP3+IL-1R+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 1,000 1,000



FoxP3-IL-1R+
FoxP3+Ki67-
FoxP3+Ki67+
FoxP3-Ki67+
FoxP3+CD62L-
FoxP3+CD62L+
FoxP3-CD62L+
IL-1R+Ki67-
IL-1R+Ki67+
IL-1R-Ki67+
CD62L+IL-1R-
CD62LA+IL-1R+
CD62L-IL-1R+
CD62L+Ki67-
CD62L+Ki67+
CD62L-Ki67+
CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6-IL-1R+
CCR6+IL-1R+
CCR6+
IL-10+
FoxP3+

0,0+0,0
1,2+1,4
0,0+0,0
0,3+0,2
1,0£1,2
0,2+0,2
13,9+49
0,0+£0,0
0,0£0,0
0,3+0,2
14,5+ 5,0
0,0£0,0
0,0+£0,0
14,0+ 49
0,0+£0,1
0,3+0,2
13,2+4)5
0,4+04
2,4+0,5
2,8+0,7
0,0+£0,0
0,3+0,2
2,8+0,8
0,0+£0,0
0,0+£0,0
3,2+0,7
0,5+0,3
1,2+1,1

0,0
0,4
0,0
0,3
0,3
0,1
13,7
0,0
0,0
0,3
14,4
0,0
0,0
14,0
0,0
0,3
13,1
0,3
2,4
2,6
0,0
0,3
2,5
0,0
0,0
3,0
0,4
0,5

0,0 - 0,0
0,1-32
0,0 - 0,0
0,1-0,6
0,0-2,7
0,0-0,4
8,2-21,5
0,0 - 0,0
0,0 - 0,0
0,1-0,6
8,5-22,1
0,0 - 0,0
0,0 - 0,0
8,1-21,5
0,0-0,1
0,1-0,5
7,7-20,1
0,1-1,0
1,8-3,1
2,0-3,9
0,0-0,1
0,1-0,6
2,0-4,0
0,0 - 0,0
0,0 - 0,0
2,4-43
0,3-0,9
0,3-2,6

0,1+0,1
1,7+ 1,6
0,0£0,0
0,3+0,2
1,3+1,2
0,4+04
20,1 +5,5
0,1£0,1
0,0+£0,0
0,3+0,2
20,9+5,9
0,0+£0,0
0,0+£0,0
20,4 +5,7
0,1+£0,0
0,2+0,2
13,5+4,5
6,4+49
18,1+9,6
244+129
0,1+0,1
0,3+0,2
243+12,8
0,0+£0,0
0,1+0,1
22,9+12,0
0,7+0,6
2,8+40

0,0
1,2
0,0
0,3
0,9
0,2
18,4
0,0
0,0
0,2
19,3
0,0
0,0
18,9
0,1
0,2
11,9
5,6
20,4
31,7
0,1
0,2
31,6
0,0
0,1
25,8
0,3
0,7

0,0-0,2
0,2-35
0,0-0,0
0,1-0,6
0,1-2,6
0,0- 1,0
14,4 - 26,2
0,0-0,2
0,0 - 0,0
0,1-0,6
14,8 - 27,4
0,0-0,1
0,0-0,1
14,5 - 26,6
0,0-0,1
0,1-0,5
8,7-20,6
0,7-142
3,6-26,5
42-343
0,0-0,1
0,1-0,6
42 -34,1
0,0 - 0,0
0,0-0,2
43-36,1
02-15
0,1-9,7

0,0+0,1
23421
0,0 0,0
0,2+0,1
2,1+£2,0
02+02
8,6+3,9
0,0+0,1
0,0 = 0,0
02+0,1
9,1+3,9
0,0 = 0,0
0,0 = 0,0
8,7+39
0,0 = 0,0
0,2+0,1
78+3,6
0,6+ 0,6
6,4+ 6,0
70+6,5
0,0 £ 0,0
02+0,1
6,9+ 6,6
0,0 £ 0,0
0,0 £ 0,0
95+5,7
0,7+0,4
18412

0,0
1,0
0,0
0,1

0.8
0,1

8,5
0,0
0,0
0,2
9,2
0,0
0,0
8,9
0,0
0,2
7.8
0,5
3,6
4,1

0,0
0,2
4,0
0,0
0,0
10,1
0,9
1,6

0,0-0,1
0,4-5,0
0,0 - 0,0
0,1-0,3
0,4-4,8
0,0-0,4
3,5-14,1
0,0-0,1
0,0 - 0,0
0,1-03
4,0-14,6
0,0 - 0,0
0,0-0,1
3,6- 14,1
0,0-0,1
0,1-03
3,5-133
0,0-1,6
1,5-16,3
1,5-17,6
0,0-0,1
0,1-03
13-17,7
0,0-0,1
0,0-0,1
2,7-172
02-12
0,5-3,5

0,310
0,548
1,000
1,000
0,841
0,421
0,056
0,310
1,000
0,841
0,095
0,690
0,690
0,095
0,310
0,548
0,841
0,016’
0,008’
0,008’
0,310
0,548
0,008’
1,000
0,151
0,008’
0,841
0,841

0,310
0,222
1,000
0,151
0,222
0,841
0,151
0,310
1,000
0,222
0,151
1,000
0,690
0,151
0,690
0,222
0,151
0,548
0,222
0,222
1,000
0,222
0,222
0,690
0,690
0,095
0,421
0,421



IL-17+
CD62L+
Ki67+
IL-1R+
CD25+CD127-

0,3+0,2
13,6 £4,9
0,4+0,2
0,0+0,0
0,4+0,4

0,2
13,6
0,3
0,0
0,1

0,1-0,6
7,8-21,1
0,1-0,7
0,0-0,0
0,0-0,9

0,2+0,3
19,9+5,6
0,3+0,2
0,1+0,1
0,7+£0,9

0,0
18,3
0,3
0,1
0,2

0,0-0,6
14,3 - 26,1
0,1-0,6
0,0-0,2
0,1-22

0,4+0,2
8,4+3,8
0,2+0,1
0,0£0,1
0,5+0,3

0,5
8,5
0,2
0,0
0,5

0,2-0,6
3,5-13,8
0,1-0,4
0,0-0,1
0,2-0,8

0,421
0,056
0,841
0,151
0,421

0,310
0,151
0,310
0,310
0,421



Tabelle 36 Prozentualer Anteil der verschiedenen T-Zellsubpopulationen in den CD4+CD25+CD127- Zellen in der Poststimulation Unstimuliert (nach Stimulierung
wUnstimuliert im IL-1p 3 Tage Versuch).

Samtliche Werte werden als Mittelwert (Mean) =+ Standardabweichung (SD) aufgefiihrt. Desweiteren werden der Median und die Minimal- beziechungsweise Maximalwerte (Min — Max)
angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert. Die hochgestellten Buchstaben "P (fiir HD), * (fiir JIA-Patientinnen) und ® (fiir RA-Patientinnen) hinter den signifikanten p-Werten
geben an, welche der drei Versuchsarme mit den hoheren Rangsummen vergesellschaftet ist.

HD JIA RA p-Wert
Mean+SD Median  Min -Max Mean+SD Median Min - Max Mean+SD Median Min - Max HD - JIA HD - RA
CD25+CD127- 66,2 £9,1 65,8 55,4-1789 71,1 £13,5 74,2 47,7- 81,8 74,5+9,1 73,0 63,0 - 87,7 0,421 0,222
IL-17+CCR6- 0,7+0,6 0,5 0,2-1,6 7,8+9,8 1,3 0,1-18,6 1,5+1,4 0,7 0,5-3,9 0,421 0,310
IL-17+CCR6+ 0,9+0,7 0,7 0,0-1,7 9,2+11,3 1,2 0,7 - 22,6 32+2,6 2,8 0,8-17,5 0,222 0,056
IL-17-CCR6+ 279+7,9 30,7 14,2-332 225+4,4 22,5 15,5 - 26,8 45,8+9,7 42,6 34,7 - 60,6 0,151 0,008 ®
FoxP3+CCR6- 39,5+ 6,4 42,3 32,1-453 22,1+14,8 18,8 2,5-42,0 21,0+8,3 21,5 11,3-31,4 0,032 HD 0,008 Hp
FoxP3+CCR6+ 15,5+5,8 17,1 6,5-21,7 17,5+ 14,8 12,9 3,6 -39,5 20,7 +8,2 20,4 10,0 - 28,8 0,841 0,421
FoxP3-CCR6+ 13,2+3,4 14,9 7,7-15,9 14,0+ 6,9 13,9 5,3-238 28,0+ 7,3 31,4 19,3-344 1,000 0,008 ®
FoxP3-+IL-10- 54,6 £8,1 50,9 46,5 - 65,0 39,5+27,5 42,4 6,3 - 80,5 41,3+13,4 42,5 20,9 - 58,6 0,151 0,056
FoxP3-+IL-10+ 0,6 0,6 0,2 0,1-1,2 0,4+0,5 0,1 0,0-1,2 0,7+0,7 0,6 0,0-1,8 0,421 1,000
FoxP3-IL-10+ 0,2+0,1 0,3 0,1-0,3 0,1+0,1 0,1 0,0-0,1 0,7+0,8 0,4 0,0-1,7 0,016 HP 0,548
FoxP3+IL-17- 53,9+7,7 50,2 46,0 - 63,9 253+16,4 23,7 6,1-42,0 39,0+11,2 41,3 20,9 - 51,6 0,008 Hp 0,056
FoxP3+IL-17+ 1,2+1,0 0,8 0,2-23 14,5+ 18,8 1,5 0,2-39,7 3,0+34 2,2 0,6 - 8,8 0,421 0,548
FoxP3-IL-17+ 0,3+0,3 0,4 0,0-0,7 2,639 1,1 0,4-9,5 1,7+0,8 1,6 0,7-2,8 0,056 0,008 ®
CCR6+IL-10- 28,1 £8,0 31,1 14,2 - 33,6 31,1+8,4 27,3 22,7-43,6 47,8 +10,5 48,0 34,8 - 63,1 1,000 0,008 ®
CCR6+IL-10+ 0,3+0,4 0,0 0,0-1,0 0,2+0,3 0,1 0,0-0,8 0,7+0,7 1,0 0,0-14 0,690 0,310
CCR6-IL-10+ 0,6 +0,3 0,5 0,2-1,1 0,2+0,2 0,1 0,0-0,5 0,8+0,6 0,9 0,0-14 0,056 0,690
IL-17+IL-10- 1,5+1,1 1,0 0,2-2,8 16,7 £20,7 2,5 0,7 - 40,1 4,5+3,8 35 1,2-10,9 0,421 0,095
IL-17+IL-10+ 0,1+0,1 0,0 0,0-0,2 0,3+0,4 0,1 0,0-1,0 0,1+0,2 0,0 0,0-0,5 0,421 0,841
IL-17-IL-10+ 0,8+0,6 0,5 0,2-1,5 0,1+0,1 0,1 0,1-0,2 1,4+ 1,1 1,8 0,0-24 0,016 HP 0,548
FoxP3+IL-1R- 42,6129 47,8 19,6 - 50,3 34,6 +£21,5 45,1 3,8-55,7 27,2+16,2 20,6 9,5 -50,6 0,421 0,310
FoxP3+IL-1R+ 11,9+8,2 8,6 5,1-239 6,2+4,8 4,8 0,1-12,1 12,4+8,7 7,2 6,4 -26,8 0,222 0,841



FoxP3-IL-1R+
FoxP3+Ki67-
FoxP3+Ki67+
FoxP3-Ki67+
FoxP3+CD62L-
FoxP3+CD62L+
FoxP3-CD62L+
IL-1R+Ki67-
IL-1R+Ki67+
IL-1R-Ki67+
CD62L+IL-1R-
CD62LA+IL-1R+
CD62L-IL-1R+
CD62L+Ki67-
CD62L+Ki67+
CD62L-Ki67+
CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCR6-IL-1R+
CCR6+

IL-10+

FoxP3+

6,3+6,1
52,2+8,3
2,4+21
0,5+0,5
50,0+ 7,3
44+20
32+12
16,8 + 13,7
1,2+1,0
1,6+1,7
4,7+2,0
2,5+1,8
15,5+12,3
6,9+24
0,1+£0,1
2,7+26
5,1+£1,2
32+1,8
22,8+7,9
249+9,2
0,6 £0,3
23+26
15,8+7,7
9,7+6,2
8,5+8,0
28,8 +8,4
0,8+0,6
55,1+8,7

33
52,0
1,3
0,3
49,8
3,9
34
8,9
0,8
0,7
5.3
2,0
10,4
7,3
0,2
1,4
5,1
4,1
24,9
29,1
0,6
0,9
17,6
6,9
7,4
32,1
0,5
51,0

3,1-17,1
40,4 - 63,8
0,4-58
0,0-1,1
39,5-57,1
2,2-6,9
1,3-45
7,2-39,0
0,2-2,5
0,2-42
2,4-6,9
0,9-5,0
6,4-35,9
3,3-94
0-02
0,3-65
33-65
0,6 - 4,8
9,7-29,8
9,6 -32,2
0,2-1,0
0,3-63
5,7-264
4,4-19,7
1,6 -21,4
14,2 - 34,4
02-15
46,6 - 66,2

1,7+ 0,6
39,1+234
1,7+ 1,9
0,3+0,2
232+17,3
17,4+ 13,4
10,2 +8,4
6,8 £5,0
0,8 +£0,7
1,2+1,6
21,6 12,9
5,3+5,5
2,4+1,5
25,5+17,7
0,8 +£0,7
1,2+1,5
19,9+ 11,0
8,8+38,0
13,0+7,1
20,8 +£4,3
0,5+0,5
1,5+1,7
17,3+4,1
40+29
3,8+2,7
31,7+8,9
0,4+0,5
39,8 +27,9

1,8
45,5
1,1
0,3
32,2
13,8
6,3
52
1,2
0,0
20,1
2,3
2,6
20,5
1,2
0,3
19,3
45
12,1
23,2
0,5
1,1
15,5
3.4
3,2
27,5
0,2
42,7

0,9 - 2,4
3,9-66,7
0,0 - 4,4
0,0-0,5
3,7-38,9
0,2-35,1
4,8-25,0
1,0- 12,2
0,0-1,5
0,0-3,5
4,8-39,1
0,0-11,3
0,8-4,2
4,7-492
0,0- 1,4
0,0-3,4
44-339
0,9-18,1
6,0 -24,1
14,7-24.8
0,0-1,0
0,0-3.8
13,4-239
1,0-82
0,0-68
22,9-45,1
0,1-12
6,3-81,7

13,3+ 10,0
37,2+ 12,7
2,4+27
0,8+0,8
33,2+12,6
6,1 £29
8,5+5,0
24,0+ 16,5
1,5+1,5
1,7+2,1
8,0+£22
6,2+4)5
19,5+ 13,3
13,0+4,5
0,6+0,9
2,5+£27
8,3+4,9
7,1+£53
29,1 +16,5
34,6 + 20,1
1,L1+1,5
2,0+22
19,4+ 12,7
16,3+153
9,3+6,5
49,0 +£10,3
1,4+1,2
42,0+ 13,8

11,1
39,1
1,3
0,3
34,6
4,9
8,9
17,8
1,3
0,4
7,1
45
13,8
15,5
03
1,3
7,0
6,2
39,0
45,1
0,6
0,6
225
9.4
93
49,9
2,2
42,6

2,2-23,8
22,3-542
0,4-69
0,2-2,2
19,9 - 50,9
3,7-11,1
2,6-14,7
7,3 -46,1
0,3-4,1
0,2-5,1
6,2-11,6
1,8-12,1
6,7-38,2
7,1-16,9
0,0-23
0,6 - 6,9
42-16,5
0,7-12,5
1,8-39,8
2,2-50,3
0,0-3,8
04-55
1,1-35,9
1,1-36,3
23-172
35,5- 63,4
0,0-23
21,5- 60,4

0,008 HP
0,310
0,421
0,690

0,008 HP
0,151
0,008 7
0,222
0,548
0,310
0,056
0,690

0,008 HP
0,095
0,421
0,222
0,095
0,421
0,095
0,421
0,690
0,690
0,841
0,095
0,421
1,000
0,222
0,151

0,310
0,151
0,841
0,690
0,056
0,548
0,095
0,548
1,000
0,690
0,032 R
0,222
0,690
0,095
0,421
1,000
0,222
0,310
0,310
0,421
1,000
1,000
0,690
0,690
0,841
0,008 ®
0,548
0,056



IL-17+
CD62L+
Ki67+
IL-1R+
CD25-CD127-

1,6 1,2
83+29
29+26
18,2+ 13,9
33,3+9,0

11
9,0
1,5
11,8
33,5

0,2-3,0
3,9-11,3
0,5-638
8,2-41,1
20,8 - 44,1

17,1+21,2
28,7+ 18,6
2,0+2,1
7,9+5,4
28,6 £ 13,5

2,6
23,8
1,6
6,6
25,6

0,8-41,3
5,3-52,0
0,0-4,8
1,0 - 14,2
18,1-52,1

4,7+4,1
154+5,4

3,1+3,7
25,7+17,9
24,8493

3,5
17,2
1,6
18,3
26,5

1,3-11,6
9,1-21,0
0,6-9,3
8,5-50,5
11,4 - 36,6

0,421
0,095
0,690
0,222
0,421

0,095
0,056
1,000
0,421
0,222



Tabelle 37 Prozentualer Anteil der verschiedenen T-Zellsubpopulationen in den CD4+CD25+CD127- Zellen in der Poststimulation IL-1p (nach Stimulierung ,,IL-1p* im IL-
1p 3 Tage Versuch).

Samtliche Werte werden als Mittelwert (Mean) =+ Standardabweichung (SD) aufgefiihrt. Desweiteren werden der Median und die Minimal- beziechungsweise Maximalwerte (Min — Max)
angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert. Die hochgestellten Buchstaben "P (fiir HD), * (fiir JIA-Patientinnen) und ® (fiir RA-Patientinnen) hinter den signifikanten p-Werten
geben an, welche der drei Versuchsarme mit den hoheren Rangsummen vergesellschaftet ist.

HD JIA RA p-Wert
Mean+SD Median Min -Max Mean+SD Median Min - Max Mean+SD Median Min - Max HD - JIA HD - RA
CD25+CD127- 66,6 + 8,6 69,3 55,9 - 76,6 74,6 + 8,4 79,4 62,8 - 82,0 73,8+9,0 73,4 59,9 - 82,0 0,222 0,151
IL-17+CCR6- 0,5+0,4 0,3 0,3-1,2 7,3+9,2 1,5 0,0-18,2 1,1+1,4 0,4 0,0-3,5 0,421 0,841
IL-17+CCR6+ 0,7+ 0,4 0,6 0,2-1,1 7,6 +9,7 1,1 0,2 -20,7 2,8+3,1 1,1 0,6 -7,7 0,310 0,151
IL-17-CCR6+ 28,3+£9,0 29,9 13,8 - 38,5 22,6 +6,2 22,4 14,1- 31,5 47,0+ 12,8 46,3 32,8 - 66,9 0,421 0,016 ®
FoxP3+CCR6- 27,2£6,0 25,9 20,5 - 33,7 20,5+ 12,5 16,3 5,3-36,9 17,9+£8,9 14,4 8,2-29,2 0,421 0,151
FoxP3+CCR6+ 10,9+4,2 10,4 5,5-17,2 15,3 +13,7 11,4 3,7-37,7 17,0+ 8,1 13,5 7,4 - 26,5 0,841 0,222
FoxP3-CCR6+ 17,8+5,4 20,2 8,4-220 14,8 £8,2 11,8 6,1-27,7 32,7+ 12,1 33,8 20,0 - 45,8 0,421 0,095
FoxP3-+IL-10- 38,0+5,3 38,7 30,7 - 44,9 36,0 24,7 33,1 9,1-74,6 34,6+ 14,5 36,9 15,3-54,5 0,690 0,690
FoxP3-+IL-10+ 0,3+0,3 0,2 0,1-0,7 0,2+0,1 0,1 0,0-0,3 0,4+0,5 0,3 0,0-1,2 0,421 0,841
FoxP3-IL-10+ 0,2+0,2 0,2 0,0-0,6 0,0+0,1 0,0 0,0-0,1 0,6 +0,6 0,4 0,0-1,5 0,095 0,310
FoxP3+IL-17- 37,6 £5,1 38,4 30,4-44,2 239+154 20,6 9,0 - 40,3 329+12,7 36,9 14,2 - 47,7 0,421 0,548
FoxP3+IL-17+ 0,7+0,4 0,6 0,3-1,2 12,2+ 16,2 1,4 0,1-35,2 2,1+33 0,5 0,0 - 8,0 0,222 0,841
FoxP3-IL-17+ 0,4+0,4 0,2 0,2-1,0 2,8+473 1,2 0,1-10,4 1,9+1,6 1,1 0,5-3,8 0,421 0,056
CCR6+IL-10- 284+9,2 30,0 13,8 - 38,9 29,7+ 8,6 29,0 22,1-433 49,1 +12,5 46,5 33,0- 67,5 1,000 0,016 ®
CCR6+IL-10+ 0,2+0,2 0,2 0,0-0,5 0,1+0,1 0,1 0,0-0,3 0,5+0,5 0,6 0,0-1,1 0,548 0,421
CCR6-IL-10+ 0,3+0,3 0,3 0,1-0,8 0,1+0,1 0,1 0,0-0,3 0,5+0,4 0,4 0,0-1,0 0,151 0,690
IL-17+IL-10- 1,1+£0,7 0,8 0,5-2,1 14,8+ 18,5 2,6 0,2 -36,8 3,8+43 L5 0,6 - 10,8 0,310 0,222
IL-17+IL-10+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 0,1+0,1 0,0 0,0-0,3 0,1+0,2 0,0 0,0-0,3 0,310 0,310
IL-17-IL-10+ 0,6 0,5 0,3 0,2-1,2 0,1+0,1 0,1 0,0-0,2 0,9+0,8 1,0 0,0-1,8 0,032 HD 0,690
FoxP3+IL-1R- 41,2+13,0 44,5 23,5-56,4 26,9+ 18,9 18,8 6,8 - 55,9 21,8+ 11,1 16,1 14,6 - 41,0 0,222 0,032 Hp
FoxP3+IL-1R+ 9,6 +5,8 8,0 4,3-19,5 53+42 4,0 0,6 -10,3 9,8+72 5,2 3,8-18,1 0,421 0,690



FoxP3-IL-1R+
FoxP3+Ki67-
FoxP3+Ki67+
FoxP3-Ki67+
FoxP3+CD62L-
FoxP3+CD62L+
FoxP3-CD62L+
IL-1R+Ki67-
IL-1R+Ki67+
IL-1R-Ki67+
CD62L+IL-1R-
CD62LA+IL-1R+
CD62L-IL-1R+
CD62L+Ki67-
CD62L+Ki67+
CD62L-Ki67+
CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCR6-IL-1R+
CCR6+

IL-10+
FoxP3+

5,5+5,1
49,1 £8,6
1,7+1,3
0,3+0,2
45,6 £ 10,3
49+1,6
4.6+2,6
14,3 £ 10,7
0,6 £0,4
1,3+1,1
6,8 £3,2
2,4+15
12,6 +9.4
8,7+3,9
0,2+0,1
1,8+ 1,4
6,9 +£3,2
32+1,5
22,7+6,5
25,1+£7,9
0,4+0,3
1,5+1,2
16,9+ 7,1
8,6 £5,0
6,6 £6,1
29,0+9,3
0,6 £0,5
383+53

3,1
47,9
1,8
0,3
43,0
5,1
4.4
9,9
0,7
1,3
6,3
1,7
9,5
8,8
0,2
2,1
6,0
42
23,4
272
0,5
1.8
16,5
7,5
5.4
30,3
0,3
38,7

2,3-14,4
41,2-61,9
0,2-3,5
0,0-0,5
34,7- 58,9
2,6-7,0
2,1-8,0
6,1-32,8
0,0-1,0
0,2-29
2,8-11,6
1,1-4,8
4,9 -29,0
4,0-13,9
0,0-0,3
0,2-3,8
3,6-11,9
1,3-45
12,0 - 28,7
12,2-32,0
0,0-0,7
0,2-32
8,0-273
4,9-17,0
1,5-17,0
14,0 - 39,6
0,2-1,2
30,8 - 45,4

2,1+1,1
31,5+22,1
0,8+0,9
0,1+0,2
16,7 11,7
15,3+ 14,4
11,4+7,7
6,9+43
0,4+04
0,5+0,7
21,1+ 12,1
4,9+47
2,4+1,7
24,9+ 16,5
0,3+0,3
0,6 0,8
17,8+ 8,8
9,9+9,7
14,4+6,2
23,8 +£8,9
0,2+0,2
0,7+0,9
20,1 +7,4
40+24
3,5+£2,0
30,3 +8,8
0,2+0,2
36,1 +24.8

2,2
27,7
0,2
0,0
15,8
10,3
8,9
5,8
0,2
0,0
16,5
2,3
1,9
17,5
0,2
0,0
16,5
3,6
14,7
24,1
0,2
0,2
18,6
3,2
3,7
29,4
0,2
33,3

0,8-3,7
7,2 - 66,0
0,1-2,1
0,0-0,3
4,6-29,5
1,5-36,6
5,6-249
1,1-11,2
0,1-1,1
0,0-1,4
8,3-36,5
0,3-10,4
0,7-43
8,1-45,7
0,1-0,8
0,0-1,7
7,0 - 30,4
2,3-219
55-227
15,2-37.8
0,0-0,5
0,0-1,9
12,8- 30,8
1,0-7,1
03-57
22,7-443
0,0-0,4
9,1-74,9

143+7,7
30,6+9,3
1,0£0,9
0,4+02
26,9+9,2
45+1,5
9,0+3,5
23,1+ 14,0
0,8+ 0,6
0,6 +0,7
75426
53427
18,7+ 11,7
12,1+33
0,3+02
1,0+0,9
78+55
6,3+3,7
30,6+ 17,7
36,1 +21,0
0,5+0,4
0,8+0,7
20,9+ 14,0
15,7+ 13,0
8,4+6,1
49,8+ 12,3
1,0£0,9
35,0+ 14,7

12,9
31,4
0,9
0,4
273
45
8,9
17,7
0,7
0,3
6,4
5,0
13,0
12,6
0,4
1,4
5,0
7,9
36,3
435
0,4
0,9
21,2
13,8
8,8
47,4
1,0
36,9

3,0-22,0
19,6 - 44,7
0,0-1,9
0,2-0,6
15,9-41,0
2,5-6,1
4,0-13,8
6,8-38,3
02-1,7
0,0-1,7
57-12,0
1,8-8,7
57-313
74-16,5
0,0-0,6
0,0-2,1
4,6-17,4
0,8-10,2
2,1-46,0
2,6-53,6
0,0-1,1
0,0-18
1,2 - 40,2
1,4-312
2,4-16,7
33,4- 67,5
0,0-2,0
15,7- 55,7

0,151
0,151
0,222
0,222
0,008 HP
0,222
0,056
0,222
0,548
0,151
0,016 7
0,548
0,008 HP
0,056
0,310
0,095
0,032 7
0,548
0,151
0,841
0,222
0,222
0,690
0,095
0,548
1,000
0,222
0,690

0,151
0,032 1P
0,421
0,310
0,032 1P
0,690
0,056
0,222
1,000
0,222
0,690
0,056
0,222
0,222
0,421
0,310
0,841
0,151
0,310
0,310
1,000
0,310
0,548
0,548
0,841
0,016
0,690
0,690



IL-17+
CD62L+
Ki67+

IL-1R+
CD25-CD127-

1,1+0,7
10,1 +4,4
20+1,4
15,1 +10,9
33,2+8,6

0,8
10,2
2,3
10,8
30,2

0,5-2,2
4,9-16,1

0,2-3,9
6,5-34,0
23,3-44,0

15,0+ 18,9
27,7+17,7
0,9+1,0
7,4+42
25,0+£8,3

2,6
20,1
0,2
6,6
20,3

0,2-37,5
9,3-49,5
0,1-2,4
1,3-11,6
17,8 - 36,8

4,0+4,5
142+3,4
1,3+1,0
24,0 14,3
255494

1,6
15,2
1,5
18,1
25,7

0,6-11,3
9,3-18,2
0,3-2,5
7,7 -40,0
17,0 - 39,7

0,310
0,056
0,222
0,310
0,222

0,222
0,222
0,690
0,222
0,151



Tabelle 38 Prozentualer Anteil der verschiedenen T-Zellsubpopulationen in den CD4+CD25+CD127- Zellen in der Poststimulation anti-IL-1§ (nach Stimulierung ,,anti-IL-
1p* im IL-1p 3 Tage Versuch).

Samtliche Werte werden als Mittelwert (Mean) + Standardabweichung (SD) aufgefiihrt. Desweiteren werden der Median und die Minimal- beziechungsweise Maximalwerte (Min — Max)
angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert. Die hochgestellten Buchstaben "P (fiir HD), * (fiir JIA-Patientinnen) und ® (fiir RA-Patientinnen) hinter den signifikanten p-Werten
geben an, welche der drei Versuchsarme mit den hoheren Rangsummen vergesellschaftet ist.

HD JIA RA p-Wert

Mean+SD Median Min -Max Mean+SD Median Min - Max Mean+SD Median Min - Max HD - JIA HD - RA
CD25+CD127- 67,0+ 10,3 64,6 53,8-81,7 68,7+£7,2 69,4 57,9-778 73,0+ 10,8 73,7 56,5 - 82,6 0,841 0,310
IL-17+CCR6- 0,603 0,5 0,2-1,1 59+74 0,9 0,0 - 15,8 1,4+£1,6 0,6 0,4-42 0,310 0,421
IL-17+CCR6+ 0,8+0,5 0,6 0,3-1,7 6,2+79 0,6 0,1-14,9 32+4,1 1,0 0,0 -10,0 0,841 0,310
IL-17-CCR6+ 27,3+9,5 29,4 11,6 - 37,2 24,1+9,2 20,4 15,7- 38,7 443+82 46,3 32,3-54,2 0,548 0,016 ®
FoxP3+CCR6- 33,5+8,5 31,1 25,5 - 46,4 18,8 +10,4 23,6 5,1-30,2 16,6 £5,9 15,8 8,6 - 24,1 0,032 HD 0,008 HP
FoxP3+CCR6+ 12,2+4,8 12,0 5,9-19,3 14,1 £11,5 7,8 5,7-32,2 15,8 +4,6 15,2 10,2- 21,0 0,690 0,222
FoxP3-CCR6+ 15,8+5,7 18,4 5,9-19,9 16,0 +9,6 12,5 9,7-33,0 31,5+7,3 33,6 19,5 - 38,7 0,548 0,016 ®
FoxP3-+IL-10- 453+4,4 44,7 39,7-51,1 32,9+18,5 30,2 11,1- 62,4 32,0+8,1 35,8 18,4- 38,3 0,151 0,008 Hp
FoxP3-+IL-10+ 0,6+0,4 0,6 0,1-1,2 0,2+0,2 0,1 0,0-0,4 0,7+0,9 0,5 0,0-22 0,151 0,690
FoxP3-IL-10+ 0,3+0,2 0,2 0,1-0,6 0,1+0,1 0,0 0,0-0,2 0,7+0,7 0,6 0,0-1,6 0,032 HD 0,690
FoxP3+IL-17- 449+45 442 39,2-514 23,9+13,2 29,4 9,3-39,1 30,2+7,2 33,1 18,6 - 36,4 0,008 Hp 0,008 Hp
FoxP3+IL-17+ 1,0+0,5 0,9 0,6 -1,8 9,0+11,8 0,7 0,1-235 2,4+3,0 0,8 0,2-74 1,000 1,000
FoxP3-IL-17+ 0,4+0,4 0,3 0,1-1,1 3,1+4,5 0,8 0,3-10,9 2,3+28 1,5 0,0 - 6,9 0,151 0,222
CCR6+IL-10- 27,4+9,7 30,2 11,1-37,1 29,7+10,3 29,8 18,7-41,2 46,2 +8,5 48,6 31,8-54,2 0,841 0,016 ®
CCR6+IL-10+ 0,3+0,2 0,2 0,1-0,6 0,1+0,2 0,1 0,0-0,4 0,9+0,9 0,9 0,0-2,0 0,222 0,690
CCR6-IL-10+ 0,6+0,4 0,5 0,2-1,2 0,1+0,2 0,1 0,0-0,5 0,6+0,5 0,9 0,0-1,0 0,032 HD 0,841
IL-17+IL-10- 1,3+0,8 1,0 0,9-2,7 11,9+15,1 1,4 0,4 -30,3 43+53 1,6 0,5-13,2 0,421 0,310
IL-17+IL-10+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,1 0,1+0,2 0,1 0,0-0,4 0,3+0,4 0,0 0,0-1,0 0,222 0,548
IL-17-IL-10+ 0,9+0,6 0,7 0,3-1,5 0,1+0,2 0,1 0,0-0,5 1,2+ 1,1 1,8 0,0-23 0,032 HD 0,690
FoxP3+IL-1R- 39,5+12,4 44,4 21,1-50,9 27,8+18,0 24,0 7,1-56,0 249+10,3 25,3 13,1-39,7 0,421 0,095
FoxP3+IL-1R+ 10,5+8,3 7,7 4,9-24.8 5,3+49 2,4 0,6-11,3 11,8+7,7 7,6 4,5-22,6 0,310 1,000



FoxP3-IL-1R+
FoxP3+Ki67-
FoxP3+Ki67+
FoxP3-Ki67+
FoxP3+CD62L-
FoxP3+CD62L+
FoxP3-CD62L+
IL-1R+Ki67-
IL-1R+Ki67+
IL-1R-Ki67+
CD62L+IL-1R-
CD62LA+IL-1R+
CD62L-IL-1R+
CD62L+Ki67-
CD62L+Ki67+
CD62L-Ki67+
CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCR6-IL-1R+
CCR6+

IL-10+

FoxP3+

5,7+4,0
46,4+9,1
3,6 £3,7
0,7+0,7
455+ 11,2
42+1,2
5,1+£5,0
14,6 + 10,7
1,5+1,7
2,7+27
6,3+4,6
2,6+ 1,6
13,5+ 10,8
8,4+5,6
0,2+0,2
4,0=+4,1
6,5+4,1
3,4+£2,0
20,9+ 6,4
233+72
0,6 £0,5
3,7+4,0
15,0+ 6,5
8,9+5,1
7,3+7,1
28,1+9,7
0,9+0,6
458 +4.8

3,8
48,6
1,8
0,3
49,6
4.8
3.4
9,3
0,7
1,5
5,0
1,6
9,8
6,7
0,1
2,0
5.3
3,2
21,7
27,7
0,5
1,6
16,5
5.8
5.8
31,1
0,7
44,8

1,9-11,3
31,1-54,0
0,2-9,0
0,1-1,7
25,7-52,7
22-53
1,9-14,0
6,3-31,8
0,1-42
0,2-65
1,9-13,9
1,2-4,6
55-319
3,4-17,9
0,0-0,6
0,3-10,1
3,0-13,6
1,4-6,6
10,4 - 26,0
11,4-28,0
0,1-13
0,2-9,5
59-233
53-17,1
1,7-19,1
11,9-37.8
03-15
39,8-523

1,6+0,7
32,1215
1,0+ 1,1
0,2+0,3
16,8+ 10,5
16,0+ 16,1
95+7,3
6,3+49
0,4+0,3
0,8+1,1
19,9+ 13,8
50£5,5
1,8+ 1,0
23,7+ 18,8
0,4+0,3
0,8+1,1
16,1+9,8
10,4+ 10,9
143+7,9
24,0+ 8,6
02+0,1
1,0+1,2
202+ 6,9
39+32
30+1,9
30,3 + 10,5
02+02
32,9+ 18,6

1,4
30,1
0,8
0,1
20,2
8,2
7,5
4,2
0,5
0,1
14,6
1,4
1,7
14,6
0,4
0,1
14,0
2,9
11,5
29,3
0,2
0,5
22,4
2,6
2,3
30,6
0,3
30,1

0,8-25
7,6 - 66,6
0,0-2,8
0,0-0,7
4,.8-27,7
0,8-39,2
42-222
1,4-11,7
0,0-0,8
0,0-2,5
4,9-36,2
0,1-11,1
0,6-33
4,8 -46,2
0,0-0,8
0,0-23
3,8-28,0
1,7-22,5
7,8-28,0
13,4-31,9
0,0-0,3
0,1-2,7
12,3-283
1,0-7,8
0,5-5,0
19,0 - 42,1
0,0-0,5
11,0 - 62,6

12,5+ 8,6
34,8 +4,9
1,8+1,7
0,7+0,9
28,6 6,7
7,9+3,9
10,4 +5,3
23.1+15.2
1,0+0,9
1,6+1,9
10,3 +2,6
7,3+64
16,8+9,9
16,4+ 7,6
0,7+1,0
1,9+1,7
10,2+4,7
9,0+£7,6
26,6 + 15,3
342+19,8
1,0+£1,1
1,5+1,6
19,6 £ 13,1
15,7+ 13,8
8,7+5,8
47,5+ 8,8
1,4+13
32,6 +8,4

9,0
35,5
1,4
0,2
26,7
6,1
10,4
15,9
0.8
0,5
11,3
3,7
12,3
14,9
0,2
1,0
10,1
7.8
28,6
44,8
0,6
0,5
19,7
12,0
10,8
50,6
1,8
35,8

2,8-21,9
28,8-42,0
0,2-4,6
0,0-22
21,3-393
49-14,4
4,1-16,6
6,5-41,0
0,1-24
0,2-4,5
7,0-13,5
1,5-16,7
5,7-27.8
7,7-26,7
0,0-2,5
0,3-43
5,3-162
0,4-192
1,3-42,1
1,6 - 48,5
0,0-2,9
0,4-3,9
0,9 - 36,8
0,8-31,9
2,1-153
32,3-55,0
0,0-2,8
18,8 - 40,5

0,032 HPD
0,151
0,222
0,151

0,016 HP
0,151
0,095
0,222
0,310
0,151
0,095
1,000

0,008 HP
0,222
0,310
0,151
0,151
0,690
0,421
0,421
0,095
0,310
0,310
0,222
0,310
0,841
0,056
0,151

0,310
0,095
0,548
0,841
0,095
0,016 ®
0,056
0,421
0,841
0,548
0,151
0,310
0,690
0,095
0,548
0,421
0,222
0,222
0,151
0,151
0,690
0,548
0,548
0,690
0,690
0,016 ®
0,690
0,016 HP



IL-17+
CD62L+
Ki67+
IL-1R+
CD25-CD127-

1,4+0,8

9,9+6,0

42+ 4,4
16,3+£12,0
32,8+ 10,2

1,0

8,9

2,1

11,6
352

0,9-2,9
4,4-202
0,3-10,8
7,0 - 36,2
18,2-459

12,1 +£15,3
26,5 +20,3
1,2+1,2
6,9+5,1
30,8+ 7,0

1,5
16,9
0,8
4,9
30,2

0,4-31,1
5,5-50,1
0,1-3,0
1,5-12,8

22,0-413

47+57
19,2 +9,1
25+26
24,3 +16,2
26,1 +11,2

1,7
16,6
1,6
16,1
26,1

0,5- 14,3
9.8-32,4
04-68
7,4 - 44,0
15,6- 42,9

0,421
0,222
0,222
0,222
0,690

0,310
0,056
0,841
0,421
0,310



Tabelle 39 Prozentualer Anteil der verschiedenen T-Zellsubpopulationen in den CD4+CD25+CD127- Zellen in der Poststimulation anti-IL-1RI (nach Stimulierung ,,RI* im
IL-1P 3 Tage Versuch).

Samtliche Werte werden als Mittelwert (Mean) =+ Standardabweichung (SD) aufgefiihrt. Desweiteren werden der Median und die Minimal- beziechungsweise Maximalwerte (Min — Max)
angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert. Die hochgestellten Buchstaben "P (fiir HD), * (fiir JIA-Patientinnen) und ® (fiir RA-Patientinnen) hinter den signifikanten p-Werten
geben an, welche der drei Versuchsarme mit den hoheren Rangsummen vergesellschaftet ist.

HD JIA RA p-Wert

Mean+SD Median Min -Max Mean+SD Median Min - Max Mean+SD Median Min - Max HD - JIA HD - RA
CD25+CD127- 66,6 + 8,5 67,9 54,1-76,4 70,8 £ 11,5 70,3 53,0- 82,6 76,0 + 8,3 74,1 68,9 - 89,3 0,548 0,151
IL-17+CCR6- 0,603 0,5 0,4-1,1 8,5+11,0 1,0 0,0 - 23,5 1,1£1,6 0,4 0,0-3,9 0,310 0,690
IL-17+CCR6+ 0,5+0,4 0,5 0,2-1,1 9,3+11,9 0,7 0,5 -23,7 2,7+3,0 1,3 0,4-177 0,222 0,095
IL-17-CCR6+ 28,0£7,9 29,4 14,9 - 36,4 21,6 +6,8 19,3 15,6 - 32,5 449+ 6,6 42,3 36,6 - 51,7 0,421 0,008 ®
FoxP3+CCR6- 343+7,3 37,5 21,6 - 39,7 23,6173 22,2 4,3-50,4 21,3+10,3 20,9 9,9 -34,2 0,310 0,032 HD
FoxP3+CCR6+ 12,5+7,8 10,0 5,1-253 16,7+ 13,7 9,0 4,9 -36,7 18,3+8,2 19,5 6,9 - 26,0 1,000 0,222
FoxP3-CCR6+ 15,8+5,0 16,2 9,7-21,3 13,9+9,2 12,2 2,3-28,0 28,9+9,7 27,0 16,7 - 41,1 0,841 0,032 ®
FoxP3-+IL-10- 46,5+12,5 44,9 30,1 - 64,7 40,0 + 27,8 34,8 9,3-85,2 39,4+16,9 46,7 17,2 - 53,7 0,421 0,841
FoxP3-+IL-10+ 0,5+0,4 0,5 0,1-1,0 0,5+0,9 0,1 0,0-2,0 0,6+0,4 0,8 0,1-1,1 0,310 0,548
FoxP3-IL-10+ 0,3+0,2 0,4 0,1-0,5 0,1+0,1 0,0 0,0-0,2 0,6+0,5 0,8 0,0-1,2 0,016 HP 0,421
FoxP3+IL-17- 46,1 £12.4 442 29,8 - 63,9 25,0+ 14,1 30,1 9,1-40,9 37,5+15,9 46,2 16,7 - 53,7 0,056 0,690
FoxP3+IL-17+ 0,8+0,4 0,7 0,4-1,2 15,4 +21,0 1,1 0,3-46,3 2,3+3,5 0,6 0,3-8,5 0,421 1,000
FoxP3-IL-17+ 0,4+0,3 0,3 0,2-0,8 2,4+39 0,7 0,3-9,4 1,4+1,3 1,0 0,0-33 0,222 0,222
CCR6+IL-10- 279+8,1 29,6 14,6 - 36,6 30,1+38,0 32,3 19,6 - 37,7 46,5+74 48,9 35,8-533 0,548 0,016 ®
CCR6+IL-10+ 0,2+0,2 0,3 0,0-0,4 0,3+0,4 0,2 0,0-1,1 0,6+0,4 0,4 0,3-1,2 0,841 0,056
CCR6-IL-10+ 0,6 +0,3 0,5 0,4-1,1 0,2+0,4 0,1 0,0-0,9 0,7+0,5 0,9 0,0-1,2 0,095 0,421
IL-17+IL-10- 1,1+£0,5 0,9 0,6-1,7 17,3+22,3 1,7 0,4 - 45,5 3,6+4,5 1,3 04-11,4 0,421 0,548
IL-17+IL-10+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,1 0,4+0,7 0,2 0,0-1,7 0,2+0,2 0,2 0,0-0,3 0,056 0,222
IL-17-IL-10+ 0,8+0,4 0,8 0,5-1,5 0,1+0,1 0,0 0,0-0,3 1,1+£0,7 1,1 0,1-1,8 0,008 HD 0,310
FoxP3+IL-1R- 49,9 +10,2 49,1 37,6 - 64,2 29,6 +13,9 26,8 9,5-44,7 27,5+94 27,6 14,4 - 38,4 0,056 0,016 Hp
FoxP3+IL-1R+ 5,9+4,7 4,7 1,7-13,2 3,8+4,7 0,7 0,1-9,9 8,5+9,3 5,1 0,8 -23,7 0,421 0,841



FoxP3-IL-1R+
FoxP3+Ki67-
FoxP3+Ki67+
FoxP3-Ki67+
FoxP3+CD62L-
FoxP3+CD62L+
FoxP3-CD62L+
IL-1R+Ki67-
IL-1R+Ki67+
IL-1R-Ki67+
CD62L+IL-1R-
CD62LA+IL-1R+
CD62L-IL-1R+
CD62L+Ki67-
CD62L+Ki67+
CD62L-Ki67+
CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCR6-IL-1R+
CCR6+

IL-10+

FoxP3+

2,1+1,7
51,5+8,0
43+44
0,4+0,3

50,8 £12,6

4712
38426
6,9+ 5,4
0,9+1.2
3,9+35
T1£32
1,1+0,9
6,7+5,5
7,6+3,7
0,240,
45+4,5
57+1,9
34421
21,5472
23,7484
0,8+ 0,6
3,9+42
203+ 7,8
42+3,1
38432
28,5482
0,8+ 0,4
46,9+ 12,7

1,0
49,5
1,9
0,4
47,7
4.4
2,9
42
0,2
2,1
5,7
0,6
4,9
5,7
0,3
2,2
4.8
3,2
22,1
27,9
0.8
1.8
20,9
2.3
3,2
30,0
0,7
453

0,8 -4,2
43,7-622
0,4-10,8
0,1-0,9
38,3- 64,7
3,5-6,7
1,1-7,6
2,1-143
0,0-2,8
0,5-8,9
42-11,5
0,4-2,4
1,7-154
41-133
0,0-0,4
0,5-11,3
3,8-8,5
0,8-6,3
9,8-274
9,7-30,6
0,1-1,6
0,4-10,1
8,1-29,7
1,9-8.8
0,6 - 8,6
15,1-37,5
0,5-1,5
30,2 - 65,1

0,5+0,3
31,6 £ 15,5
1,8+1,9
0,3+0,3
19,0 +£10,7
14,3+ 13,1
10,2 +£6,0
3,6£3,9
0,7+1,2
1,5+2,0
20,5+ 12,7
34442
0,9+1,0
22,5+ 16,1
0,9+1,0
1,3+1,5
17,1 £10,0
84+773
13,1+5,8
20,3+3,5
0,6+0,9
1,6 1,7
18,2+2,7
2,7+29
1,6 1,9
30,8+ 8.5
0,5+0,8
40,5+ 28,6

0,6
34,2
1.4
0,1
23,2
9,9
7,1
1,1
0,2
0,4
20,0
0,5
0,8
18,6
0,4
0,7
18,0
3,8
13,1
21,8
0,0
1,1
17,1
0.8
0,7
33,0
0,2
34,8

0,0-0,8
9,7-52,1
0,0-4,8
0,0-0,7
7,3-313
1,2-29,2
6,0 - 20,2
0,4-38,0
0,0-2,8
0,0-4,8
6,8 - 38,4
0,0-8,1
0,0-2,5
6,6 - 45,1
0,0-2,5
0,0-3,7
5,8-31,1
2,1-17,6
6,1-21,7
15,7- 23,4
0,0-2,1
0,0-43
15,8-22,6
0,4-7,0
0,0-39
20,0-39,3
0,0-2,0
9,4-87,2

6,9 +£6,2
33,3+9,3
2,7+4,0
0,6 1,0
30,2+9,7
5,6+3,5
8,5+3,1
14,0 £ 13,0
1,2+1,9
2,2+3,2
9,7+1,9
4,0+3,8
11,4+11,0
12,5+34
0,6£1,0
2,7+4,0
8,2+3,9
6,7+4,8
29,0+ 16,6
34,1+19,8
1,2+1,6
22+35
24,2 +15,1
11,1 £11,2
44+40
47,674
1,3+0,7
39,8 +17,1

3,0
35,2
11
0,2
31,8
42
7,5
7,7
0,3
0,7
93
2,5
5,6
13,3
0,1
1,0
7.4
6.8
352
42,9
0,7
0.8
27,9
6.8
3,1
50,0
1,4
46,8

1,7-142
23,6- 42,6
0,1-9,8
0,1-2,4
19,9 -394
3,5-11,7
47-12,7
3,1-32,0
0,1-4,6
0,2-7.8
7,8-12,7
0,6-93
2,4-274
7,9-15,7
0,0 -2,4
0,2-9,9
4,7-14,7
0,4-122
1,0 - 42,6
1,1 - 48,0
0,0 -4,0
0,2-83
1,0 - 42,0
0,1-263
1,1-10,7
37,0 - 54.8
03-2,1
17,0 - 54,7

0,016 HP
0,056
0,310
0,310

0,008 HP
0,548
0,056
0,222
0,690
0,151
0,056
1,000

0,016 HP
0,056
0,421
0,222

0,032 7
0,310
0,151
0,310
0,310
0,421
0,421
0,310
0,310
0,548
0,151
0,421

0,222
0,008 HP
0,310
0,690
0,032 HD
0,841
0,095
0,421
1,000
0,310
0,310
0,095
0,548
0,056
1,000
0,310
0,310
0,310
0,151
0,222
0,690
0,310
0,841
0,421
1,000
0,016 ®
0,310
0,841



IL-17+
CD62L+
Ki67+
IL-1R+
CD25-CD127-

1,2+ 0,6
9,0£3,8
4,7+4,6
8,0+6,3
33,2484

0,9
7,0
2,3
5,5
32,0

0,6-1,9
5,5-14,8
0,5-11,7
2,5-174
23,5-45,6

17,8 £22,9
25,5+16,8
2,1+2,1
4,3+438
28,7+11,4

1,7
21,8
2,1

s

1,4

s

29,2

0,6 -47,4
7,9 - 48,7
0,0-5,1
0,4-10,5
17,1 - 46,3

3,8+4,7 1,3
14,9+£4,5 15,1
3,3+5,1 L5

15,5+ 14,9 8,1
23,3+£8,7 25,0

0,4-11,8
9,6 - 20,6
0,2-12,3
3,2-37,0
9,9-31,1

0,421
0,056
0,421
0,222
0,548

0,548
0,056
0,421
0,548
0,151



Tabelle 40 Prozentualer Anteil der verschiedenen T-Zellsubpopulationen in den konvertierten CD4+CD25+CD127- Zellen in der Poststimulation Unstimuliert (nach
Stimulierung ,,Unstimuliert* im IL-1p 3 Tage Versuch).

Bei den konvertierten CD4+CD25+CD127- Zellen handelt es sich um Zellen, welche urspriinglich CD4+CD25-CD127- waren und nach dem IL-1p 3 Tage Versuch
CD4+CD25+CD127- geworden sind. Sdmtliche Werte werden als Mittelwert (Mean) + Standardabweichung (SD) aufgefiihrt. Desweiteren werden der Median und die Minimal-
beziehungsweise Maximalwerte (Min — Max) angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert. Die hochgestellten Buchstaben HP (fiir HD), ' (fiir JIA-Patientinnen) und ® (fiir RA-
Patientinnen) hinter den signifikanten p-Werten geben an, welche der drei Versuchsarme mit den hoheren Rangsummen vergesellschaftet ist.

HD JIA RA p-Wert

Mean+SD Median  Min -Max Mean+SD Median Min - Max Mean+SD Median Min - Max HD - JIA HD - RA
CD25+CD127- 12,2+ 8,4 8,7 7,2-27,0 13,0£9,7 11,0 3,9-27.2 15,7+8,4 15,5 5,1-27,6 1,000 0,421
IL-17+CCR6- 0,3+£0,5 0,0 0,0-1,1 4,8+6,3 1,3 0,0-13,9 0,6 £0,9 0,0 0,0-1,8 0,310 0,690
IL-17+CCR6+ 0,3+0,4 0,3 0,0-0,7 6,7+7,8 2,6 0,0-17,4 0,8 +0,7 0,6 0,0-1,8 0,095 0,421
IL-17-CCR6+ 14,7 £20,0 5,2 4,6 - 50,3 38,3+13,8 38,8 24,7 - 58,6 26,7+ 15,6 21,7 12,4-52,6 0,095 0,095
FoxP3-+CCR6- 272+9,1 23,7 20,5-43,2 11,4+89 8,5 0,9-233 13,7+4,6 12,4 9,4-21,4 0,016 Hp 0,016 Hp
FoxP3+CCR6+ 6,2+83 2,8 1,3-20,9 18,4 +20,7 7,0 2,7-50,0 7,7+4.4 6,1 3,1-13,7 0,151 0,222
FoxP3-CCR6+ 89+11,9 33 2,5-30,1 26,6 + 18,1 21,9 10,4 - 57,8 19,8+11,4 15,7 10,3-39,3 0,095 0,095
FoxP3-+IL-10- 32,5+9,1 28,3 23,5-44,0 29,6 £27,0 24,7 4,3-71,9 20,1+5,8 19,1 13,6 - 28,6 0,548 0,056
FoxP3-+IL-10+ 0,9+0,9 1,0 0,0-2,0 0,3+0,6 0,0 0,0-1,4 1,2+1,4 0,6 0,0-3,6 0,421 0,841
FoxP3-IL-10+ 0,4+0,5 0,1 0,0-1,0 0,1+0,3 0,0 0,0-0,7 1,4+1,2 1,8 0,0-2,6 0,310 0,222
FoxP3+IL-17- 33,2+9,2 27,9 25,5-45,0 22,1+17,1 23,4 4,3-48,3 21,0+ 6,1 19,6 14,7 - 30,4 0,151 0,056
FoxP3+IL-17+ 0,5+0,5 0,3 0,0-1,3 83+11,7 0,9 0,0 -26,0 0,5+0,8 0,0 0,0-1,8 0,690 0,690
FoxP3-IL-17+ 0,2+0,2 0,0 0,0-0,5 34+52 1,3 0,0-12,6 1,0+1,2 0,4 0,0-24 0,056 0,421
CCR6+IL-10- 14,8+ 19,9 5,7 4,6 - 50,3 44,6 17,6 51,4 24,7-61,2 26,3+ 15,6 20,9 12,3-52,1 0,032 0,095
CCR6+IL-10+ 0,2+0,3 0,0 0,0-0,7 0,2+0,4 0,0 0,0-1,0 0,8+0,6 0,6 04-18 0,841 0,056
CCR6-IL-10+ 1,0+ 1,1 1,0 0,0-2,8 0,2+0,4 0,0 0,0-1,0 1,8+1,1 1,8 0,0-2,9 0,095 0,310
IL-17+IL-10- 0,6 +0,7 0,4 0,0-1,7 11,6 £13,7 2,6 0,0-27,2 1,3+1,1 1,8 0,0-24 0,095 0,310
IL-17+IL-10+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,1 0,1+0,3 0,0 0,0-0,7 0,1+0,2 0,0 0,0-0,5 1,000 1,000
IL-17-IL-10+ 1,3+1,3 1,3 0,0-3,3 0,4+0,7 0,0 0,0-1,7 2,7+1,3 3,0 0,4-3,6 0,222 0,151
FoxP3+IL-1R- 33,3+5,9 31,4 28,1-43,5 20,6 17,0 16,0 5,7-50,0 149+5,6 15,0 7,8-21,7 0,151 0,008 Hp




FoxP3+IL-1R+
FoxP3-IL-1R+
FoxP3+Ki67-
FoxP3+Ki67+
FoxP3-Ki67+
FoxP3+CD62L-
FoxP3+CD62L+
FoxP3-CD62L+
IL-1R+Ki67-
IL-1R+Ki67+
IL-1R-Ki67+
CD62L+IL-1R-
CD62L+IL-1R+
CD62L-IL-1R+
CD62L+Ki67-
CD62L+Ki67+
CD62L-Ki67+
CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCR6-IL-1R+
CCR6+

IL-10+

1,0+ 1,1
0,3+0,3
24,5+5,6
9,9+ 10,6
9,1+8,5
332456
0,8+ 0,4
1L1+06
1L1+13
0,3+04
19,0+ 19,2
1,5+ 0,4
0,1 0,1
13+1,3
1,3+0,5
0,4+0,3
18,5+ 18,7
1,3+0,4
0,4+0,2
10,1+ 12,5
94+122
1,1+0,8
178+ 18,7
9.6+ 11,8
0,8+0,9
0,5+0,5
15,0 + 20,2
12412

0,4
0,4
25,0
5,6
6,6
31,8
0,8
0,8
0,7
0,2
12,0
1,3
0,0
0,9
1,3
0,4
12,0
1,1
0,4
5.8
5.8
1,3
11,2
5.8
0,3
0,7
5,9
1,3

0,0-2,3
0,0-0,7
15,3 - 30,1
3,5-28,6
3,3-24,1
27,6 - 42,1
0,3-13
0,4-2,0
0,0-3,0
0,0-0,9
7,4 -53,0
1,3-23
0,0-0,3
0,0 -2,7
0,8-2,0
0,0-0,7
6,4-51,6
0,9-2,0
0,1-0,7
2,4-32,1
1,3-30,8
0,3-2,0
5,0 -50,6
2,4 -30,4
0,0-2,0
0,0-1,0
4,6 - 51,0
0,0-3,0

1,3+1,8
1,3+1,0
213+17,6
0,8+1,1
1,0£1,7
11,0+ 10,7
10,2 £ 8,6
14,1+ 10,7
2,5+2,5
0,4+0,9
1,4+2,6
21,3+13,0
1,4+2,0
1,8+ 1,0
22,5+14,7
0,3+0,7
1,5+2,5
11,5+6,9
11,4+12,0
23,3+8,3
34,1+13,3
0,5+0,7
1,3+2,6
32,8+ 12,1
1,7+ 1,4
1,5+ 1,4
450+ 17,8
0,4+0,9

0,0
1,1
17,0
0,0
0,0
8,0
6,4
8,6
2,1
0,0
0,0
24,0
0,0
2,1
24,0
0,0
0,5
11,7
4,0
19,1
37,5
0,0
0,0
36,4
11
11
51,4
0,0

0,0-3,5
0,0-2,9
57-51,5
0,0-2,0
0,0 - 4,0
2,7-29,3
1,1-22,7
3,4-29,9
0,0-6,7
0,0-2,0
0,0 - 6,0
4,5-389
0,0-43
0,0-2,4
4,5-435
0,0-15
0,0 - 6,0
2,3-20,0
2,1-27,7
16,0 - 35,2
20,0 - 47,5
0,0-15
0,0 - 6,0
20,0 - 45,5
0,0-3,5
0,0-3,7
24,7-61.2
0,0-2,1

1,7+1,5
1,L1+1,0
13,7+5,2
3,0+£5,1
3,9+47
14,0 £ 6,6
20£1,9
5,4+0,8
2,6£1,5
0,2+0,3
6,6 +9,8
6,222
0,8+1,1
2,2+1,3
6,3+2,1
0,8+1,1
5,8+84
48+20
2,3+1,7
15,0+ 13,5
15,8+ 13,7
1,3+1,3
5,3+8,7
15,1+133
1,9+1,1
1,1£0,6
27,5+15,5
2613

1,5
0,9
13,0
0,7
2,2
11,6
2,2
5,0
2,9
0,0
32
5.4
0,0
2,2
5.4
0,0
1,9
43
1,8
8,9
10,9
0.8
1,4
9.8
2,2
1,1
21,7
3,0

0,0-33
0,4-2,9
7,7-21,6
0,0-12,0
0,4-12,0
6,6-21,7
0,0-5,0
47-6,5
0,4-43
0,0-0,7
1,0-23,9
43-10,0
0,0-22
0,8-3,6
4,8-10,0
0,0-22
1,1-20,7
33-83
0,0-43
1,9 -36,7
1,9-378
0,0 -3,0
0,7-20,7
0,5-356
04-33
04-19
13,4- 53,0
0,4-3,7

0,841

0,095

0,310

0,008 1P
0,016 HP
0,016 HP
0,016°
0,008
0,421

0,548

0,008 1P
0,008
0,690

1,000

0,008
0,310
0,008 1P
0,008
0,008
0,095

0,032°
0,151
0,016 1P
0,032°
0,421

0,095

0,032°
0,222

0,421
0,151
0,016 HP
0,095
0,151
0,008 HP
0,548
0,008 *
0,151
0,841
0,095
0,008 *
0,690
0,310
0,008 *
0,841
0,095
0,008 *
0,151
0,421
0,310
0,841
0,095
0,421
0,095
0,222
0,095
0,095



FoxP3+
IL-17+
CD62L+
Ki67+
IL-1R+

33,7£9,6
0,6 £0,7

1,6 £0,6

18,9+ 18,9
1,4+1,4

28,3
0,4
1,4
12,5
1,0

25,5-46,3
0,0-1,8
1,3-2,7
7,0-52,3
0,0-3,0

30,4 +27,9
11,8+ 13,9
22,8 +14,7
1,8+2,5
3,2+£2,6

25,6
2,6
24,0
1,1

s

2,2

s

43-743
0,0-273
4,6-43,4
0,0 - 6,0
0,0 - 6,6

21,5+6,7
1,4+1.2
7,0£22
6,6 £9,2
3,014

19,6
1,8
7,6
3,7
33

153-32.2
0,0-2,6

43-10,0
1,1-22,9
0,8 - 4,4

0,548
0,095
0,008
0,008 1P
0,421

0,056
0,310
0,008 ®
0,095
0,095



Tabelle 41 Prozentualer Anteil der verschiedenen T-Zellsubpopulationen in den konvertierten CD4+CD25+CD127- Zellen in der Poststimulation IL-1p (nach Stimulierung
»I1L~-1p% im IL-1p 3 Tage Versuch).

Bei den konvertierten CD4+CD25+CD127- Zellen handelt es sich um Zellen, welche urspriinglich CD4+CD25-CD127- waren und nach dem IL-1p 3 Tage Versuch
CD4+CD25+CD127- geworden sind. Simtliche Werte werden als Mittelwert (Mean) + Standardabweichung (SD) aufgefiihrt. Desweiteren werden der Median und die Minimal-
beziehungsweise Maximalwerte (Min — Max) angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert. Die hochgestellten Buchstaben HP (fiir HD), ' (fiir JIA-Patientinnen) und ® (fiir RA-
Patientinnen) hinter den signifikanten p-Werten geben an, welche der drei Versuchsarme mit den hdheren Rangsummen vergesellschaftet ist.

HD JIA RA p-Wert
Mean+SD Median Min -Max Mean+SD Median Min - Max Mean+SD Median Min - Max HD - JIA HD - RA
CD25+CD127- 7,6 £3,5 5,7 5,1-13,4 10,4+5,2 10,2 5,1-16,1 16,7£9,0 14,6 7.4 - 28,6 0,548 0,056
IL-17+CCR6- 0,2+0,2 0,0 0,0-0,5 4,9+6,6 0,4 0,0 - 13,7 0,5+0,6 0,4 0,0-1,5 0,421 0,548
IL-17+CCR6+ 0,5+0,7 0,2 0,0-1,6 3,7+3,7 2,0 04-78 0,8+0,7 1,0 0,0-1,7 0,056 0,421
IL-17-CCR6+ 11,0+ 12,5 5,1 3,4-33,0 32,2+10,7 26,3 24,0 - 48,6 25,8+ 14,8 25,4 11,0- 42,7 0,056 0,056
FoxP3-+CCR6- 19,0+4,6 20,9 12,6 - 23,3 11,9+6,8 11,0 2,7-21,6 12,4 +6,6 10,2 6,7-22,8 0,095 0,151
FoxP3+CCR6+ 4,2+6,0 1,9 0,4-149 11,8+12,1 4,3 2,7-30,5 5,9+23 6,8 32-85 0,056 0,151
FoxP3-CCR6+ 7,4+6,5 4,1 3,0-18,7 24,2+ 13,1 22,0 14,7 - 46,6 20,8 +12,2 20,3 8,7-342 0,032' 0,032 ®
FoxP3-+IL-10- 22,8+8,9 22,4 14,4 - 36,8 23,3+17,7 17,7 54-514 18,0+4,3 16,9 14,8 - 25,5 0,841 0,690
FoxP3-+IL-10+ 0,2+0,4 0,0 0,0-1,0 0,2+0,4 0,0 0,0-0,8 0,3+0,5 0,0 0,0-1,1 0,690 0,841
FoxP3-IL-10+ 0,6+0,4 0,6 0,0-1,2 0,2+0,4 0,0 0,0-1,0 1,0+1,0 0,7 0,0-2,5 0,222 0,548
FoxP3+IL-17- 229+8)5 22,6 15,3 - 36,5 17,9+ 12,0 16,3 4,7-37,5 17,8 +4,4 15,5 15,3-25,5 0,548 0,421
FoxP3+IL-17+ 0,5+0,6 0,2 0,0-1,6 5,9+6,9 1,0 0,7-14,7 1,0+0,7 1,1 0,0-1,7 0,056 0,421
FoxP3-IL-17+ 0,2+0,2 0,2 0,0-0,5 32+41 2,0 0,0-9,9 0,4+0,7 0,0 0,0-1,7 0,548 0,690
CCR6+IL-10- 11,1 £12,8 5,0 3,4-337 35,4+10,7 32,2 25,0-49,3 253+14,3 25,4 10,9 - 41,6 0,056 0,056
CCR6+IL-10+ 0,3+0,4 0,1 0,0-1,0 0,2+0,4 0,0 0,0-0,8 0,5+0,5 0,8 0,0-1,1 0,421 0,690
CCR6-IL-10+ 0,5+0,4 0,6 0,0-1,0 0,2+0,4 0,0 0,0-1,0 0,8+0,8 0,5 0,0-1,7 0,222 0,690
IL-17+IL-10- 0,6 +0,6 0,4 0,1-1,6 8,9+10,2 3,0 0,7-21,7 1,2+0,8 1,1 0,0-22 0,032 0,310
IL-17+IL-10+ 0,1+0,2 0,0 0,0-0,5 0,1+0,2 0,0 0,0-04 0,2-0,3 0,0 0,0-0,5 0,690 0,841
IL-17-IL-10+ 0,7+0,2 0,6 0,5-1,0 0,5+0,5 0,5 0,0-1,0 1,2-1,1 0,9 0,0-2,5 0,548 0,841
FoxP3+IL-1R- 30,3+9,6 29,7 21,2-45.4 24,0+10,3 23,0 14,0 - 40,2 16,0+ 11,1 11,0 3,9-31,0 0,310 0,151




FoxP3+IL-1R+
FoxP3-IL-1R+
FoxP3+Ki67-
FoxP3+Ki67+
FoxP3-Ki67+
FoxP3+CD62L-
FoxP3+CD62L+
FoxP3-CD62L+
IL-1R+Ki67-
IL-1R+Ki67+
IL-1R-Ki67+
CD62L+IL-1R-
CD62L+IL-1R+
CD62L-IL-1R+
CD62L+Ki67-
CD62L+Ki67+
CD62L-Ki67+
CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCR6-IL-1R+
CCR6+

IL-10+

0,9+0,4
0,3+0,3
234+42
7,9 +£10,5
6,1 £73
30,1 +£9,5
0,8 +£0,2
2,5+1,0
0,9+0,5
0,3+0,2
13,8 +17,8
2,7+1,1
0,4+0,2
0,8+0,4
2,610
0,5+0,3
13,3+17,5
23+1,0
0,8 +0,6
9,3+9,7
9,3+9,5
0,8+0,5
13,1 +£17,6
9,0+£9,2
0,8+0,4
0,3+0,2
11,5+12,5
0,8 +0,3

0,9
0,3
21,2
3,0
3,0
29,0
0,8
2,0
0,9
0,4
5,7
2,6
0,5
1,0
2,4
0,6
5,7
2.4
0,6
6,4
7.4
0,5
5.4
6,9
0,9
0,3
6,3
0.8

0,4-1,5
0,0-0,7
19,9 - 30,3
1,5-26,5
0,5- 18,4
21,7-452
0,5-1,1
1,8-4,1
0,3-1,6
0,0-0,5
1,5-44,8
1,8-4,6
0,0-0,6
0,3-1,1
1,9-4,4
0,0-0,7
1,5-43,9
1,0-3,7
0,2-1,5
2,8-262
2,4-255
0,3-1,6
1,5-43,7
2,7-25,1
0,4-1,4
0,0-0,6
3,4-33,6
0,5-1,2

1,7£2,3
0,9+1,1
24,7+ 11,3
1,0+1,2
1,6 £1,8
15,462
10,0+ 8,1
11,7+6,0
1,8+2,8
0,9+1,3
1,9+2,1
18,4 +£9,6
2,3+3,1
0,6 £0,6
19,6 + 11,8
1,5+1,2
1,2+1,3
10,7+5,2
10,2+ 8,0
17,7 +8,1
26,9+11,5
0,8+0,9
1,8+1,8
25,9+10,0
1,7+2,2
1,2+ 1,4
36,0+ 10,7
0,4+0,5

0,0
0,7
21,3
0,7
1,1
13,2
7,9
11,9
0,8
0,4
0,7
19,6
0,4
0,7
19,7
1,5
0,7
11,0
6,7
18,1
31,0
0,7
1,7
29,5
0,4
0.8
32,6
0,0

0,0-4,7
0,0-2,6
14,0-41,3
0,0-2,8
0,0-4,5
11,1-26,3
0,8-19,5
5,4-20,6
0,0 - 6,6
0,0-32
0,0-4,5
5,4-31,9
0,0-6,9
0,0-1,3
6,2 - 38,0
0,0-3,2
0,0-3,0
2,3-16,1
3,9-23,0
7,5-29,5
11,9 - 40,0
0,0-2,1
0,0-4,5
11,9- 35,4
0,0-5,1
0,0-3,1
26,0 - 49,3
0,0-1,0

1,5+0,8
1,6 +1,2
15,8 +£8,7
1,9+24
1,9+ 1,6
15,6 £9,6
1,8+ 1,5
6,6 £24
2,7£2,0
0,5+0,5
3,4+£3,6
7,3+£2,1
0,6 £0,6
2,5+1,7
7,5+1,9
0,5+0,6
3,1£3,2
6,2+1,9
1,7+£0,8
13,2+9,2
14,1+9,5
0,7+0,9
3,0£3,4
12,1+7,4
2,1+27
1,4+1,5
26,7+ 14,4
1,4+1,2

1,4
1,5
11,8
0,8
2,5
10,1
2,0
6,1
2,7
0,5
3.4
6,5
0,9
2,0
6,7
0,3
2,7
5,4
1,5
11,9
12,7
0,3
1,7
11,3
0,9
0,9
27,1
1,3

0,6-2,6
0,0-3,0
6,6 -27,8
0,0-5,6
0,0 -3,7
6,6 - 29,2
0,0 -3,7
4,0-10,5
0,6-53
0,0-0,9
0,0 - 8,8
5,1-10,5
0,0-14
0,9-53
6,0 - 10,5
0,0-14
0,0-74
4,7-9,2
0,6 - 2,7
2,1-27,6
2,7-28,9
0,0-2,0
0,0-79
1,8-224
0,0 - 6,6
0,0-3,9
12,0- 42,7
0,0 -2,7

0,690
0,421
1,000
0,056
0,222
0,032 1P
0,032
0,008
0,841
0,690
0,032 Hp
0,008
1,000
0,548
0,008
0,095
0,032 10
0,056
0,008
0,151
0,032°
1,000
0,095
0,032°
0,841
0,548
0,056
0,222

0,310
0,095
0,310
0,222
0,310
0,095
0,548
0,016 ®
0,222
0,421
0,151
0,008 ®
0,548
0,056
0,008 ®
1,000
0,222
0,008 ®
0,151
0,421
0,222
0,548
0,222
0,548
1,000
0,095
0,056
0,690



FoxP3+
IL-17+
CD62L+
Ki67+
IL-1R+

23,4+8,8
0,8+0,8
3,1+1,1
13,9+ 17,7
1,1£04

22,8
0,4
2,6
5,7
1,0

15,3-37,1
03-2,1
2,4-5,1
2,0-44,7
0,7-1,6

23,8+£17,9
9,0+ 10,4
20,9+12,2
2,7+20
2,9+3,6

18,1
3,0
20,5
3.8
1,2

s

5,4-52,2
0,7-22,0
6,2 - 39,1
0,0-4,5
0,0 -8,2

18,8 +4,8
1,4+ 1,0
7,9+1,9
3,8+£39
3,4+£20

17,0
1,6
7.4
3,7
3.4

15,5-27,1
0,0-2,8
6,0 - 10,5
0,0-9,3
1,5-6,6

0,841
0,032
0,008 *
0,056
1,000

0,690
0,421
0,008 ®
0,222
0,016 *



Tabelle 42 Prozentualer Anteil der verschiedenen T-Zellsubpopulationen in den konvertierten CD4+CD25+CD127- Zellen in der Poststimulation anti-IL-1 (nach
Stimulierung ,,anti-IL-1p* im IL-1p 3 Tage Versuch).

Bei den konvertierten CD4+CD25+CD127- Zellen handelt es sich um Zellen, welche urspriinglich CD4+CD25-CD127- waren und nach dem IL-1p 3 Tage Versuch
CD4+CD25+CD127- geworden sind. Simtliche Werte werden als Mittelwert (Mean) + Standardabweichung (SD) aufgefiihrt. Desweiteren werden der Median und die Minimal-
beziehungsweise Maximalwerte (Min — Max) angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert. Die hochgestellten Buchstaben HP (fiir HD), ' (fiir JIA-Patientinnen) und ® (fiir RA-
Patientinnen) hinter den signifikanten p-Werten geben an, welche der drei Versuchsarme mit den hdheren Rangsummen vergesellschaftet ist.

HD JIA RA p-Wert

Mean+SD Median  Min -Max Mean+SD Median Min - Max Mean+SD Median Min - Max HD - JIA HD - RA
CD25+CD127- 9,2+5,7 7,0 4,9 -19,1 9,6 6,8 8,1 3,1-18,6 18,5+12,9 16,0 6,6 - 39,1 0,841 0,222
IL-17+CCR6- 0,9+ 1,0 0,4 0,0-24 4,9+5,8 1,9 0,9 - 14,6 1,0+ 1,0 0,4 0,0-23 0,151 0,841
IL-17+CCR6+ 0,3+0,4 0,0 0,0-1,0 3,6+4,5 0,9 0,0-8,9 0,6 £0,7 0,4 0,0-1,5 0,421 0,421
IL-17-CCR6+ 8,5+11,2 4,3 1,2-28,4 30,8 £ 15,3 26,1 15,1 - 48,8 23,3+12,4 18,5 10,4 - 41,9 0,056 0,056
FoxP3-+CCR6- 28,0+4,5 27,5 22,0- 34,6 12,2+5,1 11,3 5,6-17,6 14,9 +4,5 15,9 8,1-19,7 0,008 Hp 0,008 Hp
FoxP3+CCR6+ 3,8+6,2 1,4 0,0 - 14,8 14,0 £ 15,7 5,6 1,9-38,7 6,0+28 53 3,3-10,1 0,095 0,151
FoxP3-CCR6+ 49+54 2,9 1,2-14,5 20,4+11,2 15,7 13,2-40,2 17,9+ 10,0 15,6 7,9 -343 0,016 0,032 ®
FoxP3-+IL-10- 31,1 +£7,3 29,0 22,6 - 41,0 25,9+19,9 13,2 11,2- 56,2 20,3+4,4 20,6 15,7 - 26,0 0,548 0,032 Hp
FoxP3-+IL-10+ 0,6 0,7 0,4 0,0-1,8 0,2+0,3 0,0 0,0-0,6 0,6+1,0 0,0 0,0-23 0,421 0,548
FoxP3-IL-10+ 0,2+0,3 0,0 0,0-0,7 0,3+0,4 0,0 0,0-0,9 0,7+0,4 0,8 04-13 0,841 0,032 ®
FoxP3+IL-17- 31,0+ 7,5 27,5 23,2-41.3 20,2+ 14,2 13,0 10,3 - 44,1 20,3+4,4 20,6 15,7 - 26,0 0,151 0,016 Hp
FoxP3+IL-17+ 0,9+1,0 0,4 0,0-2,4 6,3+7,5 1,9 0,0 -15,8 0,7+1,0 0,4 0,0-23 0,310 0,690
FoxP3-IL-17+ 0,3+0,4 0,0 0,0-0,7 2,634 1,1 0,0-8,5 1,2+1,2 1,1 0,0-24 0,056 0,310
CCR6+IL-10- 82+11,4 3.8 0,6 - 28,4 33,4+ 18,0 33,6 13,2- 56,6 229+123 17,8 10,9 - 41,9 0,032 0,095
CCR6+IL-10+ 0,2+0,2 0,3 0,0-0,4 0,3+0,5 0,0 0,0-0,9 0,9+0,9 0,5 0,0-2,3 1,000 0,095
CCR6-IL-10+ 0,6 +0,7 0,5 0,0-1,8 0,1+0,2 0,0 0,0-0,5 0,4+0,4 0,4 0,0-0,8 0,310 1,000
IL-17+IL-10- 0,8+0,4 0,7 0,4-1,4 8,7+10,1 1,9 1,1-235 1,5+1,4 1,1 0,0-3,1 0,016 0,690
IL-17+IL-10+ 0,4+0,8 0,0 0,0-1,8 0,2+0,4 0,0 0,0-0,8 0,4+0,6 0,0 0,0-1,5 0,841 0,841
IL-17-IL-10+ 0,4+0,5 0,4 0,0-1,0 0,3+0,4 0,2 0,0-0,9 1,2+0,7 1,0 0,4-22 0,841 0,151
FoxP3+IL-1R- 34,8+ 12,1 34,0 21,5-53,4 19,6 £ 12,4 19,1 5,6 -39,0 18,6 £6,2 16,7 13,3-29,2 0,095 0,032 Hp




FoxP3+IL-1R+
FoxP3-IL-1R+
FoxP3+Ki67-
FoxP3+Ki67+
FoxP3-Ki67+
FoxP3+CD62L-
FoxP3+CD62L+
FoxP3-CD62L+
IL-1R+Ki67-
IL-1R+Ki67+
IL-1R-Ki67+
CD62L+IL-1R-
CD62L+IL-1R+
CD62L-IL-1R+
CD62L+Ki67-
CD62L+Ki67+
CD62L-Ki67+
CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCR6-IL-1R+
CCR6+

IL-10+

0,6 £0,5
0,6 £0,4
23,7+8,0
11,8+ 16,3
7,7+17,3
33,8+ 12,5
1,2+0,7
1,6 £0,7
1,0£0,7
0,3+0,4
19,5+ 23,0
23+1,1
0,4+0,4
0,9+0,7
22+14
0,5+0,2
18,9 +23,3
2,0+0,7
0,7+0,6
6,3+6,4
6,2+6,3
0,7+0,9
18,7+23,0
5,8+6,3
0,8+0,5
0,5+0,1
8,7+ 11,6
0,8+0,7

0,5
0,5
20,4
52
4.4
32,6
1,1
1,7
0,8
0,1
10,0
2,0
0,4
1,0
1,6
0,5
9,4
1.8
0,6
4,6
4,6
0,1
7,7
4,1
0,9
0,5
43
0.8

0,0-1,2
0,2-1,0
13,9-33,5
1,6 - 40,8
2,1-19,7
19,9 - 53,2
0,5-2,1
0,7-2,5
0,4-2,1
0,0-0,8
4,2-59,8
1,4-4,0
0,0-1,0
0,0-1,7
1,0-42
0,2-0,7
3,1-59,6
1,2-29
0,0-1,5
1,3-17,5
1,4-17,1
0,0-1,9
3,7-59,0
1,3-16,9
0,1-1,5
0,3-0,7
1,2-29,4
0,0-1,8

12+1,7
1,0+ 1,4
20,7+ 13,3
0,3+0,7
12+ 1,6
12,5492
78+7,0
11,454
22422
0,0£0,1
1,4+2,0
16,8 + 8,4
12424
1,0+ 1,4
17,8 + 10,1
0,2+0,3
13+1,8
10,8+5,5
72465
20,9+ 12,8
27,7+ 14,3
03+0,5
12+ 1,5
26,9+ 13,3
L1+13
12+ 1,1
34,4+ 17,7
0,5+0,5

0,8
0,4
20,6
0,0
0,2
11,9
55
10,5
1,2
0,0
0,0
20,6
0,0
0,8
20,2
0,0
0,0
9,5
3,6
15,1
31,2
0,0
0,2
28,5
0,4
1,0
35,0
0,5

0,0-42
0,0-33
5,6-41,0
0,0- 1,6
0,0-3,6
2,2-25,7
1,2-17,0
6,0 - 18,0
0,0-54
0,0-0,2
0,0-3,6
7,1-26,4
0,0-5,5
0,0-3,3
7,1-31,9
0,0-0,8
0,0-3,6
56-174
1,2-16,4
9,5-41,1
12,6 - 44,4
0,0-12
0,0-32
12,3-42.2
0,0-2,7
0,0-3,1
15,1-57,0
0,0- 1,0

0,9+0,5
L,L0+1,1
17,2+3,6
25+29
2,8+£2,6
17,1+ 4,4
20£1,6
52421
1,8+1,3
0,2+0,3
52+5,5
6,3+2,8
0,6 £0,6
1,5+1,6
6,6 3,1
0,3+£0,6
46=+5,1
48=+1,5
2,1+£1,9
13,5+7,6
144+79
1,2+1,1
4,0+438
14,3 +38,3
0,8+0,9
1,3+13
24,0+11,8
1,3+1,1

0,8
0,5
17,3
1,6
2.3
15,9
1,2
6,0
1,1
0,0
4.4
6,0
03
0,8
6,2
0,0
3,5
4,6
1,6
14,2
17,0
1,6
2,6
17,9
0,5
0,9
18,9
1.3

0,5-1,7
0,0-2,8
13,1-22,6
0,0-75
0,0-6,6
12,9-24,5
0,7-47
2,4-72
0,7-3,6
0,0-0,6
0,0 - 14,2
3,0- 10,4
0,0-1,5
0,0 - 4,0
32-113
0,0-1,4
0,0-13,2
2,7-6,6
04-4,7
1,2-20,5
1,2-22,1
0,0-23
0,0-123
04-21,4
0,0-2,4
0,5-3,6
11,7- 41,9
0,4-3,1

1,000
1,000
0,841
0,008 HP
0,032 HD
0,016 HP
0,032
0,008’
0,310
0,310
0,008 HP
0,008’
0,690
0,690
0,008’
0,151
0,016 HP
0,008’
0,016’
0,056
0,032
0,548
0,008 HP
0,032
0,841
0,151
0,032
0,690

0,421
0,841
0,222
0,151
0,222
0,016 H»
0,310
0,016 ®
0,222
0,690
0,151
0,016 ®
0,841
0,690
0,016 ®
0,151
0,151
0,016 ®
0,222
0,310
0,310
0,548
0,056
0,222
0,548
0,056
0,095
0,548



FoxP3+
IL-17+
CD62L+
Ki67+
IL-1R+

319+72
1,2+0,8
2,7+1,3
19,4 +23.4
1,3+0,6

29,0
0,9
2,0
9,6
1,5

23,2-416
0,4-24
1,5-44
3,7-60,3
0,4-2,1

26,5 +20,3
8,9+10,5

18,0+ 10,2
1,5+1,9
2,3+23

13,2
1,9

20,9
0,2
1,2

11,2- 57,0
1,1-243
7,2-32,1
0,0-3,6
0,0-5,8

21,0+4,7
1,9+2,0
6,9+3,3
51+55
2,1£1,5

22,9
11
6,2
48
1,2

15,7-26,4
0,0-4,6

32-11,3
0,0-14,2
0,9-4,0

0,548
0,095
0,008 *
0,008 Hp
0,841

0,032 HD
0,841
0,032 ®
0,151
0,690



Tabelle 43 Prozentualer Anteil der verschiedenen T-Zellsubpopulationen in den konvertierten CD4+CD25+CD127- Zellen in der Poststimulation anti-IL-1RI (nach
Stimulierung ,,RI“ im IL-1p 3 Tage Versuch).

Bei den konvertierten CD4+CD25+CD127- Zellen handelt es sich um Zellen, welche urspriinglich CD4+CD25-CD127- waren und nach dem IL-1p 3 Tage Versuch
CD4+CD25+CD127- geworden sind. Simtliche Werte werden als Mittelwert (Mean) + Standardabweichung (SD) aufgefiihrt. Desweiteren werden der Median und die Minimal-
beziehungsweise Maximalwerte (Min — Max) angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert. Die hochgestellten Buchstaben HP (fiir HD), ' (fiir JIA-Patientinnen) und ® (fiir RA-
Patientinnen) hinter den signifikanten p-Werten geben an, welche der drei Versuchsarme mit den hdheren Rangsummen vergesellschaftet ist.

HD JIA RA p-Wert

Mean+SD Median  Min -Max Mean+SD Median Min - Max Mean+SD Median Min - Max HD - JIA HD - RA
CD25+CD127- 10,0£7,0 6,6 5,7-22,2 9,7+ 6,3 10,4 3,7-19,3 17,2+9,2 15,3 6,7-31,5 1,000 0,151
IL-17+CCR6- 0,2+0,3 0,1 0,0 -0,7 3,1+4,7 0,9 0,0-11,4 0,6 £0,5 0,4 0,0-1,2 0,095 0,310
IL-17+CCR6+ 0,3+0,5 0,0 0,0-1,2 3,1+43 0,9 0,0-9,9 0,8+0,3 0,8 0,4-1,1 0,421 0,151
IL-17-CCR6+ 12,6 £11,9 8,8 1,5-273 30,3+£16,3 22,9 12,6 - 50,0 18,8 £12,6 16,5 6,4 -38,4 0,222 0,548
FoxP3-+CCR6- 32,2+9,2 28,2 23,0-42,4 13,3+10,2 12,4 1,8-29,7 13,7+ 6,1 14,0 4,7-21,8 0,056 0,008 Hp
FoxP3+CCR6+ 5,1+4,5 5,9 0,5-11,4 12,4+15,2 4,4 1,8 -38,1 5,1+31 4,2 1,4-9,6 0,548 1,000
FoxP3-CCR6+ 7,9+7,8 4,1 1,0-16,4 21,0+ 13,9 17,5 8,2-44,2 14,3+9,7 12,5 5,9-29,5 0,095 0,222
FoxP3-+IL-10- 36,9+ 8,0 37,1 28,7-47,6 25,5+ 18,1 26,9 3,5-50,0 18,2+17,3 21,8 5,7-23,7 0,310 0,008 Hp
FoxP3-+IL-10+ 0,3+0,5 0,0 0,0-1,1 0,1+0,2 0,0 0,0-0,5 0,6+1,0 0,4 0,0-23 0,548 0,841
FoxP3-IL-10+ 0,9+1,1 0,6 0,0-2,7 0,4+0,4 0,3 0,0-0,9 0,8+0,9 0,7 0,0-24 0,690 1,000
FoxP3+IL-17- 36,9 +8,1 36,7 28,7-47,6 21,4+ 15,1 17,6 2,7-39,6 18,3+7,6 21,5 5,6-24,8 0,151 0,008 Hp
FoxP3+IL-17+ 0,4+0,5 0,4 0,0-1,2 4,6 +£5,6 0,9 0,0-10,9 0,6+0,3 0,6 04-1,1 0,222 0,421
FoxP3-IL-17+ 0,1+0,2 0,1 0,0-0,4 2,0+31 0,9 0,0-7,3 0,8+0,6 0,7 0,0-1,6 0,421 0,095
CCR6+IL-10- 12,7+11,9 9,4 1,5-273 32,4+20,0 27,8 11,6 - 59,9 18,4+12,3 16,2 6,4-373 0,095 0,548
CCR6+IL-10+ 0,2+0,3 0,1 0,0-0,6 0,2+0,4 0,0 0,0-0,8 0,7+0,4 0,7 0,0-1,1 0,548 0,095
CCR6-IL-10+ 1,0+ 1,1 0,6 0,0-2,3 0,3+0,4 0,3 0,0-0,9 0,8+0,7 0,4 0,0-1,6 0,548 0,841
IL-17+IL-10- 0,4+0,4 0,6 0,0-0,8 6,5+ 8,0 1,8 0,0-17,6 1,3+0,4 L5 0,7-1,7 0,222 0,016 ®
IL-17+IL-10+ 0,1+0,3 0,0 0,0-0,6 0,1+0,2 0,0 0,0-0,5 0,1+0,2 0,0 0,0-0,5 1,000 1,000
IL-17-IL-10+ 1,5+1,2 1,6 0,0-2,7 0,5+0,5 0,8 0,0-1,0 1,8+ 1,5 1,8 0,0-3,8 0,310 0,548
FoxP3+IL-1R- 423+11,6 42,5 31,0- 58,0 258+17,5 253 2,8-51,8 13,4+3,0 12,7 9,6 -17,7 0,095 0,008 Hp




FoxP3+IL-1R+
FoxP3-IL-1R+
FoxP3+Ki67-
FoxP3+Ki67+
FoxP3-Ki67+
FoxP3+CD62L-
FoxP3+CD62L+
FoxP3-CD62L+
IL-1R+Ki67-
IL-1R+Ki67+
IL-1R-Ki67+
CD62L+IL-1R-
CD62L+IL-1R+
CD62L-IL-1R+
CD62L+Ki67-
CD62L+Ki67+
CD62L-Ki67+
CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCR6-IL-1R+
CCR6+

IL-10+

0,6+1,0
0,1+0,1
31,1 +10,1
12,0+ 14,0
6,0 £4,5
41,7+12,2
1,0+ 1,1
1,7+0,7
0,6 £0,9
0,1+0,1
18,2+ 18,2
2,1+ 1,4
0,1+£0,1
0,7+0,9
2,0+1,3
0,2+0,3
17,6 £18,0
1,3+1,1
0,8 +0,7
8,2+9,7
8,4+9,3
0,6 1,0
17,3+ 18,3
8,5+10,0
0,4+0,5
0,4+0,5
12,9+11,9
1,2+1,1

0,2
0,2
26,9
5,8
5,1
39,4
0,8
1,6
0,2
0,2
9,8
1,5
0,0
0,2
1,3
0,2
9,4
1,4
0,6
4,3
4,7
0,2
9,4
4,7
0,3
0,2
10,0
0,6

0,0-2,3
0,0-0,3
21,5-453
43-36,9
2,3-13,7
30,0 - 57,3
0,0-2,7
0,8-2,5
0,0-23
0,0-0,2
8,4 -50,6
1,1-4,5
0,0-0,3
0,0-2.3
1,1-43
0,0-0,5
7,9 - 49,7
0,0-2,9
0,2-18
3,0-256
2,7-24,9
0,0-2.3
6,3 -49,7
3,0-26,3
0,0-12
0,0-12
1,5-27,7
0,0-2,7

1,3+1,7
0,8+1,1
26,5+ 17,5
0,8+0,8
0,5+0,6
16,3+ 11,8
10,6 +£9,0
11,8+72
1,8+2,6
0,4+0,9
1,0+ 1,0
19,8 £ 10,7
1,1+1,7
1,2+1,4
20,8 +12,3
0,2+0,5
1,0+1,1
12,2+4,1
8,8+10,0
23,8+10,4
32,3+ 13,6
0,2+0,4
1,1+1,2
31,0+ 13,0
0,9+1,2
1,4+2,0
33,4+19.3
0,5+0,4

0,7
0,0
25,7
0,7
0,0
19,5
8,0
9,2
0,7
0,0
1,2
16,1
0,0
0,7
16,1
0,0
0,7
12,6
3.4
18,9
38,3
0,0
0,7
37,4
0,7
0,0
27.8
0,5

0,0-3,9
0,0-2,4
2,8-522
0,0-2,0
0,0-1,2
2,8-32,0
0,0 - 20,9
5,1-23,8
0,0-6,3
0,0-2,0
0,0-23
8,4-36,9
0,0-39
0,0-29
8,4-40,8
0,0-1,2
0,0-23
7,5-17,5
0,9-233
12,6 - 37,4
16,1 - 45,5
0,0-0,8
0,0-24
16,1 - 44,7
0,0-29
0,0-39
12,6 - 59,9
0,0-0,9

0,4+0,6
1,1+£0,5
12,1+ 1,6
19+25
1,5+1,9
12,2428
1,4+1,0
54+1,6
1,0+0,4
0,5+0,8
3,0£3,9
5,6£1,6
0,7+1,0
0,9+0,6
55+1,8
0,8+0,9
2,5+£3,5
45+14
1,8+ 1,6
13,7+ 12,1
143+12,4
1,2+1,5
2,1+3,0
14,5+ 11,7
1,0£0,7
0,6 0,4
19,6 £ 12,7
1,5+1,1

0,0
0,9
12,7
1,3
0,6
11,5
0,9
5,5
0,9
0,0
1,9
6,1
0,0
0,6
5,9
0,6
1,3
42
1,3
8,1
8,8
0,6
1,3
9,9
1,3
0,6
16,9
1,1

0,0-1,1
0,6-1,7
9,6 -13,9
0,0-6,1
0,0-44
8,7-16,0
0,6 -2,8
3,8-7,7
0,6 - 1,6
0,0-1,7
0,0-9.4
3,8-7,7
0,0-22
0,6 -1,9
32-77
0,0-22
0,0-83
2,5-6,1
0,0-3,9
1,4-31,8
1,4-328
0,0-33
0,0-72
1,4-31,5
0,0-1,7
0,0-1,1
7,3-39,5
0,0 -2,7

0,841
1,000
0,841
0,008 HP
0,008 HP
0,032 HD
0,095
0,008’
0,841
0,548
0,008 HP
0,008’
0,690
0,690
0,008’
0,548
0,008 HP
0,008’
0,056
0,056
0,032
0,421
0,008 HP
0,032
0,690
1,000
0,095
0,421

0,548
0,008 ®
0,008 HD
0,056
0,056
0,008 1D
0,548
0,008 *
0,151
1,000
0,032 1o
0,032
0,690
0,421
0,032
0,421
0,032 1D
0,016 *
0,421
0,421
0,421
0,690
0,016 Hv
0,421
0,151
0,690
0,421
0,690



FoxP3+
IL-17+
CD62L+
Ki67+
IL-1R+

37,4+8,6
0,6 £0,5
22+14
17,9+ 18,2
0,8+£0,9

37,1
0,7
1,6
9,6
0,5

28,7-488
0,0-1,2
1,2-4,7

8,1-503
0,0-2,4

26,0 £ 18,3
6,7 +8,2
21,0+ 12,3
1,2+1,4
2,3+3,0

28,2
1,8
16,0
0,7
0,7

3,6-50,5
0,0-17,9
8,4 -40,8
0,0-32
0,0 -6,8

18,9+7,6
1,4+0,6
6,3+2,5
3,4+44
1,6 +0,9

21,9
1,5
6,5
1,9
1,7

6,2-259
0,7-2,2
3,8-10,0
0,0-10,5
0,6-2,8

0,310

0,310
0,008 *
0,008 Hp

0,690

0,008 Hp
0,056
0,032 ®
0,056
0,151



Tabelle 44 Prozentualer Anteil der verschiedenen T-Zellsubpopulationen in den CD4+CD25-CD127- Zellen in der Poststimulation Unstimuliert (nach Stimulierung
wUnstimuliert im IL-1p 3 Tage Versuch).

Samtliche Werte werden als Mittelwert (Mean) =+ Standardabweichung (SD) aufgefiihrt. Desweiteren werden der Median und die Minimal- beziechungsweise Maximalwerte (Min — Max)
angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert. Die hochgestellten Buchstaben "P (fiir HD),  (fiir JIA-Patientinnen) und ® (fiir RA-Patientinnen) hinter den signifikanten p-Werten
geben an, welche der drei Versuchsarme mit den hoheren Rangsummen vergesellschaftet ist.

HD JIA RA p-Wert
Mean+SD Median Min -Max Mean+SD Median Min - Max Mean+SD Median Min - Max HD - JIA HD - RA
CD25-CD127- 87,4+ 8,4 91,0 72,6 - 92,7 86,3 +£9,7 88,6 72,0 - 95,8 83,2+9,1 84,2 70,6 - 94,4 1,000 0,421
IL-17+CCR6- 0,1+0,2 0,1 0,0-0,5 0,1+0,1 0,1 0,0-0,3 0,1+0,2 0,1 0,0-0,5 1,000 1,000
IL-17+CCR6+ 0,0+0,1 0,0 0,0-0,1 0,1+0,1 0,0 0,0-0,3 0,0+0,1 0,0 0,0-0,1 0,690 1,000
IL-17-CCR6+ 8,1+ 14,3 1,7 1,5-33,7 30,0+ 15,5 29,3 14,2 - 458 12,3+£13,6 7,3 2,7-35,6 0,056 0,095
FoxP3+CCR6- 4,0+5,0 1,8 1,5-12,9 1,5+24 0,7 0,0-5,8 2,7+24 1,7 0,5-6,6 0,095 0,548
FoxP3+CCR6+ 0,5+0,6 0,2 0,1-1,4 5,0+7,7 0,5 0,0-17,8 0,7+0,5 0,8 0,1-1,2 0,841 0,548
FoxP3-CCR6+ 7,7+13,9 1,5 1,4-325 252+12,9 22,8 14,3 - 45,8 11,8 +13,3 6,5 2,8-34,6 0,095 0,095
FoxP3-+IL-10- 43+45 2,3 1,8-12,2 6,5+9,9 1,5 0,1-233 3,4+26 2,9 0,6 -7,5 0,548 0,841
FoxP3-+IL-10+ 0,2+0,5 0,0 0,0-1,2 0,1+0,1 0,0 0,0-0,3 0,1+0,1 0,0 0,0-0,2 0,841 0,841
FoxP3-IL-10+ 1,3+1,9 0,5 0,2-4,7 0,4+0,4 0,4 0,1-0,8 1,614 0,8 0,4-3,1 0,548 0,548
FoxP3+IL-17- 4,3+438 2,1 1,8-12,9 6,4+9,6 1,5 0,1-22,7 3,3+2,6 2,9 0,6 -7,5 0,548 0,690
FoxP3+IL-17+ 0,0+0,1 0,0 0,0-0,2 0,1+0,2 0,0 0,0-0,5 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 0,690 0,690
FoxP3-IL-17+ 0,1+0,2 0,1 0,0-0,4 0,2+0,1 0,2 0,1-0,4 0,2+0,2 0,2 0,0-0,5 0,310 0,548
CCR6+IL-10- 6,9+ 12,5 1,4 1,2-29,2 26,4+15,0 26,5 11,2- 41,8 10,2+11,4 5.8 1,9-29,5 0,056 0,095
CCR6+IL-10+ 0,1+0,1 0,0 0,0-0,2 0,2+0,2 0,1 0,0-0,5 0,1+0,1 0,0 0,0-0,2 0,310 1,000
CCR6-IL-10+ 1,5+2,5 0,4 0,2-5,9 0,4+0,3 0,3 0,0-0,7 1,6+1,5 0,8 0,3-33 0,548 0,548
IL-17+IL-10- 0,1+0,2 0,1 0,0-0,5 0,2+0,2 0,1 0,0-0,5 0,2+0,2 0,1 0,0-04 0,841 0,690
IL-17+IL-10+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,1 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 0,690 0,690
IL-17-IL-10+ 1,6 +£2,5 0,6 0,2-6,0 0,5+0,5 0,4 0,1-1,2 1,7+ 1,6 0,8 0,4-35 0,548 0,548
FoxP3+IL-1R- 3,7+2.4 33 1,6 -7,5 1,6 1,8 0,7 0,7-4,8 1,7+ 1,5 1,4 0,3-4,0 0,095 0,151
FoxP3+IL-1R+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,1 0,0+0,0 0,0 0,0-0,1 0,0+0,0 0,0 0,0-0,1 1,000 1,000



FoxP3-IL-1R+
FoxP3+Ki67-
FoxP3+Ki67+
FoxP3-Ki67+
FoxP3+CD62L-
FoxP3+CD62L+
FoxP3-CD62L+
IL-1R+Ki67-
IL-1R+Ki67+
IL-1R-Ki67+
CD62L+IL-1R-
CD62LA+IL-1R+
CD62L-IL-1R+
CD62L+Ki67-
CD62L+Ki67+
CD62L-Ki67+
CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCR6-IL-1R+
CCR6+
IL-10+

FoxP3+

0,1+0,1
3,0+1,3
0,7+1,3
34+5,0
3,624
0,0+0,0
0,5+0,2
0,1 £0,1
0,0£0,0
4,0+6,2
0,5+0,2
0,0£0,0
0,1+£0,1
0,5+0,2
0,0+£0,0
4,1+6,3
0,5+0,2
0,0+0,1
5,3+£9,6
5,1£94
0,1+£0,1
4,0+6,2
52+9,4
0,0+0,1
0,1+£0,1
8,1+144
1,5+2,5
44449

0,0
2,9
0,2
1,3
3,1
0,0
0,6
0,0
0,0
1,3
0,5
0,0
0,0
0,5
0,0
1,3
0,5
0,0
1,1
1,1
0,0
1,3
1,1
0,0
0,0
1,7
0,5
2,1

0,0-0,2

1,6 -4,4
0,0-3,0
0,7-12,4
1,6 - 7,4
0,0-0,0
0,3-0,7
0,0-0,2

0,0-0,1

0,9 -15,2
0,2-0,7
0,0-0,0
0,0-0,3

0,2-0,7
0,0-0,0
1,0-15,3
0,2-0,7
0,0-0,2
0,7-22,5
0,6 - 21,9
0,0-0,3

0,7 - 15,0
0,7-22,1
0,0-0,2
0,0-0,3

1,5-33,8
0,2-59
1,8-13,1

0,1 £0,1
1,5+ 1,8
0,0 £ 0,0
0,240,
13415
0,240,
6,2 + 4,0
0,1 £0,1
0,0 £ 0,0
0,2+0,2
59+35
0,0£0,1
0,1 0,1
6,0 3,6
0,0 £ 0,0
0,2+0,2
31+1,6
3,1+3,6
19,0+ 8,3
21,6+9,7
0,1+0,1
0,102
21,7+9,6
0,1+0,1
0,1+0,1
30,1+ 15,6
0,5+0,5
6,5+9,8

0,1
0,7
0,0
0,2
0,6
0,2
3,9
0,0
0,0
0,2
3,6
0,0
0,1
3,6
0,0
0,2
2,7
2,0
19,0
20,3
0,0
0,0
20,4
0,0
0,1
29,5
0,4
1,5

0,0-0,2
0,6 -4,7
0,0-0,1
0,0-0,5
0,5-4,0
0,0-0,6
3,5-12,7
0,0-0,3
0,0-0,1
0,0-04
3,5-11,5
0,0-0,2
0,0-0,1
3,6-11,8
0,0-0,0
0,0-0,5
1,4-57
0,7-9,4
9,4-32,0
9,6 - 34,2
0,0-0,2
0,0-0,5
9,7-34,2
0,0-0,3
0,0-0,1
14,2 - 45,9
0,1-1,1
0,1-23,2

0,2+02
1,6+ 1,4
0,0+0,1
1,0+ 1,5
1,5+ 1,4
0,1 0,1
34421
02+02
0,0£0,1
09+1,4
33420
0,0 = 0,0
02+02
33+2,1
0,0 = 0,0
1,0£1,5
3,0+2,1
0,3+0,3
8,6+ 10,0
8,6+ 10,0
0,1 40,2
0,8+1,3
8,7+10,1
0,1+0,1
02+0,1
12,4+ 13,7
1,615
33426

0,2
1,2
0,0
0,3
14
0,1
2,6
0,2
0,0
0,3
2,6
0,0
0,2
2,6
0,0
03
2,0
03
42
3,9
0,1
03
42
0,1
0,2
73
0.8
2,9

0,0-0,4
0,2-38
0,0-0,2
0,2-3,6
0,2-3.,6
0,0-0,2
0,9-63
0,0-0,4
0,0-0,1
0,2-34
0,9-58
0,0 - 0,0
0,0-0,5
0,7-59
0,0-0,1
0,2-3,6
0,7-57
0,0-0,8
0,0 - 25,0
0,0 - 25,1
0,0-0,4
0,1-3,1
0,0 - 25,4
0,0-0,2
0,0-0,4
2,7-35,7
04-33
0,6-75

1,000
0,151
0,222
0,008 HP
0,056
0,032
0,008’
1,000
1,000
0,008 HP
0,008’
0,690
1,000
0,008’
1,000
0,008 HP
0,008’
0,008’
0,095
0,056
0,841
0,008 HP
0,056
1,000
0,548
0,056
0,548
0,548

0,151

0,151

0,222

0,095

0,151
0,032 *
0,008 *
0,222

0,690

0,095
0,008 *
1,000

0,310
0,016 *
0,690

0,095
0,008 *
0,056

0,421

0,421

0,690

0,095

0,421

0,421

0,222

0,095

0,548

0,690



IL-17+
CD62L+
Ki67+
IL-1R+

0,2+0,2
0,5+0,2
4,1+6,2
0,1+0,1

0,1
0,6
1,3
0,0

0,0-0,6
0,2-0,7
1,0-15,2
0,0-0,3

0,3+0,3
6,2+3,6
0,2+0,2
0,1+0,2

0,2
3,9
0,2
0,1

0,1-0,8
3,7-12,0
0,0-0,5
0,0-0,4

0,2+0,2
3,3+2,0
0,9+1,4
0,3+0,2

0,2
2,6
0,3
0,2

0,0-0,5
0,9-6,0
0,2-3,5
0,0-0,5

0,310
0,008 *
0,008 Hp
0,841

0,690
0,008 ®
0,095
0,222



Tabelle 45 Prozentualer Anteil der verschiedenen T-Zellsubpopulationen in den CD4+CD25-CD127- Zellen in der Poststimulation IL-1f (nach Stimulierung ,,IL-1$* im IL-1p
3 Tage Versuch).

Samtliche Werte werden als Mittelwert (Mean) =+ Standardabweichung (SD) aufgefiihrt. Desweiteren werden der Median und die Minimal- beziehungsweise Maximalwerte (Min — Max)
angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert. Die hochgestellten Buchstaben "P (fiir HD), * (fiir JIA-Patientinnen) und ® (fiir RA-Patientinnen) hinter den signifikanten p-Werten
geben an, welche der drei Versuchsarme mit den hoheren Rangsummen vergesellschaftet ist.

HD JIA RA p-Wert
Mean+SD Median Min -Max Mean+SD Median Min - Max Mean+SD Median Min - Max HD - JIA HD - RA
CD25-CD127- 922+34 94,1 86,5 - 94,8 89,1 +£5,2 89,2 83,4-945 82,5+94 85,0 70,2-92,2 0,310 0,056
IL-17+CCR6- 0,1+0,1 0,1 0,0-0,1 0,0+0,1 0,0 0,0-0,1 0,3+0,2 0,3 0,0-0,6 0,690 0,151
IL-17+CCR6+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 0,1+0,1 0,0 0,0-0,2 1,000 0,310
IL-17-CCR6+ 4,7+17,5 1,6 0,9 - 18,1 19,3£8,9 16,7 11,2- 29,6 14,7+10,9 19,7 2,9 - 26,6 0,056 0,032 ®
FoxP3+CCR6- 1,2+0,5 1,2 0,6 -1,9 0,6 +0,4 0,6 0,1-1,1 2,4+23 1,4 0,9 -6,5 0,056 0,421
FoxP3+CCR6+ 0,2+0,2 0,1 0,1-0,6 2,0+2,6 0,1 0,0-5,0 0,7+0,8 0,4 0,1-2,1 0,841 0,151
FoxP3-CCR6+ 4,6+73 1,5 0,8-17,6 17,6 + 8,4 12,3 11,3-29,6 14,1 £10,6 17,8 2,8-26,2 0,056 0,032 ®
FoxP3-+IL-10- 1,3+0,5 1,5 0,7-1,9 2,5+29 0,7 0,1-6,0 3,0+3,0 1,7 1,5-84 0,690 0,222
FoxP3-+IL-10+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 0,1+0,1 0,0 0,0-0,2 1,000 0,310
FoxP3-IL-10+ 0,3+0,2 0,3 0,1-0,6 0,3+0,2 0,3 0,1-0,4 1,8+2,1 1,5 0,2-53 0,690 0,222
FoxP3+IL-17- 1,3+0,5 1,5 0,7-1,8 2,4+2.8 0,7 0,2-5,8 3,0+3,0 1,7 1,6 -83 0,690 0,151
FoxP3+IL-17+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 0,0+0,1 0,0 0,0-0,1 1,000 0,310
FoxP3-IL-17+ 0,1+0,0 0,1 0,1-0,2 0,1+0,1 0,1 0,0-0,2 0,3+0,3 0,3 0,0-0,8 0,421 0,421
CCR6+IL-10- 39+6,4 1,3 0,6 - 15,4 16,2 +8,7 14,1 8,1-26,9 12,0+9,2 16,2 1,9-21,7 0,056 0,032 ®
CCR6+IL-10+ 0,0+0,1 0,0 0,0-0,1 0,1+0,1 0,0 0,0-0,2 0,2+0,3 0,1 0,0-0,7 0,841 0,151
CCR6-IL-10+ 0,3+0,1 0,3 0,2-0,5 0,2+0,1 0,2 0,1-0,4 1,7+2,0 1,4 0,2-5,1 0,421 0,151
IL-17+IL-10- 0,1+0,1 0,1 0,0-0,1 0,0+0,1 0,0 0,0-0,1 0,2+0,3 0,1 0,0-0,7 0,690 0,548
IL-17+IL-10+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 1,000 1,000
IL-17-IL-10+ 0,3+0,2 0,3 0,2-0,6 0,3+0,2 0,3 0,1-0,5 1,9+22 L5 0,3-5,8 0,690 0,095
FoxP3+IL-1R- 2,9+3,1 2,2 0,7-8,3 1,3+1,1 1,0 0,1-2,5 4,2+4,6 1,4 0,7-11,3 0,421 0,841
FoxP3+IL-1R+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 0,0+0,1 0,0 0,0-0,1 0,1+0,1 0,1 0,0-0,1 0,310 0,151



FoxP3-IL-1R+
FoxP3+Ki67-
FoxP3+Ki67+
FoxP3-Ki67+
FoxP3+CD62L-
FoxP3+CD62L+
FoxP3-CD62L+
IL-1R+Ki67-
IL-1R+Ki67+
IL-1R-Ki67+
CD62L+IL-1R-
CD62LA+IL-1R+
CD62L-IL-1R+
CD62L+Ki67-
CD62L+Ki67+
CD62L-Ki67+
CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCR6-IL-1R+
CCR6+
IL-10+
FoxP3+

0,1£0,0
2,4+20
0,5+1,1
1,5+2,0
2,9+3,0
0,0+0,0
1,0+0,2
0,1 £0,1
0,0£0,0
2,0+3,0
0,9+0,2
0,0£0,0
0,1+£0,0
0,9+0,2
0,0+£0,0
2,0+3,0
0,8+£0,1
0,1+£0,1
47+79
46=+7,7
0,1+£0,1
1,9+29
47+738
0,0+£0,0
0,1+£0,1
47+7,5
0,3+0,2
1,3+0,5

0,1
2,1
0,0
0,7
2,1
0,0
0,9
0,1
0,0
0,8
0,8
0,0
0,1
0,8
0,0
0,8
0.8
0,1
1,4
15
0,0
0,6
L5
0,0
0,1
1,6
0,3
L5

0,0-0,1
0,7-5,8
0,0-2,5
0,4-5,0
0,7-8,2
0,0-0,0
0,8-1,3
0,0-0,1
0,0-0,0
0,3-73
0,7-1,1
0,0-0,0
0,0-0,1
0,7-1,1
0,0-0,0
0,4-73
0,7-1,0
0,0-0,2
0,6 - 18,8
0,5-18,4
0,0-0,2
0,4-72
0,5-18,6
0,0-0,1
0,0-0,1
0,9 - 18,1
0,1-0,6
0,7-1,8

0,2+0,3
12+ 1,0
0,0£0,1
0,3+0,2
LI+1,0
0,1 £0,1
53+3,6
0,1 £0,1
0,1 £0,2
0,2+0,1
51+35
0,0 £ 0,0
0,2+0,3
51+3,6
0,0 £ 0,0
0,3+0,2
34420
1,842,
12,7455
14,3+6,7
0,0 £ 0,0
0,3+02
14,3 +6,7
0,1+0,1
02+02
19,3+8,9
03+02
24428

0,1

0,9
0,0
0,2
0,9
0,2
34
0,1

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

0,2

2,8

1,0

13,0
13,6
0,0

0,2
13,8
0,1

0,1
16,7
0,3

0,7

0,0-0,6
0,1-23
0,0-0,1
0,1-0,6
0,1-2,2
0,0-0,3
1,9-10,5
0,0-0,3
0,0-0,4
0,0-0,3
2,0-10,3
0,0-0,1
0,0-0,7
2,0- 10,4
0,0-0,0
0,1-0,6
1,0- 6,0
04-57
52-188
55-225
0,0-0,1
0,1-0,6
54-223
0,0-0,2
0,0-0,5
11,2-29.,6
0,1-04
0,2-58

0,2+0,2
4,0 +42
0,2+0,4
0,5+0,6
4,1+4,4
0,1+0,2
3,3+£1,6
0,2+0,3
0,0+£0,0
0,7+0,9
3,1£1,5
0,1+0,1
0,2+0,2
32+1,6
0,0£0,0
0,7+0,9
3,0£1,5
0,3+0,3
5,8+54
5,8+49
0,0+£0,0
0,7+0,9
5,9+5,3
0,1+0,1
0,1+0,1
14,8 £ 10,9
1,8+£2,2
3,1+£3,0

0,1
1,3
0,1
0,3
1,3
0,1
2,5
0,1
0,0
0,3
2,2
0,0
0,1
2,2
0,0
03
23
0,1
4,8
5,1
0,0
03
5,1
0,0
0,1
19,9
1,5
1.8

0,0-0,5
0,6 - 10,4
0,0-0,9
0,0-1,5
0,7-10,9
0,0-0,4
1,7-5,1
0,0-0,7
0,0-0,1
0,0-23
1,8-49
0,0-0,2
0,0-0,5
2,0-5,0
0,0-0,1
0,0-23
1,6 -4,9
0,0-0,8
0,0 - 14,7
0,0 -13,7
0,0-0,1
0,0-23
0,0 - 14,5
0,0-0,3
0,0-0,3
2,9-26,7
0,2-5,5
1,6 - 8,4

0,841
0,548
0,841
0,016 HP
0,310
0,151
0,008’
0,548
0,310
0,008 HP
0,008’
0,690
0,548
0,008’
1,000
0,016 HP
0,008’
0,008’
0,095
0,056
0,548
0,032 HD
0,056
0,222
0,548
0,056
0,690
0,690

0,841
0,841
0,841
0,151
0,841
0,032 *
0,008 *
0,548
0,690
0,151
0,008 *
0,310
0,841
0,008 *
0,690
0,151
0,008 *
0,841
0,548
0,548
0,548
0,222
0,548
0,548
0,548
0,032 ®
0,222
0,095



IL-17+
CD62L+
Ki67+
IL-1R+

0,1£0,0
0,9+0,2
2,0+3,0
0,1£0,0

0,1
0,9
0,8
0,1

0,1-0,2
0,8-1,2
0,4-73
0,0-0,1

0,1+0,1
52+3,6
0,3+0,2
0,3+0,3

0,1
3,2
0,2
0,2

0,0-0,2
2,0-10,4
0,1-0,7
0,0-0,7

0,4+0,4
33+1,6
0,7+1,0
0,2+0,3

0,3
2,3
0,3
0,1

0,0-0,9
2,0-5,1
0,0-2,4
0,0-0,6

0,421
0,008 *
0,032 HP
0,548

0,421
0,008 ®
0,151
0,841



Tabelle 46 Prozentualer Anteil der verschiedenen T-Zellsubpopulationen in den CD4+CD25-CD127- Zellen in der Poststimulation anti-IL-1 (nach Stimulierung ,,anti-IL-1p*
im IL-1p 3 Tage Versuch).

Samtliche Werte werden als Mittelwert (Mean) + Standardabweichung (SD) aufgefiihrt. Desweiteren werden der Median und die Minimal- beziechungsweise Maximalwerte (Min — Max)
angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert. Die hochgestellten Buchstaben "P (fiir HD), * (fiir JIA-Patientinnen) und ® (fiir RA-Patientinnen) hinter den signifikanten p-Werten
geben an, welche der drei Versuchsarme mit den hoheren Rangsummen vergesellschaftet ist.

HD JIA RA p-Wert
Mean+SD Median Min -Max Mean+SD Median Min - Max Mean+SD Median Min - Max HD - JIA HD - RA
CD25-CD127- 90,5+5,7 93,0 80,6 - 94,8 90,0 = 6,7 91,6 81,3-96,6 80,7+ 13,4 83,8 59,2-932 0,841 0,222
IL-17+CCR6- 0,1+0,1 0,1 0,0-0,3 0,1+0,1 0,0 0,0-0,2 0,3+0,4 0,1 0,1-1,0 0,310 0,690
IL-17+CCR6+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 0,1+0,1 0,0 0,0-0,2 0,1+0,1 0,0 0,0-0,2 0,310 0,310
IL-17-CCR6+ 4,0+6,5 1,3 0,4 -15,7 20,8+ 12,9 19,4 8,2-39,7 9,9+ 6,6 9,5 3,3-18,4 0,032 0,095
FoxP3+CCR6- 2,8+ 1,6 2,6 0,8-49 0,6 +0,4 0,5 0,2-13 3,4+3,6 1,9 0,6 -9,5 0,016 HP 0,841
FoxP3+CCR6+ 0,1+0,2 0,1 0,0-0,4 2,1+£29 0,1 0,0-5,9 0,6+0,9 0,2 0,2-23 0,548 0,151
FoxP3-CCR6+ 4,0+ 6,4 1,2 0,4-15,4 189+11,1 15,2 8,3-34,2 9,4+6,3 9,5 3,3-18,1 0,056 0,095
FoxP3-+IL-10- 2,7+1,6 2,6 0,6 -4,9 2,7+3,2 0,5 0,3-7,1 3,8+42 2,1 0,9-11,0 0,690 1,000
FoxP3-+IL-10+ 0,2+0,1 0,2 0,0-0,3 0,0+0,1 0,0 0,0-0,1 0,2+0,3 0,1 0,0-0,7 0,095 0,690
FoxP3-IL-10+ 0,6+0,4 0,4 0,3-1,2 0,3+0,2 0,1 0,1-0,6 1,9+1,8 1,3 0,2-4,1 0,151 0,421
FoxP3+IL-17- 2,8+ 1,6 2,6 0,6 -5,0 2,6 +32 0,4 0,3-6,9 3,8+44 2,1 0,8-11,4 0,690 1,000
FoxP3+IL-17+ 0,1+0,1 0,0 0,0-0,2 0,0+0,0 0,0 0,0-0,1 0,0+0,1 0,0 0,0-0,2 0,548 0,690
FoxP3-IL-17+ 0,2+0,0 0,2 0,1-0,2 0,2+0,2 0,1 0,0-0,5 0,4+0,5 0,2 0,1-1,3 0,421 0,690
CCR6+IL-10- 33+54 0,9 0,4-13,0 17,6 £11,5 16,8 6,1-34,1 7,8+5,7 7,4 1,9-15/4 0,032 0,095
CCR6+IL-10+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,1 0,1+0,1 0,1 0,0-0,2 0,2+0,3 0,1 0,0-0,5 0,095 0,222
CCR6-IL-10+ 0,7+0,4 0,6 0,3-1,4 0,2+0,2 0,1 0,0-0,6 1,9+1,8 1,4 0,2-44 0,056 0,690
IL-17+IL-10- 0,1+0,1 0,1 0,0-0,2 0,1+0,2 0,1 0,0-0,4 0,3+0,4 0,1 0,1-1,0 0,841 0,421
IL-17+IL-10+ 0,1+0,1 0,0 0,0-0,2 0,0+0,0 0,0 0,0-0,1 0,0+0,0 0,0 0,0-0,1 0,548 0,548
IL-17-IL-10+ 0,8+0,5 0,6 0,3-1,5 0,3+0,3 0,1 0,1-0,8 2,1+£2,0 L5 0,2-438 0,095 0,548
FoxP3+IL-1R- 4,7+ 4,6 2,3 1,6 -12,4 0,9+0,4 0,8 0,4-1,3 4,1+£2,6 3,0 1,9-8,0 0,008 HD 0,690
FoxP3+IL-1R+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,1 0,0+0,1 0,0 0,0-0,1 0,1+0,1 0,0 0,0-0,2 0,690 0,548



FoxP3-IL-1R+
FoxP3+Ki67-
FoxP3+Ki67+
FoxP3-Ki67+
FoxP3+CD62L-
FoxP3+CD62L+
FoxP3-CD62L+
IL-1R+Ki67-
IL-1R+Ki67+
IL-1R-Ki67+
CD62L+IL-1R-
CD62LA+IL-1R+
CD62L-IL-1R+
CD62L+Ki67-
CD62L+Ki67+
CD62L-Ki67+
CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCR6-IL-1R+
CCR6+
IL-10+

FoxP3+

0,1+0,1
3,4+23
1,2+25
2,8+3,4
4,6+4,5
0,0£0,1
0,7+0,2
0,1 £0,1
0,0£0,0
40+59
0,6 £0,2
0,0£0,0
0,1+£0,2
0,6 £0,3
0,0+£0,0
40+59
0,6 £0,2
0,1+£0,1
2,4+35
2,4+34
0,0+0,1
40+59
2,5+34
0,0+£0,0
0,1+0,2
4,0+6,5
0,8+0,4
29+1,6

0,1
2,2
0,2
1,5
2.3
0,0
0,6
0,1
0,0
1,6
0,6
0,0
0,1
0,6
0,0
1,6
0,6
0,1
1,1
1,1
0,0
1,6
1,2
0,0
0,0
1,3
0,5
2,6

0,0-0,3
1,4-65
0,0-5,7
1,0-8,9
1,6-12,2
0,0-0,1
0,4-1,0
0,0-0,3
0,0-0,1
0,9 - 14,5
0,3-0,9
0,0 -0,0
0,0 - 0,4
0,3-1,0
0,0-0,1
1,0- 14,5
0,3-0,8
0,0-0,2
0,4-8.6
0,4 -84
0,0-0,1
1,0- 14,5
0,4-8,5
0,0-0,1
0,0 - 0,4
0,4-15,7
0,4-1,4
0,8-5,0

0,2+0,2
0,9+0,4
0,0+0,0
0,4+0,5
0,8+0,3
0,1 £0,1
48+28
0,2+0,1
0,1+£0,2
0,3+0,3
4,5+2,6
0,0+0,0
0,2+0,2
4,6+2,7
0,0+0,0
0,4+0,5
34+25
1,3+1,5
13,1+7,8
14,0+8,3
0,0+0,0
0,3+0,4
14,0+ 8,3
0,1+0,2
0,2+0,2
20,9+ 13,0
0,3+0,3
2,632

0,1
0,8
0,0
0,2
0,7
0,1
2,9
0,1
0,0
0,2
2,7
0,0
0,1
2,7
0,0
0,2
2,6
0,6
14,5
18,0
0,0
0,2
18,1
0,1
0,1
19,6
0,2
0,4

0,0-0,6
0,4-1,4
0,0-0,0
0,1-1,2
04-13
0,0-0,2
2,5-83
0,1-04
0,0-04
0,1-0,8
2,6-179
0,0-0,1
0,1-0,6
2,5-8,0
0,0-0,0
0,1-1,2
1,2-7,6
0,0-39
4,5-22,1
4,4-22,6
0,0-0,1
0,1-1,0
4,3-22,6
0,0-0,4
0,0-0,4
8,2-39,9
0,1-0,7
0,3-7,0

0,3+0,3
3,8+23
0,2+0,3
0,8+1,0
3,8+23
0,2+0,1
3,4+1,0
0,3+0,3
0,0+0,1
1,0£1,2
3,3+1,0
0,1+0,1
0,3+0,2
3,4+0,9
0,1+0,1
1,0+£1,1
3,1£1,0
0,4+0,4
7,1+£5,1
7,2+53
0,1+0,1
1,0+£1,1
7,2+5,3
0,2+0,2
0,2+0,2
9,9+6,6
2,1+20
3,8+4,5

0,2
2,8
0,1
0,3
2,8
0,2
3.4
0,2
0,0
0,3
33
0,0
0,2
3.4
0,0
0,4
2,9
0,5
7,0
7,4
0,0
0,3
7,3
0,1
0,1
9,5
1,5
2,1

0,1-0.,8
1,9-75
0,0-0,7
0,1-2,5
1,8-73
0,1-0,4
2,0-4,6
0,1-0.,8
0,0-0,2
0,2-3,0
2,0-4,5
0,0-0,3
0,1-0,7
2,1-44
0,0-0,3
0,2-2,9
1,9-4,6
0,0-1,0
0,0- 14,4
0,0 - 14,9
0,0-0,3
0,2-2,9
0,0 - 14,8
0,0-0,4
0,0 - 0,6
3,4-184
0,2-48
0,8-11,6

0,690
0,008 HP
0,032 HPD
0,016 HP
0,008 HP

0,222

0,008’

0,222

1,000
0,008 HP

0,008’
0,690
0,548

0,008’

0,690
0,016 HP

0,008’
0,095

0,032

0,032

0,690
0,008 HP

0,032
0,310
0,421

0,032
0,056
0,690

0,421

0,548

0,690

0,095

0,841
0,032 *
0,008 *
0,151

1,000

0,151
0,008 *
0,310

0,310
0,008 *
0,548

0,151
0,008 *
0,151

0,421

0,421

0,841

0,151

0,421

0,222

0,310

0,095

0,548

0,690



IL-17+
CD62L+
Ki67+
IL-1R+

0,3+0,1
0,7+0,2
4,1+59
0,1£0,2

0,2
0,7
1,6
0,1

0,1-0,4
0,3-1,0
1,0 - 14,6
0,0-0,4

0,2+0,2
4,7+238
0,3+0,4
0,3+0,3

0,1
2,8
0,2
0,1

0,0-0,5
2,6-8,2
0,1-1,1
0,1-0,8

0,4+0,6
3,5+1,0
1,0+ 1,3
0,4 + 0,4

0,2
34
0,3
0,2

0,1-1,5
2,1-4,6
0,2-3,2
0,1-1,0

0,421
0,008 *
0,016 HP
0,310

0,841
0,008 ®
0,151
0,151



Tabelle 47 Prozentualer Anteil der verschiedenen T-Zellsubpopulationen in den CD4+CD25-CD127- Zellen in der Poststimulation anti-IL-1RI (nach Stimulierung ,,RI* im IL-
1p 3 Tage Versuch).

Samtliche Werte werden als Mittelwert (Mean) =+ Standardabweichung (SD) aufgefiihrt. Desweiteren werden der Median und die Minimal- beziechungsweise Maximalwerte (Min — Max)
angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert. Die hochgestellten Buchstaben "P (fiir HD), ’ (fiir JIA-Patientinnen) und ® (fiir RA-Patientinnen) hinter den signifikanten p-Werten
geben an, welche der drei Versuchsarme mit den hoheren Rangsummen vergesellschaftet ist.

HD JIA RA p-Wert
Mean+SD Median Min -Max Mean+SD Median Min - Max Mean+SD Median Min - Max HD - JIA HD - RA
CD25-CD127- 89,6 6,9 93,1 77,6 - 93,9 89,9+ 6,3 88,9 80,5 - 96,0 82,2+94 83,9 67,9 -93,0 1,000 0,151
IL-17+CCR6- 0,1+0,2 0,1 0,0-0,4 0,1+0,1 0,1 0,0-0,1 0,2+0,2 0,1 0,1-0,5 0,421 0,421
IL-17+CCR6+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 0,0+0,1 0,0 0,0-0,2 0,1+0,1 0,0 0,0-0,3 0,690 0,310
IL-17-CCR6+ 52473 2,9 0,6 - 18,1 21,1 +13,5 16,2 8,8-43,1 9,5+ 10,1 6,0 1,5-26,0 0,056 0,421
FoxP3+CCR6- 3,5+3,1 2,2 1,0 - 8,9 0,9+0,8 0,8 0,2-23 2,7+24 2,5 0,3-6,7 0,056 0,841
FoxP3+CCR6+ 0,2+0,2 0,2 0,0-0,6 2,8+41 0,3 0,1-9,7 0,6+0,8 0,2 0,0-1,9 0,310 0,841
FoxP3-CCR6+ 5,0+7,1 2,7 0,6 -17,5 18,5+10,2 13,7 8,6 - 33,7 9,1+£9,5 5,5 1,5-24,5 0,056 0,421
FoxP3-+IL-10- 3,628 2,4 1,6 -8,5 3,641 2,5 0,4-10,2 3,1+£27 2,4 0,3-7,1 1,000 0,690
FoxP3-+IL-10+ 0,1+0,2 0,0 0,0-0,5 0,0+0,1 0,0 0,0-0,2 0,2+0,2 0,2 0,0-0,3 0,690 0,690
FoxP3-IL-10+ 1,0+ 1,1 0,4 0,1-2,9 0,3+0,2 0,3 0,1-0,7 1,8+1,7 1,6 0,2-45 0,310 0,421
FoxP3+IL-17- 3,6+3,0 2,2 1,5-8,9 3,5+4,0 2,6 0,4-10,1 3,1+£2,6 2,5 0,3-7,0 1,000 0,841
FoxP3+IL-17+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,1 0,0+0,0 0,0 0,0-0,1 0,0+0,0 0,0 0,0-0,1 1,000 1,000
FoxP3-IL-17+ 0,2+0,2 0,1 0,0-0,5 0,1+0,0 0,1 0,0-0,1 0,4+04 0,4 0,0-1,0 0,421 0,421
CCR6+IL-10- 4,3+6,5 2,1 0,5-15,9 17,9+13,0 13,9 6,5 -39,1 7,5+83 4,4 0,9-21,1 0,056 0,421
CCR6+IL-10+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,1 0,1+0,1 0,1 0,0-0,3 0,3+0,2 0,2 0,0-0,5 0,095 0,056
CCR6-IL-10+ 1,1+1,5 0,3 0,1-3,6 0,3+0,2 0,2 0,1-0,6 1,8+1,7 L5 0,2-45 0,310 0,421
IL-17+IL-10- 0,1+0,2 0,1 0,0-0,4 0,1+0,1 0,1 0,0-0,1 0,3+0,2 0,2 0,1-0,6 0,841 0,222
IL-17+IL-10+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 0,0+0,1 0,0 0,0-0,2 0,0+0,1 0,0 0,0-0,1 0,690 0,310
IL-17-IL-10+ 1,2+1,4 0,4 0,1-3,6 0,4+0,3 0,3 0,2-0,9 2,0+1,9 1,8 0,2-5,0 0,421 0,421
FoxP3+IL-1R- 5,7+5,7 3,9 1,7-15,8 1,7+ 1,6 1,2 0,2-42 1,1+£0,9 1,0 0,3-2,7 0,151 0,016 Hp
FoxP3+IL-1R+ 0,0+0,0 0,0 0,0-0,0 0,0+0,0 0,0 0,0-0,1 0,0+0,1 0,0 0,0-0,1 0,690 0,310



FoxP3-IL-1R+
FoxP3+Ki67-
FoxP3+Ki67+
FoxP3-Ki67+
FoxP3+CD62L-
FoxP3+CD62L+
FoxP3-CD62L+
IL-1R+Ki67-
IL-1R+Ki67+
IL-1R-Ki67+
CD62L+IL-1R-
CD62LA+IL-1R+
CD62L-IL-1R+
CD62L+Ki67-
CD62L+Ki67+
CD62L-Ki67+
CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCR6-IL-1R+
CCR6+

IL-10+
FoxP3+

0,1+0,1
42+29
1,5+29
2,632
5,6+5,6
0,1 £0,1
0,6 +0,2
0,1 £0,1
0,0£0,0
3,9+5,9
0,6 £0,2
0,0£0,0
0,1+£0,1
0,6 £0,2
0,0+£0,0
40+59
0,6 £0,2
0,1+£0,1
3,8+6,4
3,7+6,2
0,1+£0,1
3,9+6,0
3,8+6,3
0,0+£0,0
0,1+£0,1
52+73
1,1£1,3
3,6 £3,1

0,1
3,7
0,2
11
3,8
0,0
0,6
0,1
0,0
1,2
0,5
0,0
0,1
0,5
0,0
1,2
0,5
0,1
0.8
0,9
0,1
1,2
0,9
0,0
0,1
2,9
0,4
22

0,0-0,1
1,6-9,1
0,1-6,6
0,9-83
1,7-15,5
0,0-0,2
0,5-0,9
0,0-0,1
0,0 - 0,0
1,2-145
0,4-1,0
0,0-0,1
0,0-0,2
0,5-1,0
0,0-0,1
1,2- 14,6
0,4-0,9
0,0-0,2
0,6-15,3
0,7-14,7
0,0-0,2
1,0 - 14,6
0,7-15,0
0,0 - 0,0
0,0-0,2
0,6 - 18,1
0,1-3,4
1,5-9,0

0,240,
1,7+ 1,5
0,0£0,1
0,10,
1,5+ 1,4
0,240,
54+25
0,240,
0,0 £ 0,0
0,1£0,1
50423
0,0£0,1
0,2+0,2
53423
0,0 £ 0,0
0,1 0,2
4,0+2,3
1,5+1,3
16,3+8,6
17,4493
0,0+0,1
0,102
17,5492
0,1+0,1
0,1+0,1
21,1+ 13,5
0,4+02
3,6+4,0

0,1
1,1
0,0
0,0
1,2
0,2
6,7
0,1
0,0
0,1
6,3
0,0
0,1
6,5
0,0
0,1
33
1,3
18,7
21,8
0,0
0,0
21,6
0,0
0,1
16,2
0,3
2,6

0,0-0,4
0,2-4,1
0,0-0,1
0,0-0,4
0,2-3,8
0,0-04
2,1-7,9
0,0-0,5
0,0-0,1
0,0-0,3
2,1-7,6
0,0-0,1
0,0-04
24-78
0,0-0,0
0,0-04
1,2-7,5
0,2-3,5
5,6 - 26,0
5,7-27,5
0,0-0,1
0,0-0,4
5,9-27,6
0,0-0,3
0,0-0,3
8,8-433
0,1-0,7
0,4-10,2

0,102
LI+1,0
0,0+0,1
0,7+0,8
1,1£0,9
0,0+0,1
30+1,7
02+02
0,0 = 0,0
0,7+0,8
2,8+ 1,6
0,0 = 0,0
02+02
2,8+1,5
0,0 = 0,0
0,7+0,8
2,7+1,5
02+02
6,0 %59
6,0 %59
0,0+0,1
0,7+0,8
6,0+5,9
0,0+0,1
0,102
9,6+10,2
1,9+ 1,8
31427

0,1
0,8
0,0
0,2
0,9
0,0
2,6
0,1
0,0
0,2
2,5
0,0
0,1
2,5
0,0
0,2
2,4
0,2
2,7
2,8
0,0
0,2
2,9
0,0
0,1
6,2
1,9
2,5

0,0-0,5
0,3-2,7
0,0-0,2
0,0-1,6
0,3-2,7
0,0-0,1
1,1-53
0,0-04
0,0-0,1
0,0-1,6
1,1-50
0,0-0,1
0,0-04
1,1-49
0,0-0,1
0,0-1,8
1,1-4,6
0,0-0,5
0,0-12,9
0,0 -13,0
0,0-0,1
0,0-1,7
0,0 - 13,0
0,0-0,1
0,0-0,4
1,5-26,3
0,2-4,8
0,3-7,1

0,548
0,151
0,016 HP
0,008 HP
0,095
0,421
0,008’
0,548
0,690
0,008 HP
0,008’
0,690
0,690
0,008’
0,690
0,008 HP
0,008’
0,016’
0,032
0,032
0,548
0,008 HP
0,032
0,310
0,690
0,056
0,310
1,000

0,841
0,016 1P
0,032 1P

0,310
0,016 H»

0,690
0,008 ®

0,310

0,690

0,222
0,008 ®

1,000

0,421
0,008 ®

1,000

0,310
0,008 ®

0,690

0,548

0,548

0,548

0,222

0,548

0,310

0,690

0,421

0,421

0,841



IL-17+
CD62L+
Ki67+
IL-1R+

0,2+0,2
0,7+0,3
4,0+6,0
0,1+0,1

0,1
0,5
1,3
0,1

0,0 -0,6
0,5-1,1
1,2-14,7
0,0-0,2

0,1+0,1
55+24
0,1£0,2
0,2+0,3

0,1
6,5
0,1
0,1

0,0-0,2
2,5-8,1
0,0-0,4
0,0-0,5

0,4 + 0,4
29+1,6
0,7+0,8
0,2+0,2

0,4
2,6
0,2
0,1

0,0-1,1
1,1-5,1
0,0-1,8
0,0-0,5

0,690
0,008 *
0,008 Hp
0,690

0,548
0,008 ®
0,310
0,421



Tabelle 48 Auswirkungen der Stimulationsbedingungen Unstimuliert, IL-1p, anti-IL-1f und anti-IL-1RI (RI)
auf die prozentuale Zusammensetzung der T-Zellsubpopulationen in den CD4+CD25+CD127- Zellen der HD.
Es werden die p-Werte angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert.

HD
Unstimuliert Unstir'nuliert Unstimuliert IL-1p vs anti- IL-1p vs RI anti-IL-1p vs
vs IL-1B vs anti-IL-1p vs RI IL-1p RI
CD25+CD127- 1,000 1,000 1,000 1,000 0,841 1,000
IL-17+CCR6- 1,000 1,000 0,841 0,548 0,222 1,000
IL-17+CCR6+ 0,690 0,841 0,548 0,841 0,690 0,548
IL-17-CCR6+ 0,841 0,690 1,000 0,690 0,841 1,000
FoxP3+CCR6- 0,056 0,310 0,421 0,310 0,095 0,690
FoxP3+CCR6+ 0,222 0,310 0,421 0,421 1,000 0,841
FoxP3-CCR6+ 0,095 0,151 0,421 0,310 0,548 1,000
FoxP3+IL-10- 0,008 0,095 0,222 0,095 0,222 1,000
FoxP3+IL-10+ 0,548 1,000 0,841 0,421 0,690 0,690
FoxP3-IL-10+ 0,421 1,000 0,222 0,548 0,310 0,548
FoxP3+IL-17- 0,008 0,095 0,310 0,056 0,222 1,000
FoxP3+IL-17+ 0,548 1,000 0,690 0,310 0,690 0,690
FoxP3-IL-17+ 0,690 1,000 0,690 0,841 1,000 1,000
CCR6+IL-10- 0,841 0,690 0,841 1,000 0,841 0,841
CCR6+IL-10+ 0,841 0,421 0,841 0,548 1,000 0,690
CCR6-IL-10+ 0,222 0,841 1,000 0,151 0,151 1,000
IL-17+IL-10- 0,548 1,000 0,548 0,421 0,690 0,548
IL-17+IL-10+ 0,310 0,548 0,548 0,690 0,690 1,000
IL-17-IL-10+ 0,421 0,841 0,548 0,222 0,421 0,690
FoxP3+IL-1R- 1,000 0,841 0,548 0,690 0,421 0,310
FoxP3+IL-1R+ 0,841 0,690 0,151 1,000 0,310 0,222
FoxP3-IL-1R+ 0,421 0,841 0,222 1,000 0,222 0,151
FoxP3+Ki67- 0,690 0,421 0,841 1,000 0,548 0,690
FoxP3+Ki67+ 0,841 1,000 0,421 0,690 0,548 0,690
FoxP3-Ki67+ 0,690 0,690 1,000 0,548 0,421 0,841
FoxP3+CD62L- 0,548 0,690 1,000 1,000 0,421 1,000
FoxP3+CD62L+ 0,690 1,000 0,690 0,421 0,548 0,841
FoxP3-CD62L+ 0,548 0,841 1,000 0,841 0,690 0,841
IL-1R+Ki67- 1,000 0,690 0,222 1,000 0,310 0,222
IL-1R+Ki67+ 0,548 1,000 0,548 0,548 1,000 0,548
IL-1R-Ki67+ 0,841 0,548 0,421 0,548 0,222 0,548
CD62L+L-1R- 0,222 0,841 0,421 0,690 1,000 0,690
CD62L+IL-1R+ 1,000 0,841 0,151 1,000 0,151 0,151
CDO62L-IL-1R+ 0,841 0,690 0,151 0,841 0,151 0,222
CD62L+Ki67- 0,421 1,000 1,000 0,690 0,690 0,841
CD62L+Ki67+ 0,841 1,000 0,421 0,841 0,421 0,690
CD62L-Ki67+ 0,690 0,690 0,421 0,690 0,421 0,690
CD62L+CCR6- 0,310 1,000 1,000 0,690 0,690 1,000




CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCRO-IL-1R+
CCR6+

IL-10+

FoxP3+

IL-17+
CD62L+

Ki67+

IL-1R+
CD25-CD127-

1,000
1,000
1,000
0,310
0,841
0,841
1,000
0,690
0,841
0,421
0,008
0,548
0,548
0,690
0,841
1,000

1,000
0,548
0,421
0,690
0,690
0,841
0,690
0,841
0,690
1,000
0,095
1,000
1,000
0,841
0,548
1,000

1,000
0,690
0,548
0,690
0,310
0,310
0,151
0,310
1,000
0,690
0,222
0,548
1,000
0,421
0,151
1,000

1,000
0,421
0,690
0,841
0,690
0,690
0,690
0,690
0,841
0,222
0,095
0,421
0,841
0,690
0,841
1,000

0,841
0,690
0,690
0,222
0,548
0,310
0,222
0,310
0,841
0,310
0,310
0,690
0,841
0,548
0,310
1,000

0,841
0,690
0,690
0,548
0,690
0,310
0,222
0,421
0,841
0,841
1,000
0,421
0,841
0,690
0,151
1,000



Tabelle 49 Auswirkungen der Stimulationsbedingungen Unstimuliert, IL-1p, anti-IL-1f und anti-IL-1RI (RI)
auf die prozentuale Zusammensetzung der T-Zellsubpopulationen in den CD4+CD25+CD127- Zellen der JIA-

Patientinnen.

Es werden die p-Werte angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert.

JIA
Unstimuliert Unstir'nuliert Unstimuliert IL-1p vs anti- IL-1p vs RI anti-IL-1p vs
vs IL-1B vs anti-IL-1p vs RI IL-1p RI
CD25+CD127- 0,690 0,310 1,000 0,310 0,690 0,690
IL-17+CCR6- 0,690 0,690 1,000 0,690 0,841 0,548
IL-17+CCR6+ 0,690 0,222 0,548 0,421 1,000 0,548
IL-17-CCR6+ 0,841 1,000 0,841 1,000 0,841 0,690
FoxP3+CCR6- 0,690 1,000 1,000 0,841 1,000 1,000
FoxP3+CCR6+ 0,841 0,841 1,000 0,841 1,000 0,841
FoxP3-CCR6+ 0,841 1,000 1,000 0,841 0,841 1,000
FoxP3+IL-10- 0,690 0,841 1,000 0,841 0,841 0,548
FoxP3+IL-10+ 0,690 0,841 1,000 0,841 1,000 1,000
FoxP3-IL-10+ 0,690 0,841 0,841 0,841 0,841 1,000
FoxP3+IL-17- 0,690 0,841 0,841 1,000 0,841 0,841
FoxP3+IL-17+ 0,690 0,421 0,841 0,548 0,841 0,421
FoxP3-IL-17+ 1,000 1,000 0,421 0,690 1,000 0,690
CCR6+IL-10- 0,841 0,841 1,000 0,841 0,841 1,000
CCR6+IL-10+ 0,548 0,690 0,690 0,841 0,421 0,548
CCR6-IL-10+ 0,690 0,548 0,690 0,841 0,841 1,000
IL-17+IL-10- 0,690 0,421 0,690 0,690 0,690 0,548
IL-17+IL-10+ 0,548 0,841 0,690 0,690 0,421 0,548
IL-17-IL-10+ 0,548 0,421 0,548 1,000 1,000 0,841
FoxP3+IL-1R- 0,690 0,841 0,548 0,690 0,690 0,690
FoxP3+IL-1R+ 0,690 0,690 0,548 0,841 0,421 0,421
FoxP3-IL-1R+ 0,548 0,841 0,008 0,421 0,008 0,008
FoxP3+Ki67- 0,548 0,421 0,690 0,841 0,841 0,690
FoxP3+Ki67+ 0,841 0,690 0,841 0,841 0,421 0,548
FoxP3-Ki67+ 0,222 0,548 0,841 0,841 0,310 0,690
FoxP3+CD62L- 0,548 0,548 0,690 1,000 0,690 0,548
FoxP3+CD62L+ 0,841 1,000 0,841 1,000 0,841 1,000
FoxP3-CD62L+ 0,690 0,841 0,690 0,310 0,841 0,841
IL-1R+Ki67- 1,000 0,690 0,310 1,000 0,222 0,222
IL-1R+Ki67+ 0,421 0,421 0,548 0,841 0,690 0,548
IL-1R-Ki67+ 0,690 1,000 0,548 0,690 0,310 0,548
CD62L+L-1R- 1,000 0,841 0,841 0,841 1,000 1,000
CD62L+IL-1R+ 0,841 0,548 0,421 1,000 0,421 0,421
CDO62L-IL-1R+ 1,000 0,548 0,056 0,690 0,151 0,222
CD62L+Ki67- 1,000 0,841 0,841 1,000 0,841 1,000
CD62L+Ki67+ 0,548 0,421 1,000 0,841 0,421 0,690
CD62L-Ki67+ 0,548 1,000 0,841 0,421 0,310 0,690



CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCRO-IL-1R+
CCR6+

IL-10+

FoxP3+

IL-17+
CD62L+

Ki67+

IL-1R+
CD25-CD127-

0,841
1,000
0,841
0,548
0,548
0,548
0,690
1,000
0,841
0,841
0,548
0,690
0,548
1,000
0,690
0,841
0,690

0,548
1,000
1,000
0,548
0,548
0,841
0,690
0,841
0,548
0,841
0,690
0,841
0,421
0,841
0,841
0,690
0,310

0,841
0,841
1,000
0,548
0,841
1,000
0,421
0,310
0,421
1,000
1,000
1,000
0,690
0,841
0,841
0,310
1,000

0,841
1,000
0,690
1,000
0,841
0,548
1,000
0,841
0,841
0,841
0,841
0,841
0,690
1,000
0,690
1,000
0,310

1,000
0,841
0,690
0,548
0,841
0,421
0,841
0,310
0,222
0,841
0,841
0,841
0,690
0,841
0,421
0,310
0,841

1,000
1,000
1,000
0,548
0,841
0,841
0,841
0,222
0,310
1,000
1,000
0,548
0,548
1,000
0,548
0,222
0,690



Tabelle 50 Auswirkungen der Stimulationsbedingungen Unstimuliert, IL-1p, anti-IL-1f und anti-IL-1RI (RI)
auf die prozentuale Zusammensetzung der T-Zellsubpopulationen in den CD4+CD25+CD127- Zellen der RA-

Patientinnen.

Es werden die p-Werte angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert.

RA
Unstimuliert Unstir'nuliert Unstimuliert IL-1p vs anti- IL-1p vs RI anti-IL-1p vs
vs IL-1B vs anti-IL-1p vs RI IL-1p RI
CD25+CD127- 1,000 1,000 0,841 0,841 1,000 1,000
IL-17+CCR6- 0,310 0,690 0,310 0,310 1,000 0,310
IL-17+CCR6+ 0,690 0,690 0,690 1,000 1,000 0,841
IL-17-CCR6+ 1,000 0,841 0,841 0,841 1,000 1,000
FoxP3+CCR6- 0,548 0,421 1,000 1,000 0,690 0,548
FoxP3+CCR6+ 0,421 0,421 0,548 0,841 0,841 0,690
FoxP3-CCR6+ 0,548 0,548 0,841 0,690 0,690 0,841
FoxP3+IL-10- 0,310 0,095 1,000 0,690 0,841 0,548
FoxP3+IL-10+ 0,548 0,841 1,000 0,690 0,421 0,548
FoxP3-IL-10+ 1,000 0,841 0,841 1,000 0,690 1,000
FoxP3+IL-17- 0,310 0,095 0,841 0,548 0,690 0,548
FoxP3+IL-17+ 0,222 0,690 0,310 0,841 0,841 1,000
FoxP3-IL-17+ 0,841 0,841 0,690 0,841 0,690 0,841
CCR6+IL-10- 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,841
CCR6+IL-10+ 0,548 0,841 1,000 0,548 1,000 0,841
CCR6-IL-10+ 0,421 0,548 0,841 0,841 0,421 0,690
IL-17+IL-10- 0,548 0,690 0,548 0,841 1,000 0,690
IL-17+IL-10+ 0,841 0,690 0,548 0,690 0,841 1,000
IL-17-IL-10+ 0,421 0,690 0,548 0,548 0,690 0,690
FoxP3+IL-1R- 0,690 1,000 0,841 0,690 0,548 0,841
FoxP3+IL-1R+ 0,421 1,000 0,310 0,548 0,690 0,548
FoxP3-IL-1R+ 1,000 0,841 0,421 0,690 0,222 0,310
FoxP3+Ki67- 0,548 0,841 0,690 0,310 0,841 0,841
FoxP3+Ki67+ 0,421 1,000 1,000 0,421 0,690 0,841
FoxP3-Ki67+ 0,690 0,548 0,421 1,000 0,421 1,000
FoxP3+CD62L- 0,690 0,841 0,841 1,000 0,841 0,841
FoxP3+CD62L+ 0,421 0,222 0,421 0,095 1,000 0,095
FoxP3-CD62L+ 1,000 0,548 1,000 0,548 0,841 0,841
IL-1R+Ki67- 1,000 1,000 0,310 1,000 0,310 0,310
IL-1R+Ki67+ 0,548 0,841 0,310 0,841 0,690 0,690
IL-1R-Ki67+ 0,310 1,000 0,690 0,310 0,310 0,690
CD62L+L-1R- 0,548 0,222 0,151 0,151 0,095 0,841
CD62L+IL-1R+ 0,841 1,000 0,310 1,000 0,548 0,310
CDO62L-IL-1R+ 1,000 0,690 0,222 0,421 0,222 0,310
CD62L+Ki67- 0,841 0,690 0,690 0,421 0,841 0,690
CD62L+Ki67+ 1,000 1,000 0,841 0,841 1,000 0,690
CD62L-Ki67+ 0,548 0,841 1,000 0,548 1,000 1,000



CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCRO-IL-1R+
CCR6+

IL-10+

FoxP3+

IL-17+
CD62L+

Ki67+

IL-1R+
CD25-CD127-

0,841
1,000
0,690
0,690
0,841
0,548
0,841
1,000
0,841
1,000
0,310
0,310
0,548
0,690
0,421
1,000
1,000

0,690
0,690
0,841
0,841
1,000
0,690
1,000
0,841
0,841
1,000
1,000
0,095
0,690
0,690
0,841
1,000
1,000

1,000
0,841
0,841
1,000
0,841
0,841
0,690
0,548
0,222
1,000
0,548
1,000
0,548
1,000
0,841
0,222
0,841

0,310
1,000
0,548
0,690
0,548
0,548
0,841
1,000
1,000
1,000
0,690
0,841
0,841
0,421
0,421
0,841
1,000

0,548
1,000
0,690
0,690
0,690
1,000
0,690
0,548
0,310
1,000
0,548
0,841
1,000
1,000
1,000
0,310
1,000

0,548
0,690
0,690
1,000
1,000
0,841
0,421
0,548
0,151
1,000
0,841
0,548
0,841
0,548
0,841
0,310
1,000



Tabelle 51 Auswirkungen der Stimulationsbedingungen Unstimuliert, IL-1p, anti-IL-1f und anti-IL-1RI (RI)
auf die prozentuale Zusammensetzung der T-Zellsubpopulationen in den konvertierten CD4+CD25+CD127-
Zellen der HD.

Bei den konvertierten CD4+CD25+CD127- Zellen handelt es sich um Zellen, welche urspriinglich CD4+CD25-
CD127- waren und nach dem IL-1f 3 Tage Versuch CD4+CD25+CD127- geworden sind. Es werden die p-Werte
angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert.

HD
Unstimuliert Unstir'nuliert Unstimuliert IL-1p vs anti- IL-1p vs RI anti-IL-1p vs
vs IL-1B vs anti-IL-1p vs RI IL-1p RI
CD25+CD127- 0,222 0,222 0,310 0,690 0,310 1,000
IL-17+CCR6- 1,000 0,310 0,841 0,310 0,690 0,310
IL-17+CCR6+ 1,000 0,841 0,841 0,421 0,421 1,000
IL-17-CCR6+ 0,841 0,095 1,000 0,310 0,841 0,841
FoxP3+CCR6- 0,056 0,421 0,421 0,032 0,016 0,690
FoxP3+CCR6+ 0,310 0,222 1,000 0,548 0,841 0,690
FoxP3-CCR6+ 0,690 0,310 0,841 0,151 0,690 0,690
FoxP3+IL-10- 0,095 1,000 0,310 0,151 0,032 0,222
FoxP3+IL-10+ 0,310 0,841 0,421 0,310 0,841 0,548
FoxP3-IL-10+ 0,690 0,548 0,690 0,222 1,000 0,421
FoxP3+IL-17- 0,056 0,690 0,310 0,151 0,032 0,151
FoxP3-+IL-17+ 0,841 0,548 1,000 0,548 0,841 0,548
FoxP3-IL-17+ 0,548 0,690 1,000 0,841 0,421 1,000
CCR6+IL-10- 0,690 0,095 1,000 0,310 1,000 0,841
CCR6+IL-10+ 0,548 0,690 0,690 0,841 1,000 0,841
CCR6-IL-10+ 0,548 0,548 0,841 0,690 0,841 0,548
IL-17+IL-10- 1,000 0,421 1,000 0,310 1,000 0,310
IL-17+IL-10+ 0,548 1,000 1,000 0,841 0,841 1,000
IL-17-IL-10+ 0,690 0,310 0,841 0,421 0,310 0,222
FoxP3+IL-1R- 0,548 1,000 0,310 0,548 0,151 0,421
FoxP3+IL-1R+ 0,690 0,841 0,690 0,421 0,151 0,548
FoxP3-IL-1R+ 0,548 0,310 0,310 0,222 0,548 0,032
FoxP3+Ki67- 0,690 1,000 0,690 0,841 0,151 0,222
FoxP3+Ki67+ 0,222 1,000 0,548 0,548 0,222 0,548
FoxP3-Ki67+ 0,310 0,548 0,548 0,548 0,690 1,000
FoxP3+CD62L- 0,548 1,000 0,548 0,690 0,151 0,421
FoxP3+CD62L+ 0,841 0,548 0,841 0,548 1,000 0,690
FoxP3-CD62L+ 0,032 0,310 0,222 0,222 0,222 0,841
IL-1R+Ki67- 1,000 0,841 0,690 1,000 0,222 0,151
IL-1R+Ki67+ 0,841 1,000 0,548 0,841 0,421 0,841
IL-1R-Ki67+ 0,310 0,841 1,000 0,548 0,310 1,000
CD62L+IL-1R- 0,032 0,056 1,000 0,421 0,151 0,548
CD62L+IL-1R+ 0,095 0,310 1,000 0,841 0,095 0,310
CD62L-IL-1R+ 1,000 0,841 0,421 0,690 0,310 0,548
CD62L+Ki67- 0,016 0,310 0,548 0,421 0,151 0,841
CD62L+Ki67+ 0,690 0,690 0,548 0,548 0,151 0,151




CD62L-Ki67+
CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCR6-IL-1R+
CCR6+

IL-10+

FoxP3+

IL-17+
CD62L+

Ki67+

IL-1R+

0,222
0,095
0,548
0,690
0,548
0,548
0,421
0,690
0,690
0,421
1,000
0,690
0,056
0,690
0,056
0,222
1,000

0,841
0,095
0,690
0,690
0,841
0,222
0,841
0,548
1,000
0,690
0,095
0,690
1,000
0,151
0,056
0,841
0,841

0,841
1,000
0,310
1,000
1,000
0,310
1,000
1,000
0,548
0,690
1,000
1,000
0,310
0,841
0,548
1,000
0,548

0,548
0,690
0,841
0,548
0,421
0,548
0,421
0,421
1,000
0,222
0,310
0,690
0,151
0,222
0,421
0,548
0,548

0,310
0,222
0,841
0,841
0,841
0,421
0,310
1,000
0,151
1,000
1,000
1,000
0,032
1,000
0,095
0,310
0,151

0,841
0,310
0,690
0,841
0,548
1,000
0,841
0,421
0,222
0,548
0,841
0,690
0,310
0,222
0,421
0,841
0,310



Tabelle 52 Auswirkungen der Stimulationsbedingungen Unstimuliert, IL-1p, anti-IL-1f und anti-IL-1RI (RI)
auf die prozentuale Zusammensetzung der T-Zellsubpopulationen in den konvertierten CD4+CD25+CD127-
Zellen der JIA-Patientinnen.

Bei den konvertierten CD4+CD25+CD127- Zellen handelt es sich um Zellen, welche urspriinglich CD4+CD25-
CD127- waren und nach dem IL-1f 3 Tage Versuch CD4+CD25+CD127- geworden sind. Es werden die p-Werte
angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert.

JIA
Unstimuliert Unstir'nuliert Unstimuliert IL-1p vs anti- TL-1B vs RI anti-IL-1p vs
vs IL-1B vs anti-IL-1p vs RI IL-1p RI
CD25+CD127- 0,841 0,548 0,548 0,690 0,841 0,690
IL-17+CCR6- 1,000 0,690 1,000 0,421 0,841 0,310
IL-17+CCR6+ 0,690 0,421 0,421 1,000 0,690 1,000
IL-17-CCR6+ 0,421 0,548 0,421 0,841 0,548 1,000
FoxP3+CCR6- 0,841 0,841 0,690 1,000 1,000 1,000
FoxP3+CCR6+ 0,841 0,690 0,690 1,000 1,000 0,841
FoxP3-CCR6+ 1,000 0,421 0,421 0,421 0,421 1,000
FoxP3+IL-10- 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
FoxP3+IL-10+ 1,000 0,841 1,000 0,841 1,000 0,548
FoxP3-IL-10+ 1,000 0,690 0,310 0,841 0,548 0,690
FoxP3+IL-17- 0,841 1,000 1,000 1,000 0,841 0,841
FoxP3-+IL-17+ 0,841 0,841 0,841 0,841 0,421 0,548
FoxP3-IL-17+ 1,000 1,000 0,690 1,000 0,690 0,548
CCR6+IL-10- 0,421 0,310 0,421 1,000 0,841 1,000
CCR6+IL-10+ 1,000 0,841 1,000 0,548 1,000 0,548
CCR6-IL-10+ 1,000 0,841 0,548 0,841 0,548 0,421
IL-17+IL-10- 0,841 0,548 0,421 0,841 0,421 0,421
IL-17+IL-10+ 1,000 0,690 1,000 0,548 1,000 0,690
IL-17-IL-10+ 0,690 0,841 0,690 0,690 0,841 0,548
FoxP3+IL-1R- 0,548 1,000 0,421 0,421 0,841 0,421
FoxP3+IL-1R+ 0,690 0,841 0,841 1,000 1,000 1,000
FoxP3-IL-1R+ 0,548 0,548 0,548 1,000 0,841 0,841
FoxP3+Ki67- 0,548 1,000 0,421 0,548 0,841 0,421
FoxP3+Ki67+ 0,841 0,548 1,000 0,310 0,841 0,421
FoxP3-Ki67+ 0,421 0,841 1,000 0,548 0,310 0,548
FoxP3+CD62L- 0,151 0,841 0,548 0,548 1,000 0,548
FoxP3+CD62L+ 1,000 0,690 1,000 0,690 0,841 0,690
FoxP3-CD62L+ 1,000 0,841 1,000 1,000 1,000 1,000
IL-1R+Ki67- 0,421 0,841 0,421 0,690 1,000 0,690
IL-1R+Ki67+ 0,421 1,000 1,000 0,222 0,421 1,000
IL-1R-Ki67+ 0,548 1,000 0,690 0,310 0,690 1,000
CD62L+L-1R- 0,841 0,690 0,841 0,841 0,841 0,841
CD62L+IL-1R+ 0,548 1,000 0,841 0,548 0,548 1,000
CD62L-IL-1R+ 0,095 0,421 0,841 0,690 0,690 1,000
CD62L+Ki67- 0,690 0,690 0,841 1,000 0,841 0,841
CD62L+Ki67+ 0,095 0,841 1,000 0,056 0,095 0,841




CD62L-Ki67+
CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCR6-IL-1R+
CCR6+

IL-10+

FoxP3+

IL-17+
CD62L+

Ki67+

IL-1R+

0,841
0,841
0,690
0,548
0,310
0,690
0,421
0,222
0,690
0,690
0,421
0,841
1,000
0,841
0,841
0,548
0,690

0,841
0,841
0,690
0,421
0,310
0,841
0,841
0,548
0,421
0,421
0,310
0,548
1,000
0,548
0,690
1,000
0,548

1,000
1,000
0,548
1,000
0,690
0,548
0,690
0,690
0,222
0,690
0,310
0,310
1,000
0,421
0,841
1,000
0,690

0,690
1,000
0,310
1,000
0,841
0,421
0,548
0,841
0,690
0,841
1,000
0,690
1,000
0,841
1,000
0,222
1,000

0,690
0,841
0,548
0,548
0,421
0,310
0,548
0,421
1,000
1,000
0,841
0,690
1,000
0,421
1,000
0,222
0,841

1,000
0,690
1,000
0,690
0,421
0,690
0,841
0,421
1,000
0,841
1,000
1,000
1,000
0,421
0,841
0,841
0,841



Tabelle 53 Auswirkungen der Stimulationsbedingungen Unstimuliert, IL-1p, anti-IL-1f und anti-IL-1RI (RI)
auf die prozentuale Zusammensetzung der T-Zellsubpopulationen in den konvertierten CD4+CD25+CD127-
Zellen der RA-Patientinnen.

Bei den konvertierten CD4+CD25+CD127- Zellen handelt es sich um Zellen, welche urspriinglich CD4+CD25-
CD127- waren und nach dem IL-1f 3 Tage Versuch CD4+CD25+CD127- geworden sind. Es werden die p-Werte
angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert.

RA
Unstimuliert Unstir'nuliert Unstimuliert IL-1p vs anti- IL-1p vs RI anti-IL-1p vs
vs IL-1B vs anti-IL-1p vs RI IL-1p RI
CD25+CD127- 1,000 0,841 0,841 1,000 1,000 1,000
IL-17+CCR6- 1,000 0,310 0,841 0,548 0,841 0,690
IL-17+CCR6+ 0,841 0,690 0,690 0,690 0,841 0,690
IL-17-CCR6+ 0,841 0,841 0,421 0,841 0,310 0,421
FoxP3+CCR6- 0,690 0,690 0,548 0,421 0,841 0,690
FoxP3+CCR6+ 0,841 0,690 0,421 0,841 0,841 0,841
FoxP3-CCR6+ 1,000 0,690 0,421 0,841 0,310 0,421
FoxP3+IL-10- 0,690 1,000 1,000 0,421 0,548 1,000
FoxP3+IL-10+ 0,310 0,310 0,421 1,000 0,841 0,841
FoxP3-IL-10+ 0,690 0,548 0,690 1,000 0,841 0,690
FoxP3+IL-17- 0,548 1,000 1,000 0,222 0,690 1,000
FoxP3-+IL-17+ 0,421 0,690 0,310 0,548 0,548 0,690
FoxP3-IL-17+ 0,421 0,841 1,000 0,421 0,421 0,841
CCR6+IL-10- 0,841 0,690 0,421 1,000 0,310 0,548
CCR6+IL-10+ 0,841 1,000 0,841 0,690 1,000 1,000
CCR6-IL-10+ 0,095 0,095 0,095 0,421 0,690 0,548
IL-17+IL-10- 0,690 0,841 0,690 0,841 1,000 0,841
IL-17+IL-10+ 0,690 0,690 1,000 1,000 0,690 0,690
IL-17-IL-10+ 0,056 0,095 0,421 1,000 0,548 0,548
FoxP3+IL-1R- 1,000 0,548 0,690 0,548 1,000 0,095
FoxP3+IL-1R+ 1,000 0,690 0,151 0,222 0,095 0,421
FoxP3-IL-1R+ 0,548 0,690 0,690 0,548 0,548 0,421
FoxP3+Ki67- 1,000 0,151 0,690 0,548 1,000 0,016
FoxP3+Ki67+ 1,000 0,690 1,000 0,690 1,000 0,690
FoxP3-Ki67+ 0,548 1,000 0,421 0,690 0,690 0,548
FoxP3+CD62L- 0,841 0,421 0,841 0,548 1,000 0,095
FoxP3+CD62L+ 0,841 0,841 0,690 0,841 0,841 0,421
FoxP3-CD62L+ 0,421 0,841 0,841 0,548 0,310 1,000
IL-1R+Ki67- 1,000 0,421 0,151 0,548 0,222 0,310
IL-1R+Ki67+ 0,421 0,841 0,690 0,421 1,000 0,690
IL-1R-Ki67+ 0,841 0,841 0,548 0,690 0,841 0,548
CD62L+L-1R- 0,310 0,841 1,000 0,421 0,222 1,000
CD62L+IL-1R+ 1,000 0,841 1,000 1,000 1,000 0,690
CD62L-IL-1R+ 1,000 0,310 0,056 0,222 0,032 0,690
CD62L+Ki67- 0,095 0,841 0,841 0,548 0,151 0,690
CD62L+Ki67+ 1,000 0,690 0,841 0,548 0,841 0,548




CD62L-Ki67+
CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCR6-IL-1R+
CCR6+

IL-10+

FoxP3+

IL-17+
CD62L+

Ki67+

IL-1R+

0,841
0,095
0,548
0,841
0,841
0,421
0,841
0,841
0,690
1,000
0,841
0,151
0,548
0,841
0,690
0,690
0,841

1,000
0,548
0,841
0,841
1,000
0,841
0,841
1,000
0,222
1,000
0,690
0,222
1,000
0,841
1,000
0,841
0,548

0,421
1,000
0,548
0,690
0,690
0,841
0,548
1,000
0,151
0,222
0,421
0,151
1,000
0,841
0,421
0,690
0,151

0,841
0,222
1,000
0,690
0,690
0,690
0,690
0,690
0,548
0,841
0,841
1,000
0,548
0,841
0,548
0,841
0,222

0,841
0,222
1,000
0,841
0,841
0,690
0,690
0,841
0,841
0,421
0,421
1,000
0,690
0,841
0,310
0,841
0,151

0,421
0,548
0,841
1,000
1,000
1,000
0,421
1,000
0,421
0,421
0,421
1,000
0,690
0,841
1,000
0,548
0,548



Tabelle 54 Auswirkungen der Stimulationsbedingungen Unstimuliert, IL-1p, anti-IL-1f und anti-IL-1RI (RI)
auf die prozentuale Zusammensetzung der T-Zellsubpopulationen in den CD4+CD25-CD127- Zellen der HD.
Es werden die p-Werte angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert.

HD
Unstimuliert Unstir'nuliert Unstimuliert IL-1p vs anti- IL-1p vs RI anti-IL-1p vs
vs IL-1B vs anti-IL-1p vs RI IL-1B RI
CD25-CD127- 0,222 0,222 0,310 0,548 0,310 1,000
IL-17+CCR6- 0,841 0,690 0,841 0,310 0,421 0,841
IL-17+CCR6+ 0,310 0,310 0,310 1,000 1,000 1,000
IL-17-CCR6+ 0,548 0,222 1,000 0,548 0,841 0,548
FoxP3+CCR6- 0,056 0,690 0,690 0,095 0,056 1,000
FoxP3+CCR6+ 0,421 0,222 0,841 0,690 0,421 0,421
FoxP3-CCR6+ 0,690 0,421 1,000 0,548 1,000 0,690
FoxP3+IL-10- 0,016 0,841 1,000 0,151 0,032 1,000
FoxP3+IL-10+ 0,690 0,310 0,841 0,032 0,310 0,421
FoxP3-IL-10+ 0,222 1,000 0,690 0,151 0,421 0,841
FoxP3+IL-17- 0,008 0,841 1,000 0,151 0,032 0,841
FoxP3+IL-17+ 0,690 0,690 1,000 0,310 0,690 0,548
FoxP3-IL-17+ 0,841 0,222 0,690 0,151 0,841 0,548
CCR6+IL-10- 0,310 0,095 1,000 0,421 0,841 0,690
CCR6+IL-10+ 0,841 0,548 0,548 0,690 0,690 1,000
CCR6-IL-10+ 0,310 0,548 0,841 0,032 0,548 0,690
IL-17+IL-10- 0,841 0,841 1,000 0,421 0,841 0,841
IL-17+IL-10+ 0,690 0,548 0,690 0,310 1,000 0,310
IL-17-IL-10+ 0,222 0,841 0,841 0,095 0,421 0,841
FoxP3+IL-1R- 0,548 1,000 0,690 0,421 0,222 0,548
FoxP3+IL-1R+ 0,690 1,000 0,690 0,690 1,000 0,690
FoxP3-IL-1R+ 0,841 0,690 1,000 0,841 0,690 0,548
FoxP3+Ki67- 0,548 0,841 0,841 0,421 0,222 0,690
FoxP3+Ki67+ 0,548 1,000 0,548 0,310 0,095 0,421
FoxP3-Ki67+ 0,151 0,841 0,841 0,095 0,095 0,421
FoxP3+CD62L- 0,548 1,000 0,690 0,421 0,222 0,548
FoxP3+CD62L+ 1,000 0,310 0,310 0,310 0,310 0,690
FoxP3-CD62L+ 0,008 0,548 0,690 0,056 0,032 0,841
IL-1R+Ki67- 1,000 0,841 1,000 0,841 1,000 0,841
IL-1R+Ki67+ 0,690 1,000 0,690 0,690 1,000 0,690
IL-1R-Ki67+ 0,095 0,841 1,000 0,095 0,095 0,690
CD62L+L-1R- 0,016 0,548 0,548 0,095 0,095 0,841
CD62L+IL-1R+ 1,000 1,000 0,690 1,000 0,690 0,690
CDO62L-IL-1R+ 0,841 0,690 1,000 0,841 1,000 0,690
CD62L+Ki67- 0,032 0,548 0,548 0,095 0,056 0,548
CD62L+Ki67+ 1,000 0,690 0,690 0,690 0,690 1,000
CD62L-Ki67+ 0,095 0,841 1,000 0,095 0,095 0,841
CD62L+CCR6- 0,008 0,548 0,841 0,032 0,056 0,690




CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCRO-IL-1R+
CCR6+

IL-10+

FoxP3+

IL-17+
CD62L+

Ki67+

IL-1R+

0,222
0,841
0,841
0,841
0,151
0,841
1,000
0,548
0,421
0,222
0,008
0,841
0,008
0,095
0,841

0,222
0,690
0,841
0,690
0,690
1,000
1,000
0,690
0,222
0,690
0,841
0,222
0,310
0,841
0,841

0,421
0,548
1,000
1,000
1,000
0,841
0,690
0,548
1,000
0,841
1,000
0,841
0,690
0,841
1,000

0,690
0,548
0,690
0,841
0,095
0,548
1,000
0,841
0,548
0,056
0,095
0,095
0,056
0,095
1,000

1,000
0,548
0,548
0,690
0,095
0,548
0,690
0,841
0,841
0,310
0,032
0,841
0,095
0,095
1,000

0,841
1,000
1,000
0,548
0,841
1,000
0,690
0,841
0,548
0,690
0,841
0,421
0,690
0,841
1,000



Tabelle 55 Auswirkungen der Stimulationsbedingungen Unstimuliert, IL-1p, anti-IL-1f und anti-IL-1RI (RI)
auf die prozentuale Zusammensetzung der T-Zellsubpopulationen in den CD4+CD25-CD127- Zellen der JIA-

Patientinnen.

Es werden die p-Werte angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert.

JIA
Unstimuliert Unstir'nuliert Unstimuliert IL-1p vs anti- IL-1p vs RI anti-IL-1p vs
vs IL-1B vs anti-IL-1p vs RI IL-1p RI
CD25-CD127- 0,690 0,690 0,548 0,690 0,841 0,841
IL-17+CCR6- 0,421 0,548 0,548 0,841 0,690 0,841
IL-17+CCR6+ 0,310 0,841 0,548 0,310 0,690 0,690
IL-17-CCR6+ 0,310 0,310 0,310 0,841 1,000 1,000
FoxP3+CCR6- 1,000 1,000 0,841 1,000 0,690 0,841
FoxP3+CCR6+ 0,841 0,841 1,000 1,000 0,548 0,548
FoxP3-CCR6+ 0,310 0,548 0,310 1,000 0,690 1,000
FoxP3+IL-10- 0,841 1,000 0,841 0,841 0,690 1,000
FoxP3+IL-10+ 0,310 0,841 0,690 0,310 0,690 0,841
FoxP3-IL-10+ 0,548 0,421 0,690 1,000 1,000 0,548
FoxP3+IL-17- 1,000 1,000 0,841 0,841 0,690 0,690
FoxP3+IL-17+ 0,310 0,548 0,548 0,690 0,690 1,000
FoxP3-IL-17+ 0,095 0,421 0,095 0,690 1,000 0,841
CCR6+IL-10- 0,310 0,310 0,310 0,841 1,000 1,000
CCR6+IL-10+ 0,310 0,841 1,000 0,310 0,310 0,841
CCR6-IL-10+ 0,690 0,548 0,841 0,690 0,690 0,548
IL-17+IL-10- 0,421 0,841 0,548 0,548 0,690 0,841
IL-17+IL-10+ 1,000 0,690 0,690 0,690 0,690 1,000
IL-17-IL-10+ 0,548 0,548 1,000 1,000 0,548 0,421
FoxP3+IL-1R- 1,000 1,000 0,690 0,841 0,841 0,421
FoxP3+IL-1R+ 0,690 0,690 1,000 1,000 0,690 0,690
FoxP3-IL-1R+ 0,690 0,421 0,690 0,841 1,000 0,841
FoxP3+Ki67- 1,000 0,690 0,548 0,841 0,841 0,548
FoxP3+Ki67+ 0,690 0,690 0,690 0,310 1,000 0,310
FoxP3-Ki67+ 0,548 0,690 0,548 1,000 0,151 0,151
FoxP3+CD62L- 1,000 0,548 0,690 0,841 0,841 0,690
FoxP3+CD62L+ 0,841 0,421 1,000 0,690 0,690 0,548
FoxP3-CD62L+ 0,310 0,310 0,690 0,690 1,000 1,000
IL-1R+Ki67- 0,690 0,151 0,548 0,421 0,841 0,690
IL-1R+Ki67+ 0,548 1,000 1,000 0,690 0,548 1,000
IL-1R-Ki67+ 1,000 0,690 0,841 0,841 0,690 0,421
CD62L+L-1R- 0,310 0,310 0,690 0,690 0,841 1,000
CD62L+IL-1R+ 1,000 1,000 0,841 1,000 0,690 0,690
CDO62L-IL-1R+ 0,421 0,095 0,548 1,000 1,000 0,548
CD62L+Ki67- 0,310 0,310 0,690 0,690 0,841 1,000
CD62L+Ki67+ 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
CD62L-Ki67+ 0,548 0,690 0,841 1,000 0,310 0,421



CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCRO-IL-1R+
CCR6+

IL-10+

FoxP3+

IL-17+
CD62L+

Ki67+

IL-1R+

1,000
0,310
0,222
0,310
0,548
0,222
0,310
0,548
0,548
0,310
0,548
1,000
0,095
0,310
0,690
0,548

0,841
0,222
0,310
0,310
0,548
0,310
0,310
0,421
0,310
0,310
0,548
1,000
0,310
0,310
0,841
0,310

0,421
0,421
0,690
0,548
0,841
0,841
0,548
0,690
0,548
0,310
0,690
0,841
0,151
0,690
0,690
0,690

1,000
0,690
0,841
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,841
0,841
1,000
0,841
0,690
0,690
1,000
0,841

0,690
1,000
0,548
0,690
0,690
0,151
0,548
1,000
1,000
1,000
0,690
0,690
0,690
0,841
0,310
1,000

0,690
0,841
0,548
0,548
0,690
0,151
0,421
0,841
0,690
1,000
0,690
0,690
0,841
1,000
0,421
0,548



Tabelle 56 Auswirkungen der Stimulationsbedingungen Unstimuliert, IL-1p, anti-IL-1f und anti-IL-1RI (RI)
auf die prozentuale Zusammensetzung der T-Zellsubpopulationen in den CD4+CD25-CD127- Zellen der RA-

Patientinnen.

Es werden die p-Werte angegeben. Die signifikanten p-Werte sind markiert.

RA
Unstimuliert Unstir'nuliert Unstimuliert IL-1p vs anti- IL-1p vs RI anti-IL-1p vs
vs IL-1B vs anti-IL-1p vs RI IL-1p RI
CD25-CD127- 1,000 0,841 0,841 1,000 1,000 1,000
IL-17+CCR6- 0,421 0,310 0,310 0,841 1,000 1,000
IL-17+CCR6+ 0,841 0,841 0,690 1,000 0,841 0,841
IL-17-CCR6+ 0,690 0,690 0,548 0,548 0,421 0,690
FoxP3+CCR6- 0,690 0,841 1,000 0,841 0,690 1,000
FoxP3+CCR6+ 0,841 0,548 0,421 0,841 0,548 0,548
FoxP3-CCR6+ 0,690 0,690 0,548 0,841 0,421 0,690
FoxP3+IL-10- 0,548 1,000 0,841 1,000 1,000 1,000
FoxP3+IL-10+ 0,841 0,690 0,421 0,548 0,310 0,841
FoxP3-IL-10+ 0,841 0,841 1,000 1,000 0,690 0,841
FoxP3+IL-17- 0,548 1,000 0,841 1,000 1,000 1,000
FoxP3+IL-17+ 0,310 0,690 0,690 0,841 0,690 1,000
FoxP3-IL-17+ 0,548 0,548 0,548 1,000 0,841 1,000
CCR6+IL-10- 0,841 0,841 0,548 0,421 0,421 0,690
CCR6+IL-10+ 0,310 0,421 0,151 0,841 0,841 0,690
CCR6-IL-10+ 1,000 0,841 1,000 1,000 0,690 0,841
IL-17+IL-10- 1,000 0,690 0,421 0,548 0,690 0,690
IL-17+IL-10+ 1,000 0,690 0,310 0,690 0,310 0,690
IL-17-IL-10+ 0,841 0,690 1,000 1,000 0,841 0,841
FoxP3+IL-1R- 0,548 0,095 0,548 0,548 0,151 0,032
FoxP3+IL-1R+ 0,310 0,548 0,690 1,000 0,690 0,690
FoxP3-IL-1R+ 0,548 0,841 0,421 0,421 0,841 0,222
FoxP3+Ki67- 0,421 0,095 0,690 0,548 0,151 0,032
FoxP3+Ki67+ 0,421 0,151 1,000 0,690 0,421 0,151
FoxP3-Ki67+ 0,690 0,690 0,421 0,841 1,000 0,690
FoxP3+CD62L- 0,548 0,095 0,690 0,548 0,151 0,032
FoxP3+CD62L+ 1,000 0,151 0,222 0,310 0,222 0,032
FoxP3-CD62L+ 0,841 1,000 0,841 1,000 1,000 0,548
IL-1R+Ki67- 0,690 0,690 0,690 0,310 0,841 0,421
IL-1R+Ki67+ 0,690 0,841 0,690 1,000 1,000 1,000
IL-1R-Ki67+ 0,690 1,000 0,421 0,548 0,841 0,421
CD62L+L-1R- 0,690 1,000 0,841 0,841 0,841 0,548
CD62L+IL-1R+ 0,310 0,310 0,690 1,000 0,548 0,548
CDO62L-IL-1R+ 0,690 1,000 0,421 0,421 1,000 0,421
CD62L+Ki67- 0,841 1,000 0,841 0,841 0,548 0,548
CD62L+Ki67+ 1,000 0,548 1,000 0,548 1,000 0,548
CD62L-Ki67+ 0,690 1,000 0,421 0,690 0,841 0,548



CD62L+CCR6-
CD62L+CCR6+
CD62L-CCR6+
CCR6+Ki67-
CCR6+Ki67+
CCR6-Ki67+
CCR6+IL-1R-
CCR6+IL-1R+
CCRO-IL-1R+
CCR6+

IL-10+

FoxP3+

IL-17+
CD62L+

Ki67+

IL-1R+

0,841
0,690
0,841
0,841
0,222
1,000
0,841
0,841
0,548
0,690
0,841
0,548
0,548
0,841
0,690
0,690

0,841
0,690
0,841
0,841
0,421
0,690
0,841
0,690
0,841
0,690
0,841
1,000
0,548
1,000
1,000
1,000

0,841
0,421
0,690
0,690
0,421
0,841
0,690
0,548
0,548
0,548
1,000
0,841
0,548
0,841
0,421
0,548

0,841
0,421
0,421
0,310
1,000
0,548
0,310
0,548
0,690
0,548
1,000
1,000
1,000
1,000
0,548
0,421

0,690
1,000
0,690
0,690
0,690
0,841
0,690
0,841
0,841
0,421
0,690
1,000
0,841
0,690
0,841
1,000

0,548
0,310
0,690
0,690
0,841
0,421
0,690
0,421
0,690
0,690
1,000
1,000
1,000
0,548
0,421
0,421






