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1. Einflihrung
1.1. Juvenile idiopathische Arthritis

Juvenile idiopathische Arthritis (JIA) beschreibt eine heterogene Gruppe von
chronischen Arthritiden im Kindesalter, die vor dem 16. Lebensjahr beginnen,
langer persistieren als 6 Wochen und von unbekannter Atiologie sind [1-3]. JIA
ist die haufigste rheumatische Erkrankung im Kindesalter. Vorwiegend anzutref-
fen ist diese Erkrankung an den distalen Gelenken. Vor Diagnosestellung mus-
sen andere mdgliche Differenzialdiagnosen beispielsweise inflammatorischer

oder reaktiver Genese ausgeschlossen werden.

In westlichen Landern mit hohem Einkommen liegt die Pravalenz der JIA bei 16-150
Erkrankungen und die jahrliche Inzidenz bei 2-20 Fallen pro 100.000 Einwohner [1].
Weltweit wird die Pravalenz bei 7-400 Erkrankungen und die jahrliche Inzidenz bei
0,5-22 Fallen pro 100.000 Population berichtet [4]. Als Ursache dieser doch grof3en
Unterschiede der Krankheitshaufigkeiten zwischen den Regionen wird unter ande-

rem eine nicht einheitliche Klassifikation verantwortlich gemacht.

1.1.1. Klassifikation der JIA

Unter Berucksichtigung von demographischen Charakteristika, klinischer Mani-
festation, Behandlungsstrategien und Krankheitsprognose erfolgt eine Untertei-
lung der JIA in Subklassen [5].

Der International League of Associations for Rheumatology (ILAR) zufolge wird
JIA in sieben Subklassen eingeteilt: die systemische JIA (sJIA), die Oligoarthritis,
die seronegative und seropositive Polyarthritis, die juvenile Psoriasis-Arthritis, die
Enthesitis-assoziierte JIA und die undifferenzierte JIA [3]. Das primare Ziel dieser
Klassifikation ist die Generierung moglichst homogener Gruppen, basierend auf

den dominanten klinischen Merkmalen und laborchemischen Parametern, um




subklassenspezifische Therapieoptionen, Follow-up-Strategien und Prognose-
aussagen definieren zu kénnen. Das Auftreten neuer klinischer Symptome kann

hierbei im Verlauf der Krankheit zu einer Veranderung der Subklasse fuhren [2].

In Tabelle 1 sind die Kernpunkte der JIA-Klassifikation nach ILAR zusammenge-
fasst.

Auch wenn die ILAR-Kriterien vermeintlich eine definierte Krankheitsentitat be-
schreiben, existieren dennoch weitere Merkmale innerhalb der Subklassen, die
zu einem heterogenen Bild fuhren [1]. Griffin et al. beschrieben 2009 eine gene-
tische Heterogenitat der polyartikularen JIA [6]. Des Weiteren zeigten Barnes et
al. ein spezifisches B-Zell-Profil sowie eine synoviale Plasmazell-Infiltration im
Fruhstadium der Erkrankung, ohne Berucksichtigung der Anzahl der betroffenen
Gelenke oder der Krankheitsschwere. Dies wurde eine modifizierte Klassifikation
unter Einbeziehung von genexpressiven und immunozytologischen Parametern

zum Erzielen einer moglichst homogenen Klassifizierung erforderlich machen [7].




Tabelle 1: ILAR Klassifikation der JIA. Zweite Revision, Edmonton 2001, modifiziert nach [3].

JIA-Subtyp Definition Ausschluss | Relative
kriterien Héaufigkeiten’
Systemische Intermittierendes Fieber = 2 Wochen a,b,cd 4-17 %

JIA (M. Still) und Arthritis in = 1 Gelenk, plus eines
oder mehr der folgenden Kriterien:
« flichtiger, erythematdser Ausschlag
* generalisierte Lymphknotenschwellun-
gen
» Hepatomegalie und/oder Splenome-
galie
* Serositis
Oligoarthritis Arthritis von < 4 Gelenken wahrend der | a, b, c, d, e 27-60 %
ersten 6 Krankheitsmonate
Subklassifikationen:
* persistent: nicht mehr als 4 Gelenke
» extended: > 4 Gelenke nach den ers-
ten 6 Monaten betroffen
Seronegative * Arthritis = 5 Gelenke wahrend derers- | a,b,c,d, e 11-30 %

Polyarthritis ten 6 Krankheitsmonate

* Rheumafaktor negativ
Seropositive * Arthritis 2 5 Gelenke wahrend der ers- | a,b, c, e 2-7 %
Polyarthritis ten 6 Krankheitsmonate,

» Rheumafaktor positiv (= 2 Tests posi-
tivim Abstand von = 3 Monaten in den
ersten 6 Monaten)

Psoriasis- Arthritis und Psoriasis, oder Arthritis b,c,d, e 2-11 %
Arthritis und = 2 der folgenden Kriterien:

« Daktylitis

* Nagelpsoriasis (Lochfral’, Onycho-

lyse)

* Psoriasis bei einem erstgradigen Ver-

wandten
Enthesitis- Arthritis und Enthesitis, oder Arthritis a,d, e 1-11 %
assoziierte oder Enthesitis mit = 2 der folgenden
Arthritis Kriterien:

» Schmerzempfindlichkeit oder Inflam-
mation im lliosakralgelenk

* HLA-B27 positiv

» Krankheitsbeginn eines Jungen > 6
Jahre

« akute (symptomatische) Uveitis ante-
rior

« erstgradiger Verwandter mit:
ankylosierender Spondylitis, Enthesitis-
assoziierter Arthritis, Sakroiliitis bei ent-
zundlicher Darmerkrankung, Reiter-
Syndrom oder akuter anteriorer Uveitis

Undifferen- Arthritis, die sich keiner Subgruppe zu- 11-21 %
zierte ordnen lasst, oder auf die mehr als 2
Arthritis Subtypen zutreffen

' Relative Haufigkeiten entnommen aus [8]




Die Tabelle 1 zeigt die Unterteilung der JIA in die 7 Subtypen mit Definition nach ILAR, 2. Revi-
sion, Edmonton, modifiziert nach [3], mit Ausschlusskriterien und relativen Haufigkeiten des Auf-
tretens [8] in Bezug auf die Gesamtheit der JIA-Patienten.

Ausschlusskriterien:

a. Psoriasis oder Psoriasis in der Patienten- oder Familienanamnese bei einem erstgradigen
Verwandten

b. Arthritis eines mannlichen Patienten > 6 Jahre mit HLA-B27-Positivitat

c. Erstgradiger Verwandter (anamnestisch oder aktuell) mit:
ankylosierender Spondylitis, Enthesitis-assoziierter Arthritis, Sakroiliitis bei chronisch-ent-
zundlicher Darmerkrankung, Reiter-Syndrom oder akuter anteriorer Uveitis

d. Mindestens 2 Nachweise von IgM-Rheumafaktor im Abstand von zumindest 3 Monaten

e. Systemische JIA

1.1.1.1. Systemische JIA

Der systemische JIA-Subtyp (sJIA) wird bei mannlichen und weiblichen Patienten
mit derselben Haufigkeit beobachtet und kann zu jedem Zeitpunkt der Kindheit
auftreten. Die ILAR-Kriterien dieser Entitat sind Tabelle 1 zu entnehmen. Die in-
termittierenden Fieberschube (bis 39,5°C) treten in der Regel bis zu zweimal tag-
lich auf. Zumeist ist wahrend der Fieberspitzen ein lachsfarbener stamm- und
proximalbetonter Ausschlag zu beobachteten, der sich mit Abfallen des Fiebers
verflichtigt. Die systemischen Symptome konnen Uber Monate hinweg persistie-
ren, jedoch selten langer als 6 Monate. In der Regel sind die Auto-Antikorper,
antinuklearen Antikorper (ANA) und der Rheumafaktor (RF) negativ [9].

Gelegentlich kann es zu einer polyarthritischen Manifestation in den grof3en und
kleinen Gelenke kommen [10]. Nachdem Erythem und Fieberschube oft erst nach
der Polyarthritis zu Tage treten, ist die Abgrenzung zur polyarthritischen JIA bei

Erstdiagnose erschwert [11].

Hepatosplenomegalie und generalisierte Lymphadenopathie ist bei einem Drittel
der Patienten zu beobachten [5]. Die Serositis — in Form einer Perikarditis oder
Pleuritis - aulert sich typischerweise in Thoraxschmerzen. Wahrend der Fieber-

spitzen werden auch abdominelle oder Gliederschmerzen beobachtet [9, 12].

Zu den Komplikationen zahlen neben Osteoporose, Wachstumsretardierung,

erosiver Arthritis und Amyloidose das Makrophagen-Aktivierungssyndrom




(MAS), eine schwere, lebensbedrohliche Komplikation mit hoher Mortalitat und
Morbiditat, die in 5-8 % der Falle beschrieben wird [13].

Charakterisiert wird das MAS - ahnlich einer hamophagozytischen Lymphohistio-
zytose (HLH) - durch persistierendes Fieber, Panzytopenie, Hepatosplenomega-
lie und eine hepatische Funktionsstorung mit Enzephalopathie [9]. Lebensbe-
drohlich ist hierbei die potenziell auftretende disseminierte Koagulation aufgrund
laborchemischer Verschiebungen (Lymphozytopenie, Thrombozytopenie, be-
schleunigter Fibrinogenabbau, erhdhte D-Dimere, verlangerte Prothrombinzeit
und partielle Thromboplastinzeit). Im Gegensatz zur komplikationslosen sJIA ist
beim MAS ein starker Abfall der Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) zu be-
obachten, verursacht durch die Hypofibrogenamie, was gleichzeitig als diagnos-
tischer Warnhinweis dienen kann. Ebenfalls diagnostisch relevant ist eine Hyper-

ferritinamie Uber 684 ng/mL [14].

Die Diagnosestellung einer sJIA ist besonders in der Initialphase erschwert auf-
grund der vielen moglichen Differenzialdiagnosen (z.B. Infektionen, Neoplasien,
rheumatisches Fieber, Kawasaki-Syndrom oder autoinflammatorische Erkran-
kungen) [12]. Die sJIA kann variable Verlaufe von monozyklisch mit kompletter
Remission bis zur Persistenz in das Erwachsenenleben einnehmen. Insbeson-

dere die Arthritis kann hierbei persistieren.

Ombrello et al. stellten in einer multizentrischen Studie eine Relation zwischen
der human leukocyte antigen (HLA) Klasse |l des major histocompatibility com-
plex (MHC)-Locus und sJIA her und bezeichneten den Locus als ,Suszeptibili-

tats-Locus” mit Beeinflussung des Krankheitsrisikos [15].

In aktuellen Forschungsarbeiten wird derzeit diskutiert, sJIA nicht als Autoimmun-
erkrankung, sondern als autoinflammatorische Erkrankung und einzelne Krank-

heitsentitat zu werten [16].




1.1.1.2. Oligoarthritis

Oligoarthritis ist die haufigste JIA-Form und ist v.a. bei Patientinnen unter 6 Jah-
ren zu beobachten [2]. Die ILAR-Kriterien der Oligoarthritis sowie deren weitere
Unterteilung in eine permanente und extendierte Form sind in Tabelle 1 aufgelis-
tet. Eine ANA-Positivitat tritt in 70-80 % der Falle auf, wohingegen der RF negativ
ist [5]. Das Uveitis-Risiko ist bei ANA-Positivitat erhoht [17].

Oligoarthritis ist verstarkt an den gro3en Gelenken der unteren Extremitaten an-
zutreffen. Da eine Beteiligung der kleinen Gelenke aufert selten ist, sollte bei
deren Befall differenzialdiagnostisch eine Psoriasis-Arthritis in Betracht gezogen

werden, insbesondere bei positiver Psoriasis-Familienanamnese [18].

Typischerweise prasentiert sich die Oligoarthritis als Monoarthritis mit exzellenter
Prognose und gutem funktionellem Outcome. Eine chronisch verlaufende Uveitis
ist in dieser Subgruppe der Hauptrisikofaktor einer persistierenden korperlichen
Behinderung [5]. Ebenfalls als Komplikation zu sehen ist der Progress der Oli-

goarthritis in eine polyarthritische Form.

Da Krankheitsrezidive noch Jahre nach einer vermeintlichen Remission auftreten

koénnen, sind Nachuntersuchungen 4 bis 5 Jahre lang obligatorisch [5, 19].

1.1.1.3. Polyarthritis

Wie in Tabelle 1 beschrieben, existieren nach ILAR-Klassifikation zwei Formen
der Polyarthritis, die sich nach Positivitat oder Negativitat des RF unterscheiden
lassen. Beide Unterformen treten vermehrt bei Madchen auf. Die seronegative
Polyarthritis bildet einen Haufigkeitsgipfel zwischen 2 und 4 Jahren sowie zwi-
schen 6 und 12 Jahren, wahrend die seropositive Polyarthritis eher in der spate-
ren Adoleszenz zu beobachten und in der Symptomatik mit der adulten rheu-
matoiden Arthritis (RA) vergleichbar ist [12].

Die seronegative Polyarthritis Iasst sich weiter in 3 Subgruppen differenzieren:

die erste ahnelt der extended Oligoarthritis mit ebenfalls erhéhtem Uveitis-Risiko,




Beginn im Kleinkindalter und ANA-Positivitat. Dies fuhrt zu der Annahme, dass
es sich um dieselbe Krankheitsentitat mit lediglich schnellerer Ausbreitung der
Arthritis handelt [20, 21].

Die zweite Subgruppe der seronegativen Polyarthritis kann mit der RF-negativen
RA im Erwachsenenalter verglichen werden und charakterisiert sich durch eine
symmetrische Arthritis der kleinen und grof3en Gelenke, Beginn im Schulalter und
eine fehlende ANA-Expression [1]. Die Prognose in dieser Subgruppe kann oft-

mals stark variieren [12].

Die dritte Untergruppe weist eine schlechte Prognose mit schlechtem Therapie-
ansprechen und haufigen Folgeerkrankungen auf [12]. Besonders bei Beteiligung
des Huftgelenks ist mit der Notwendigkeit einer chirurgischen Intervention und
erhohter Morbiditat zu rechnen [5, 22].

Zu den Pradiktoren einer schweren Gelenkzerstérung zahlen unter anderem ein
positiver Nachweis des RFs und des Anti-CCP-Autoantikdrpers (cyclisches ci-
trulliniertes Peptid), der nur bei der seropositiven Polyarthritis zu beobachten ist.
Im Kindesalter sind besonders die Effekte zu berucksichtigen, die eine derartige
Destruktion auf das heranwachsende Skelett hat [1]. Eine generelle Wachstums-
retardierung oder ein beschleunigtes Langenwachstum der betroffenen Extremi-

tat konnen hieraus resultieren.

1.1.1.4. Juvenile Psoriasis-Arthritis

Die juvenile Psoriasis-Arthritis (ILAR-Kriterien siehe Tabelle 1) beschreibt das
gleichzeitige Auftreten von Arthritis und Psoriasis und ist keine leicht zu stellende
Diagnose, da die Arthritis in der Regel zeitlich vor den Hautmanifestationen auf-
tritt. Es werden niedrige bis moderate ANA-Titer bei einem Grolteil der Patienten
beobachtet, auch HLA B27 tritt bei etwa 30 % auf [23]. Die Gelenkbeteiligung
umfasst entweder eine symmetrische Arthritis der kleinen Gelenke oder eine
asymmetrische Form, die in den gro3en Gelenken der unteren Extremitaten zu

finden ist und eine ahnliche Symptomatik aufweist wie eine Enthesitis-assoziierte




Arthritis. Auch der Progress in eine seropositive Polyarthritis-ahnliche Form ist

madglich [5].

Diese doch sehr heterogene Verteilung der Gelenkbeteiligung hat die Forderung
nach einer Unterteilung der Psoriasis-Arthritis in 2 Subtypen laut werden lassen:
einem ersten Subtyp mit ahnlichen Charakteristika wie die frihbeginnende, ANA-
positive JIA, die in der klinischen Manifestation und einer weiblichen Praferenz
Zuge der Oligoarthritis tragt, und einem zweiten Subtyp mit einer Spondyloarthro-
pathie-ahnlichen Symptomatik, spaterem Krankheitsbeginn und mannlicher Pra-
dominanz [23]. Martini et al. forderten aus diesem Grund eine modifizierte Arthri-
tis-Klassifikation nach ANA-Positivitat und Krankheitsbeginn anstelle der gangi-
gen Einteilung nach Anzahl der betroffenen Gelenke, um eine homogenere JIA-

Einteilung erreichen zu kénnen [21, 24].

1.1.1.5. Enthesitis-assoziierte Arthritis

Die Enthesitis-assoziierte Arthritis wurde in den letzten 25 Jahren in der padiatri-
schen Rheumatologie haufig kontrovers diskutiert, da sie sowohl Merkmale der
JIA als auch der juvenilen Spondyloarthritis tragt. Typischerweise sind Uber 6
Jahre alte Jungen von dieser Krankheit betroffen, RF und ANA-Antikérper sind
negativ und HLA B27 in 65-80 % der Falle positiv. Bei 10-20 % der Patienten ist
eine akute, symptomatische Uveitis zu beobachten; insbesondere HLA B27-po-

sitive Patienten sind hierfur pradestiniert [25].

Im Gegensatz zur chronischen Uveitis der Oligoarthritis, die schleichend verlauft,
einen zumeist asymptomatischen Verlauf hat und zu einem vollstandigen Visus-
verlust fiUhren kann, ist bei der akuten Uveitis eine ein- oder beidseitige, schmerz-
hafte Iritis mit Photophobie und Hyperamie der Skleren oder Konjunktiven zu er-
warten [25]. Komplikationen, insbesondere bei verschleppter Diagnosestellung,

sind Keratopathie, Katarrhakt, Glaukom oder Visusverlust.




Der Begriff Enthesopathie beschreibt eine Inflammation des Sehnenansatzes am
Knochen und aufert sich durch eine schmerzhafte Empfindlichkeit der betroffe-
nen Sehne. Die am haufigsten betroffene Sehne ist die Achillessehne, gefolgt
von der Patellarinsertion der Quadrizepssehne sowie der calcanealen und meta-
tarsalen Insertion der Plantarfaszie [26]. Die Inflammation kann sich aber auch in

Form von Schmerzempfindlichkeit im lliosakralgelenk aufdern.

Zumeist ist neben der Enthesopathie eine axiale oder asymmetrische Arthritis der
grolien Gelenke der unteren Extremitaten zu finden [27]. Im Gegensatz zur Oli-
goarthritis kann hierbei auch das Huftgelenk oder das lliosakralgelenk betroffen
sein, was bei der Diagnosestellung ein hilfreiches differenzialdiagnostisches
Merkmal sein kann. Die Klassifikationskriterien nach ILAR sind in Tabelle 1 zu

finden.

An und fur sich gesehen ist die Enthesitis-assoziierte Arthritis eine gut behandel-
bare Erkrankung mit zumeist kompletter oder partieller Remission; bei inadaqua-
ter Behandlung ist jedoch der Progress in eine ankylosierende Spondylitis mog-
lich [28]. Demzufolge ist eine mdglichst friihzeitige Diagnose und Behandlung ein

sehr relevantes Thema der padiatrischen Rheumatologie [5].




1.1.2. Atiopathogenese

Die genaue Atiopathogenese der JIA ist ein viel diskutiertes Thema der padiatri-
schen Rheumatologie und bleibt weiterhin unklar. Es wird jedoch, wie bei den
meisten Autoimmunerkrankungen, eine multifaktorielle Genese angenommen.
Einige dieser Erklarungsmodelle werden in den folgenden Unterkapiteln disku-
tiert.

1.1.2.1. Genetische Suszeptibilitat

Bei der Untersuchung des Krankheitsphanotyps von monozygoten Zwillingen
konnte eine Konkordanzrate und Ahnlichkeit von 20-40 % eruiert werden, was
eine starke genetische Komponente der Krankheit vermuten lasst [1, 29]. Auch
Geschwister und Cousins ersten Grades zeigten ein erhohtes Risiko zur Entwick-

lung einer JIA.

In Studien konnten etliche Suszeptibilitatsgene identifiziert werden, die sich in
HLA-Gene und nicht HLA-assoziierte Gene weiter unterteilen lassen [30].

So konnte bei der Untersuchung der HLA-Gene sowohl bei den Klasse | - Allelen
(HLA A-s und HLA B27), als auch bei den Klasse Il - Allelen (HLADRB1 und HLA
DP) eine Assoziation zur JIA hergestellt werden, was die Beteiligung und den

Stellenwert der T-Zellen im Rahmen der Krankheitsentstehung bestarkt [31].

Zu den nicht HLA-assoziierten Kandidatengenen zahlen unter anderem PTPN22,
STAT4, MIF, SLC11A6, WISP3, IL-2, IL-2RA, IL-2RB, IL-6, IL-6R sowie der Tu-
mornekrose Faktor a (TNFa) [1, 31].

Durch genomweite Assoziationsstudien (GWAS) konnten diverse andere Gene
und Immunpfade identifiziert werden [32-34]. Ein weiterer Gegenstand der For-
schung sind epigenetische Veranderungen und Mutationen der single nucleotid
Polymorphismen (SNP), sowie die Funktion von Enhancern und deren Inhibition
als therapeutische Option [35].
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Aufgrund von nur geringen interindividuellen Unterschieden im genetischen Profil
bei Autoimmunerkrankungen wird in Zukunft eine internationale Zusammenarbeit

zur Eruierung der genetischen Einflussgrof3en relevanter werden [1].

Genexpressionsprofile konnen helfen, spezifische Biomarker-Genmuster einer
Krankheitsuntergruppe zuzuordnen, da sich diese Muster im Verlauf der Krank-
heit verandern [1]. So konnte beispielsweise ein charakteristisches Genexpres-
sionsprofil von peripheren, mononuklearen Zellen bei Krankheitsbeginn der JIA
festgestellt werden, welches sich nur im Alter bei Diagnosestellung und nicht in
der Anzahl der betroffenen Gelenke unterschied [7]. Bei der systemischen JIA
zeigte sich ein vollstandig unterschiedliches Genprofil mit Hochregulation von
Genen des angeborenen Immunsystems und des Komplementsystems sowie
von hamatopoetischen Genen [1, 36]. Die gewonnenen Erkenntnisse kdnnten
eine revidierte JIA-Klassifikation erforderlich machen, die das genetische Profil
einschlief3t.

1.1.2.2. Exogene Ausloser (Trigger)

In einem gesunden Immunsystem existiert eine Balance zwischen effektorischen
und regulatorischen Mechanismen, die sowohl vor der Invasion von Pathogenen
schutzen als auch den Erhalt der Selbsttoleranz bewirken [1]. Dies erfordert eine

enge Zusammenarbeit des angeborenen und des adaptiven Immunsystems.

Ein genetisch suszeptibles Individuum kann auf einen bislang noch nicht sicher
identifizierten externen Stimulus eine Uberschielfende Immunantwort bilden, die
bis hin zu einem Selbstantigen fihrt [8, 37]. Diese Reaktion verursacht eine stan-
dige Aktivierung des angeborenen und des adaptiven Immunsystems und kann

infolgedessen zu Gewebeschaden fuhren [1].

Infektionen oder Impfungen, aber auch Stress und Trauma, wurden als mogliche
Trigger diskutiert, jedoch konnte dies in Studien bisher nicht sicher belegt werden

[37, 38]. Bei Polyarthritis konnte nach Meningokokken C - Impfung eine verstarkte
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pro-inflammatorische Immunantwort beobachtet werden, was das Risiko einer

aggravierten Inflammation in sich tragen kdnnte [39].

Im Bereich der exogenen Triggerfaktoren besteht weiterhin grol3er Forschungs-
bedarf in Form von prospektiven Studien, die genetische Suszeptibilitat und im-
munologische EinflussgréRen einschlieRen, um weitere Erkenntnisse in der Atio-

pathogenese gewinnen zu kdnnen.

1.1.2.2.1. Darmmodell

Die Darmflora rickt immer mehr in den Fokus von Studien als relevanter exoge-
ner Faktor von Autoimmunerkrankungen, wie beispielsweise von chronisch-ent-
zundlichen Darmerkrankungen, Typ | Diabetes und RA. In der Stuhluntersuchung
von Patienten mit JIA wurde eine Darmflora festgestellt, die sich von gesunden
Individuen unterschied [40]. So konnte beispielsweise eine erhdhte bakterielle
Urease bei Patienten mit JIA festgestellt werden, die als Ursache der veranderten

anaeroben Flora gesehen werden konnte [41].

Die Hypothese, dass das veranderte pro-arthritogene Mikrobiom die Entwicklung
des Immunsystems, die Barrierefunktion der intestinalen Mukosa und die T-Zell-
differenzierung beeinflusst, gewinnt immer mehr an Anerkennung [8]. Diese Ver-
anderungen kdnnten eine Dysregulation des Immunsystems bewirken und damit
eine Rolle bei der Entwicklung der JIA spielen [42]. Ein Erklarungsmodell ist in
Abb.1 dargestellt.

Therapieoptionen der Zukunft konnten eine mikrobielle Stuhltransplantation oder
die Verwendung von Pra- und Probiotika zur Therapie der Dysbiose sein.
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Abb.1: Darstellung der potenziellen Rolle des Mikrobioms in der Pathogenese der JIA (ent-
nommen aus [42], mit Genehmigung von Springer Nature?). Mikrobielle Dysbiose kann zu
einer Dysregulation des Immunsystems fuhren, was die Integritdt der Mukosa herabsetzt und
durch molekulare Mimikry eine Aktivierung des Immunsystems bewirkt. Durch die veranderte Mu-
kosa-Permeabilitdt kann auch die Richtung der T-Zell-Differenzierung hin zu einem effektorischen
TH1-/TH17-Profil beeinflusst werden. Zusammen mit genetischer Suszeptibilitat und exogenen
Triggerfaktoren kdnnten hieraus Autoimmunitat und Gelenkentziindung resultieren.

1.1.2.3. Dysbalance zwischen Selbsttoleranz und Inflammation auf zellula-

rer Ebene

T-Zellen spielen eine Schlusselrolle in der Pathogenese der JIA. Insbesondere
Helfer-T-Zellen vom Typ 1 bzw. Typ 17 (TH1- und TH17-Zellen) und einige Un-
terformen der regulatorischen T-Zellen (Tregs) tragen zur Pathophysiologie und
zum Verlauf der JIA bei [35]. Die B- oder T-Zell-vermittelte Immunantwort des
adaptiven Immunsystems triggert eine autoreaktive Immunantwort, die infolge-
dessen zur Konversion in Richtung Selbstantigen fuhrt. In der Untersuchung von
Synovialflissigkeit betroffener Patienten konnte eine Ansammlung von aktivier-
ten autoreaktiven Memory-T-Zellen um dendritische Zellen herum festgestellt
werden [43].

2 Copyright Genehmigung durch Springer Nature Open Research, New York, USA. Graphik ent-
nommen und Ubersetzt ins Deutsche aus [42].
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Nach dem initialen autoreaktiven Ereignis wird beinahe das gesamte Immunsys-
tem aktiviert. Die Autoimmunerkrankung manifestiert sich mit einer deutlichen
zeitlichen Latenz zwischen Kontakt mit dem Triggerantigen und Symptombeginn,
wobei zu diesem Zeitpunkt bereits angeborenes wie adaptives Immunsystem ak-
tiviert sind [1]. Erschwerend kommt hinzu, dass sich die immunologischen Profile
und Mechanismen sowohl innerhalb der heterogenen Subgruppen als auch bei
Remission der Erkrankung unterscheiden, so dass kaum ein einheitliches immu-

nologisches Erklarungsmodell maglich ist.

Bei Krankheitsremission konnte eine erhohte Anzahl an natirlichen und Antigen-
induzierten Tregs sowie eine Co-Expression von CD27 und CD39 (cluster of dif-
ferentiation) in der synovialen Fllssigkeit und im peripheren Blut festgestellt wer-
den [44, 45]. Als bestdefinierte Treg-Induktoren sind hierbei die Hitzeschockpro-
teine wie bspw. heat shock protein (hsp)60 und dna(j) zu nennen [46, 47]. Zudem
konnte in etlichen Experimenten bewiesen werden, dass T-Zellen, die auf Hitze-
schockproteine reagibel waren, essenziell fur die Regulation der Selbsttoleranz

und zur Unterdriickung von potenziell pathogenen Immunantworten sind [46, 48].

Es stellt sich die Frage, ob die Qualitat oder die Quantitat der regulatorischen
Zellen bei der autoinflammatorischen Entziindung nicht suffizient genug ist [49].
Alternativ konnte dafur eine Resistenz der effektorischen T-Zellen gegen die re-
gulatorischen Gegenmalinahmen verantwortlich sein, bzw. die effektorische Im-

munantwort die regulatorische Uberwiegen [50].

In einigen Studien wurde die Weiterdifferenzierung von naiven T-Zellen zu effek-
torischen Zellunterformen der TH1-Zellen, TH17-Zellen oder intermediaren
TH1/TH17-Zellen am Ort der Inflammation aufgezeigt [51]. Zudem konnte unter
dem Einfluss von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-13, IL-6 und TNFa eine
T-Zell-Plastizitat (siehe 1.2.2.1.4.) nachgewiesen werden, da T-Zell-Subtypen
Charakteristika anderer Untergruppen tbernahmen, wie z.B. die Entwicklung von
regulatorischen T-Zellen zu TH17-Effektor-T-Zellen oder Effektor-(e)Tregs, die
IL-17 produzieren konnten [50].
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1.1.3. Disease Activity Scores

Neben laborchemischen Verlaufsparametern dienen etliche international-eta-
blierte Disease Activity Scores, standardisierte, evidenzbasierte Punkteinteilun-
gen zur Einschatzung der Krankheitsaktivitat und Verlaufsbeurteilung der JIA, die
bspw. Eltern-, Patienten- oder Arzt-Visual-Analogskalen (VAS) oder die Anzahl
der derzeit befallenen Gelenke beinhalten. Der momentan am haufigsten be-
nutzte JADAS-Score (juvenile arthritis disease activity score) berlucksichtigt ne-
ben den obengenannten Kriterien die BSG als Inflammationsparameter (siehe
Tabelle 2) [52]. Insbesondere zur Therapieverlaufsbeurteilung ist dieser Score

sehr gut geeignet [5].

In dieser Arbeit wird die Aktivitat uber die Anzahl der betroffenen Gelenke defi-
niert. Trat die Entzindung in mehr als einem Gelenk auf, wurde die Erkrankung

als aktiv bezeichnet.

Tabelle 2: JADAS-Score mit Definitionskriterien.

Padiatrischer Score Kriterien

JADAS 1. Generelle Erkrankungseinschatzung durch den Arzt mittels VAS
(physician VAS), 10 cm Analogskala
2. Generelle Erkrankungseinschatzung durch den Patienten bzw.
ein Elternteil mittels VAS (patient/parent VAS)
3. Anzahl der betroffenen Gelenke
4. BSG [0-10 Skala durch Formel: (BSG — 20) =+ 10]
BSG-Wert <20 mm/h = 0, BSG-Wert >120 mm/h = 10

Die Tabelle 2 listet die 4 Definitionskriterien des JADAS-Scores auf. VAS beschreibt die visuelle
Analogskala, die anhand der Einschatzung des Arztes, des Patienten und der Eltern ausgefillt
wird. Die Anzahl der betroffenen Gelenke wird bei der ambulanten Vorstellung durch eine aus-
fuhrliche Erfassung des Gelenkstatus durch den Arzt erhoben. Die Blutsenkungsgeschwindigkeit
nimmt durch die genannte Formel Einfluss auf den JADAS-Score.
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1.1.4. Behandlung der JIA

Die drei Hauptbestandteile der JIA-Therapie sind die nicht-steroidalen Antirheu-
matika (NSAR), die Basistherapeutika (Disease modifying antirheumatic drugs,
DMARD), deren wichtigste Saule noch immer Methotrexat (MTX) darstellt, und
die Biologika, die oft auch als bDMARDs bezeichnet werden. Begleitend werden
Glukokortikoide zur Uberbriickung des antirheumatischen Wirkungseintritts der
DMARDs eingesetzt.

Patienten, die auf die Erstlinien (first line)-Therapie mit MTX nicht (ausreichend)
reagieren, erhalten - zumeist nach monatelangem Nichtansprechen - ein Biologi-
kum (second line-Therapie) [35]. Hierbei werden hauptsachlich TNFa-Inhibitoren

eingesetzt.

Nur bei bekannten Risikofaktoren oder einer besonders grof3en Krankheits-
schwere bei Diagnosestellung wird direkt auf Biologika (second / third line) zu-
ruckgegriffen. Auf diese Weise wird abgesichert, dass nur diejenigen Patienten
diese intensive und teure Therapie bekommen, die von einer niedrigeren Stufe
der Therapie nicht ausreichend profitieren wirden. Der Nachteil dieser Herange-
hensweise ist, dass oft die Gelegenheit verstreicht, die biologischen Eigenschaf-
ten der Krankheit zu modifizieren, und stattdessen nur noch deren Manifestatio-

nen supprimiert werden kénnen [35].

In Tabelle 3 sind die wichtigsten Medikamente aus den verschiedenen Stufen der
antirheumatischen Therapie aufgefihrt. Die Therapie sollte alle 3 Monate re-eva-
luiert werden, bis eine Remission, inaktive oder nur noch minimal aktive Erkran-
kung erreicht werden kann [53]. Wichtige Ziele sind daneben die Schmerzkon-

trolle und die Erhaltung der Muskelkraft und des Bewegungsumfangs [5].

Als ultima ratio kann bei sehr schweren, therapie-refraktaren JIA-Fallen eine au-
tologe Stammzelltransplantation nach Depletion der auto-aggressiven Effektor-
und Memory-T-Zellen eine Option sein, die in einer Rekonstitution des Immun-
systems munden kann [54]. Mesenchymale Stromazellen (MSC) konnten durch
ihre immuno-modulatorischen und anti-inflammatorischen Fahigkeiten eine The-

rapieoption der Zukunft darstellen [55].
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Tabelle 3: Auflistung der wichtigsten antirheumatischen Medikamente, modifiziert nach [5]

und [56].
Gruppe Medikament Wirkmechanismus | Dosis
NSAR Celecoxib COX2-Inhibitor 6 mg/kgKG/d
(Cyclooxygenase)
Diclofenac COX-Inhibitor 2-3 mg/kgKG/d
Ibuprofen COX1/2-Inhibitor 20-40 mg/kgKG/d
Indometacin COX1/2-Inhibitor 1-3 mg/kgKG/d
Meloxicam COX2-Inhibitor 0,125-
0,5 mg/kgKG/d
Naproxen COX1/2-Inhibitor 10-15 mg/kgKG/d
Glukokortikoide Predniso(lo)n, Glukokortikoid-Re- 0,1-0,2 mg/kgKG/d
Methylprednisolon zeptor (NR3C1) (max. 5 mg/kg/d)
Orale Therapie Glukokortikoid-Re- Niedrigdosis: < 0,2
zeptor (NR3C1) Hochdosis: 1-2

StoRtherapie

Triamcinolonhexacetonid

Glukokortikoid-Re-
zeptor (NR3C1)

Glukokortikoid-Re-
zeptor (NR3C1)

Prednisolon-Aquiva-
lent

> (5)-10 Predniso-
lon-Aquivalent intra-
venos fir 1-3 Tage
Intraartikular

0,5-1 mg/kg/d

DMARDs Azathioprin Purinanalogon 1-3 mg/kgKG/Tag
Cyclosporin-A Calcineurin-Inhibitor | 3-5 mg/kgKG/Tag
(Hydroxy)chloroquin 4-Aminochinolin-De- | 4 mg/kgKG/Tag

rivat
Cyclosporin-A Calcineurin-Inhibitor | 3-5 mg/kgKG/Tag
Leflunomid Dihydroorotat-De- <40 kg: 10 mg,
hydrogenase-Inhi- > 40 kg: 20 mg pro
bitor Tag
Methotrexat Folsaure-Antagonist | 10-20 mg/m?
KOF/Woche
Sulfasalazin Dihydropteroat-Syn- | 30-50 mg/kgKG/d
thase-Inhibitor

Biologika Abatacept T-Zell-Co-Stimulati- 10 mg/kgKG alle 4

ons-antagonist, 16sli- | Wochen
ches Fusionsprotein

Adalimumab TNFa-Suppression, <30 kg: 20 mg,
monoklonaler TNFa- | >30 kg: 40 mg alle 2
Antikérper Wochen

Anakinra IL-1 Rezeptor-anta- 2-10 mg/kgKG/d
gonist

Canakinumab IL-1 Inhibitor, <40 kg:
monoklonaler IL1[3- 4-6 mg/kgKG/Dosis,
Antikérper >40 kg: 150-300 mg

alle 4-8 Wochen

Etanercept TNFa-Suppression, 0,8 mg/kgKG/Woche
Fusionsprotein, Re-
zeptorsuppression

Golimumab TNFa-Inhibitor, 50 mg alle 4 Wochen

monoklonaler TNFa -
Antikoérper
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Infliximab TNFa-Suppression, 5-10 mg/kgKG/Mo-

monoklonaler Anti- nat
korper
Rituximab CD20-Antigen-Sup- 375 mg/m? KOF pro
pression Woche flir 1 Monat
Tocilizumab IL-6 Rezeptor-anti- 8-12 mg/kgKG/d
korper
Ustekinumab IL12-/1L23-Inhibitor 0,75 mg/kgKG,

nach 4 Wochen,
dann alle 12 Wo-
chen,

Zulassung nur fir
Psoriasis

In Tabelle 3 sind die wichtigsten antirheumatischen Medikamente aufgelistet, nach Gruppen in-
nerhalb der antirheumatischen Therapie, Wirkmechanismus (Angriffspunkt im Kérper) und Dosis
pro Kilogramm Kdrpergewicht und Zeiteinheit.

1.1.4.1. Nicht-steroidale Antirheumatika

Bei der Anwendung der nicht-steroidalen Antirheumatika (NSAR) macht man sich
zum einen deren analgetische Wirkung, zum anderen in hdherer Dosierung de-
ren antiphlogistische Wirkung zunutze. Durch Hemmung der Cyclooxygenasen
(COX)-1 und -2 wird die Synthese der fur die Entzindungsreaktion relevanten
Prostaglandine und Thrombexane herunterreguliert. Bei leichten Arthritisformen,
insbesondere bei der Oligoarthritis, kann eine Monotherapie mit einem NSAR
suffizient sein. NSAR werden trotz gelegentlich auftretender abdomineller
Schmerzen und Kopfschmerzen als gut vertraglich angesehen [53]. Nach den
aktuellen AWMF S2k-Leitlinien (Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Me-
dizinischen Fachgesellschaft) sollten NSAR bei allen JIA-Subtypen zur Symp-
tomverbesserung als initiale oder begleitende Therapie eingesetzt werden [56].
Die wichtigsten nicht-steroidalen Antirheumatika sind in Tabelle 3 aufgelistet.
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1.1.4.2. Glukokortikoide

Dieser Medikamentengruppe wird die potenteste anti-inflammatorische Wirkung
zugeschrieben [5]. Die Funktionsweise der Glukokortikoide ful3t auf der Nachah-
mung des korpereigenen Kortisols. Dadurch ist es diesen Medikamenten mdg-
lich, Uber dieselben intrazellularen Rezeptoren, wie bspw. NFkB (nuclear factor
kB), die Genexpression korpereigener, anti-inflammatorischer Stoffwechselwege

zu aktivieren und zu verstarken [57].

Die topische (z.B. bei Uveitis) oder die intraartikulare Anwendung wird gerne als
Co-Medikation neben anderen Antirheumatika eingesetzt [58]. Insbesondere bei
schwerer, akuter systemischer JIA und dem MAS ist eine hochdosierte intrave-
nose Steroidtherapie zu Beginn der Behandlung essenziell, um die Prognose zu
verbessern [58]. Dennoch wird auf lange Sicht eine niedrige oder mittlere Dosis
angestrebt, die unterhalb der Cushing-Schwelle (fur Kinder: 7,5-10 mg/d Hydro-
cortison) liegt. Durch die Prednisolon-Aquivalenzdosis kénnen die verschiedenen
Kortikoide hinsichtlich ihres Wirkungs- und Nebenwirkungsprofils verglichen wer-
den.

Die Verwendung und Dosis von Glukokortikoiden wird in der antirheumatischen
Therapie zur Reduktion der Nebenwirkungen auf das wachsende Skelett wie
Wachstumsretardierung so gering wie maglich, aber so hoch wie nétig gehalten
[59]. Die Dosis von 0,1 mg/kgkG/d sollte langfristig nicht Gberschritten werden,
da oberhalb dieser Schwelle ein erhohtes Risiko fur das Auftreten von uner-
wunschten Nebenwirkungen besteht. Zur Prophylaxe einer nebenwirkungsbe-
dingten Osteoporose wird die Supplementierung von Vitamin D3 und Calcium
empfohlen [60]. In Tabelle 3 aufgefuhrt sind die wichtigsten Glukokortikoide mit
Dosierung in der Behandlung der JIA.
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1.1.4.3. DMARDs (disease-modifying antirheumatic drugs)

Der wichtigste Vertreter der DMARDs ist MTX, ein Folsaure-Antagonist. Einge-
setzt wird es bei unzureichender Wirksamkeit von NSAR, hohem oder wiederhol-
tem Steroidbedarf oder polyartikularer JIA [56].

Uber die Inhibition der Dihydrofolat-Reduktase ist intrazelluléar weniger metabo-
lisch-aktives Folat verfugbar, und die de novo Synthese von Purinen und Pyrimi-
dinen ist herabgesetzt, die fur die Zellproliferation und die Inflammation bendtigt
werden [61]. Die Wirkung setzt nach einer Einnahme von 6-12 Wochen ein.

Zur Reduktion der Nebenwirkungen wie Knochenmarkssuppression, Ubelkeit,
orale Ulzera und Haarverlust kann Folat oder Folinsaure verwendet werden [53].
In Studien konnte - aul3er bei hohen Folat-Dosen in Kombination mit einer nied-
rigen MTX-Dosis - kein signifikanter Unterschied in der MTX-Effizienz und -Akti-
vitat festgestellt werden [62]. Schwere unerwinschte Wirkungen umfassen die
MTX-induzierte interstitielle Lungenkrankheit bzw. Pneumonitis, die MTX-assozi-
ierten Leberkrankheiten wie Fibrose oder Zirrhose sowie die durch MTX hervor-
gerufene Niereninsuffizienz [61]. Langzeit-Kohortenstudien zeigten zudem einen
Anstieg von Lymphomen und Karzinomen seit der Einfuhrung von MTX in die
antirheumatische Therapie [63, 64]. Bisher konnte in Studien jedoch kein signifi-
kant hoheres Malignitatsrisiko bei MTX-Einnahme im Vergleich zu anderen
DMARDs bewiesen werden [65].

Initial wurde die Wirkung von MTX der Apoptose-Induktion von effektorischen
T-Zellen zugeschrieben [66]. Aktuell geht man von einem anti-inflammatorischen
Effekt durch die Freisetzung von Adenosin nach dessen Abspaltung aus ATP
durch die Ektonukleotidasen CD39 und CD73 aus, aber auch durch die agonisti-
sche Bindung von MTX an die Adenosin-Rezeptoren AGORA2A und AGORA3
[35, 61]. CD39 ist ein Zellmarker der Memory-Tregs, welche bei Autoimmunitat
in verringerter Anzahl zu finden sind [35]. Man nimmt an, dass MTX die Anzahl
und / oder die Funktion der CD39-positiven Tregs verandert. In vitro Experimente
von CD4+ CD25+ CD127"" Tregs konnten jedoch keine erhohte Suppressions-

kapazitat bei Patienten nachweisen, die MTX-sensibel waren [45].
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In vitro konnte eine verstarkte Genexpression von Interleukin-4 (IL-4) und IL-10
bei gleichzeitig erniedrigter Expression von Interferon-y (IFNy) und IL-2 nachge-
wiesen werden [67]. Auch Uber die Inhibition der NFkB-Aktivitat mittels Adenosin
und Uber die Suppression des JAK/STAT-Stoffwechselweges (januskinase/ sig-
nal transducer and activator of transcriptions) kann MTX die Produktion der pro-
inflammatorischen Mediatoren wie IL-6, TNFa, IL-1B und Matrixmetalloproteasen
hemmen [61, 68]. Interessanterweise konnte keine herabgesetzte Effektorzell-
Antwort, sondern eine erhohte Proliferation bzw. ein konstantes Level der von
Effektorzellen produzierten Zytokine beobachtet werden, was hinwiederum eine
modulatorische - und nicht, wie bisher angenommen, suppressive - Funktion von
MTX vermuten lasst [69].

Bei MTX-Unvertraglichkeit kann Leflunomid eingesetzt werden. Studien haben
Leflunomid eine gleichwertige Wirksamkeit bescheinigt [70]. Weitere Basisthera-
peutika aus der DMARD-Gruppe sind in Tabelle 3 aufgelistet. Besondere Vertre-
ter sind Sulfasalazin, das v.a. bei Enthesitis-assoziierter Arthritis und Oligoarthri-
tis eingesetzt wird, und Hydroxychloroquin, dessen Hauptverwendung in der Oli-
goarthritis liegt. Alle DMARDs weisen eine Latenz von durchschnittlich 6 bis 8
Wochen bis zum Eintritt der Wirkung auf, weshalb zur Uberbriickung gerne Glu-

kokortikoide verwendet werden.
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1.1.4.4. Biologika

Bei den Biologika handelt es sich um biosynthetisch hergestellte Antikorper, zu-
meist von Zytokinen, die auf diese Weise den immunologischen Aktivierungs-
oder Signalweg unterbinden. Je nach Suffix kann die Herkunft und Produktions-
weise erkannt werden [-(z)Jumab flUr human (humanisiert); -omab fur murin

(Maus); -ximab fur chimar aus human/murin].

Die TNFa-Blockade wurde in den 1990er Jahren nach Entdeckung der pro-in-
flammatorischen Wirkung von TNFa auf die Synovialzellen von Patienten mit RA
entwickelt [71]. Die Wirksamkeit von TNFa-Inhibitoren wurde bei Patienten mit
JIA beschrieben, sogar bei Patienten, die gegen MTX oder andere DMARDs re-
sistent waren [35, 72]. Die Sicherheit und Effizienz der Biologika-Therapie konnte
in etlichen Studien bewiesen werden [73, 74]. Zugute kommt den JIA-Patienten
die Pramisse der Food and Drug Administration (FDA) und der European Medi-
cines Agency (EMA), die besagt, dass Pharmaunternehmen in der Entwicklung
neuer Medikamente gegen Krankheiten, die in ahnlicher Auspragung im Kindes-
alter zu finden sind, immer auch Zulassungsstudien zur Sicherheit und Effektivitat
im padiatrischen Bereich durchfiihren missen [16]. So konnten schrittweise neu-

entwickelte Biologika aus der Therapie der RA flr die JIA zugelassen werden.

Bei Polyarthritis konnte der Nutzen einer frihen aggressiven Therapie mit Eta-
nercept, MTX und Prednisolon gezeigt werden, mit einer rascheren Remissions-
induktion und langerem symptomfreien Intervall [56, 75, 76]. Da T-Zellen auch
nach Erléschen der Inflammation am Ort der Entzindung verbleiben, konnen
diese beim nachsten Krankheitsschub durch die verbleibenden Gedachtniszellen
(Memory-T-Zellen) wieder aktiviert werden. Aus diesem Grund empfiehlt sich
eine frlhe aggressive Therapie, um die Anlagerung dieser Gedachtnis- und Ef-
fektor-Zellen im Gewebe zu verhindern. Dem Zugewinn an Lebensqualitat und
der frihen Krankheitsbeherrschung und -modifikation stehen hierbei die hohen
Kosten der Biologika gegenuber. Die frihe aggressive Therapie wird daher aus

Okonomischer Sicht Uberwiegend fur die schweren JIA-Falle empfohlen [77].
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Da es sich bei den Biologika um kdrperahnliche Proteine handelt, kann der Kor-
per gegen die Medikamente gerichtete Anti-Drug-Antikdrper (ADA) bilden. Infol-
gedessen kann ein Nachlassen der Wirkung eintreten, was eine Umstellung der
Therapie erforderlich macht [78]. Eine Co-Medikation mit MTX scheint protektiv
gegen die ADA-Bildung zu sein [79]. Die derzeit hauptsachlich verwendeten Bio-
logika sind in Tabelle 3 zu finden. Wie auch bei den konventionellen DMARDs

tritt die Wirkung der Biologika mit einer zeitlichen Latenz ein.

1.1.4.4.1. TNFa-Inhibitoren

Diese Gruppe von Biologika definiert sich aus der Blockade des Tumornekrose-
faktors a und des TNFa-Rezeptors, der auf fast allen Korperzellen zu finden ist.
Dadurch wird die TNFa-abhangige pro-inflammatorische Immunkaskade inhibiert
und folglich weniger Akutphase-Proteine freigesetzt. Die medikamentése Wir-
kung kann uber die Modulation von Anzahl und Untergruppen der Tregs bzw.
deren verstarkte Funktion erklart werden [80]. Zudem wird die Aktivierung des
pro-inflammatorisch-wirksamen NFkB's in einer sehr frihen Phase unterbunden
[81].

Bei allen JIA-Unterformen konnte ein erhdhter Serumspiegel des l6slichen TNFa-
Rezeptors und von TNFa selbst eruiert werden, der mit der Krankheitsaktivitat
korrelierte [82]. Im Synovium und in der Synovialflussigkeit von JIA-Patienten
konnten erhohte TNFa- sowie erhdhte Lymphotoxin-a-Spiegel detektiert werden.
Uber TNFa wird die Knochenresorption stimuliert und die Osteogenese und die

Synthese der Proteoglykane des Knorpels inhibiert [83].

Den TNFa-Inhibitoren wird ein hohes Sicherheitsprofil und eine grof3e Effektivitat
zugeschrieben [73, 84]. Das Lymphom- und Karzinomrisiko scheint im Kindesal-
ter bei TNFa-Inhibitor-Einnahme leicht erhdht zu sein [85]. Da zumeist eine Co-
Medikation mit MTX erfolgt, ist eine Aussage daruber, ob das karzinogene Risiko
dem TNFa-Inhibitor zuzuschreiben ist, nicht mdglich. In einer schwedischen Ko-
hortenstudie von 1969 bis 2007 konnte ein deutlicher Anstieg des Malignitats-
und lymphoproliferativen Risikos ab 1987 gesehen werden, was am ehesten mit
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der antirheumatischen Therapie-Einfihrung von MTX (1986) in Verbindung ge-
bracht werden kdnnte [63]. Nachfolgende Studien vermuten, dass JIA selbst das
Malignitatsrisiko darstellt und die TNFa-Inhibitoren nicht zur Risikoerh6hung bei-
tragen [2, 86].

Zur besseren Pharmakovigilanz der unerwunschten Effekte von Biologika wur-
den Register im Rahmen der PRINTO-, der PRCSG-, der CARRA- oder der Bl-
KER-Studie geformt [87-89]. Es konnten selten gehaufte Infekte der oberen Luft-
wege beobachtet werden. Extrem selten trat eine schwere Infektion mit Hospita-

tionspflicht und intravendser Antibiotikatherapie auf [90].

Da viele der TNFa-Inhibitoren subkutan oder intravends appliziert werden, sind
allergische oder lokale Reaktionen nicht selten zu beobachten. Vor Beginn einer
Biologika-Therapie sollte insbesondere im asiatischen Raum eine latente Tuber-
kulose ausgeschlossen werden [91]. Im Rahmen einer TNFa-Inhibitor-Therapie
konnen auch andere Autoimmunerkrankungen auftreten oder demaskiert wer-
den; auch neuropsychiatrische Krankheiten wie bspw. demyelinisierende Krank-
heiten wurden beschrieben [92]. In den nachfolgenden Absatzen wird auf die
wichtigsten TNFa-Inhibitoren gesondert eingegangen. Die Dosierungen sind in

Tabelle 3 zu finden.

Etanercept ist ein chimar-hergestelltes Fusionsprotein, das an das lésliche TNFa
bindet und den TNFa-Rezeptor-mediierten Signalweg herabsetzt. Fur Kinder mit
polyarthritischer JIA gilt Etanercept als sichere und effektivste Therapieoption mit

anhaltender Verbesserung der Symptomatik [53].

Adalimumab ist ein vollstandig humanisierter monoklonaler TNFa-Antikorper.
Der Anwendungsbereich liegt in der Polyarthritis und in schweren JIA-Verlaufen.
Auch far Uveitis ist Adalimumab zugelassen. Die Kombinationstherapie mit MTX
steigert die Therapieaktivitat [5]. Adalimumab gilt als effiziente und sichere Erst-
und Zweitlinien-Therapie der JIA [5, 8].

Golimumab ist ein vollstandig humanisierter monoklonaler TNFa-Antikdrper, der

sowohl an das I6sliche, als auch das membranstandige TNFa bindet [84]. In ers-
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ten Studienergebnissen konnte ein insgesamt gutes Therapieansprechen bei Po-
lyarthritis in der Kombinationstherapie mit MTX gezeigt werden [93]. Neben JIA
hat Golimumab auch eine Zulassung fur Psoriasis-Arthritis und Spondyloarthritis,
RA und Colitis ulcerosa [84]. Jedoch fehlen fur diese Substanz noch Studiener-

gebnisse Uber die Langzeiterfahrung.

Infliximab ist ebenfalls ein chimar-hergestellter monoklonaler Antikorper, der mit
hoher Affinitdt sowohl an das ldsliche, als auch an das membrangebundene
TNFa bindet. Besonders gut wirksam gilt Infliximab bei Spondyloarthropathien,
chronisch-entzundlicher Darmerkrankung, Psoriasis-Arthritis und Uveitis [5], ins-
besondere in Kombinationstherapie mit MTX [94]. Dennoch ist offiziell Infliximab
in der JIA-Therapie aufgrund von unzureichenden Studienergebnissen nicht zu-
gelassen, es wird aber off-label als Reservemedikament in schweren JIA-Fallen

verwendet [84].

Certolizumab Pegol, ein pegyliertes Fab-Fragment eines monoklonalen TNFa-
Antikorpers, ist bisher nicht fur JIA zugelassen. Man verspricht sich aufgrund der
Struktur des Antikorpers ein verbessertes Nebenwirkungsprofil und eine gerin-
gere ADA-Bildung [84]. Die Wirksamkeit in der JIA wird derzeit in ersten Studien
gepruft, die Certolizumab eine klinisch-relevante Besserung der JIA mit einem
gutem Sicherheitsprofil bescheinigen [95].

1.1.4.4.2. IL-1-/IL-6-Inhibitoren

Neben einer Uberproduktion des pro-inflammatorischen Zytokins IL-6 wurde bei
der systemischen JIA eine einzigartige IL-1-Signatur beobachtet, was zu einer

erfolgreichen Entwicklung von spezifischen Inhibitoren geflhrt hat [96, 97].

Innerhalb der systemischen JIA existiert eine Heterogenitat bezulglich der Thera-
pie-Antwort auf die zielgerichteten Biologika. Ein Teil der Patienten spricht auf IL-
1-Inhibitoren an, eine zweite Subgruppe auf IL-6-Inhibitoren und eine dritte weder
auf die IL-1- noch auf die |L-6-Blockade [35].
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Anakinra ist ein rekombinanter humaner IL-1 Rezeptorantagonist. In multizentri-
schen Studien konnte die Wirksamkeit und Medikamentensicherheit flir die sys-
temische JIA nachgewiesen werden. Es darf bereits vor dem Einsatz von Gluko-
kortikoiden eingesetzt werden [84, 98]. Die Behandlung kann durch starke Lokal-

reaktionen oder neutralisierende Antikorper eingeschrankt sein [84].

Canakinumab ist ein vollstandig humanisierter IL-1B-Antikdrper und wird eben-
falls in der Therapie der systemischen JIA eingesetzt [99]. Canakinumab findet
auch bei anderen autoinflammatorischen Erkrankungen Verwendung. Unter The-
rapie sollte auf das Auftreten eines MAS geachtet werden [84]. Aufgrund der lan-
geren Halbwertszeit und der seltener auftretenden Lokalreaktionen an der Injek-
tionsstelle wird Canakinumab oft als Erstlinien-Therapie bevorzugt [5]. Auch
Canakinumab darf laut Studienlage vor dem Einsatz von Glukokortikoiden ver-

wendet werden [100].

Tocilizumab ist ein rekombinanter humanisierter, monoklonaler IL-6 Rezeptor-
Antikorper. Es kann ebenfalls in der Behandlung der Therapie-refraktaren syste-
mischen JIA bei Kindern Uber 2 Jahren eingesetzt und mit MTX kombiniert wer-
den [101]. Im Rahmen von Studien, wie der CARRA-Studie, konnte die Effizienz
des Medikaments nachgewiesen werden [102]. Auch bei der JIA-Polyarthritis
kann Tocilizumab erfolgversprechend sein [103].

In der Weiterentwicklung der zielgerichteten Therapie bei systemischer JIA be-
steht noch viel Forschungsbedarf. Mogliche Biomarker wie IL-18 oder die S100A-
Proteine wurden als Angriffsziele identifiziert, um die autoinflammatorische Kas-
kade frihzeitig zu unterbrechen und eine mehr zielgerichtete, personalisierte Be-
handlungsstrategie zu erreichen [35]. Als Beispiel fur einen IL-18-Inhibitor ist Ta-
dekinig alfa, ein rekombinantes IL-18 bindendes Protein, zu nennen, dessen Si-
cherheit und Effektivitat fir die adulte Form des Morbus Still derzeit in einer klini-

schen open-label Studie geprift wird [104, 105].
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1.1.4.4.3. Weitere Angriffspunkte der Biologika-Therapie

Abatacept ist ein rekombinantes Fusionsprotein des CTLA4-Rezeptors (cytoto-
xic T-lymphocyte associated protein 4) und bewirkt durch eine Verminderung der
T-Zell-Stimulation eine herabgesetzte Aktivierung von B-Zellen und Makropha-
gen [5]. Hierbei wird Uber die Interaktion mit CD80/86 die T-Zell-Aktivierung ver-
hindert [106]. Zugelassen ist Abatacept in Kombination mit MTX zur Behandlung
der mafigen bis schweren Polyarthritis, wenn andere DMARDs oder TNFa-An-

tagonisten keine ausreichende Wirksamkeit zeigen [73].

Rituximab ist ein humaner, monoklonaler CD20-Antikdrper, der eine verstarkte
B-Zell-Apoptose und die Abnahme von reifen CD20-positiven B-Lymphozyten
bewirkt [5]. Dieser Wirkmechanismus macht das Medikament besonders effektiv
bei Krankheiten, die durch B-Zellen hervorgerufen werden. In vereinzelten Stu-
dien konnte der Nutzen von Rituximab bei schwerer, therapierefraktarer systemi-
scher JIA belegt wer den [107]. Vor Therapiebeginn sollte die Vakzination gegen

bekapselte Bakterien wie bspw. Pneumokokken erfolgen.

Tofacitinib ist ein selektiver JAK/STAT-Inhibitor. JAK-Inhibitoren binden an die
Kinasedomane der ATPasen, und inhibieren so die Aktivierung von STAT. Die
Transkription von pro-inflammatorischen Zytokinen wird dadurch an einem frihen
Punkt unterbrochen [84]. Die Anwendung von Tofacitinib in der JIA-Therapie wird
derzeit in klinischen Studien geprift [108, 109]. Bei systemischer JIA konnte eine
Wirksamkeit nachgewiesen werden [101]. Auch bei Polyarthritis konnte in einer
Studie der Nutzen einer Mono- oder Kombinationstherapie mit MTX gezeigt wer-
den [110].
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1.1.4.4.4. Ausblicke in der Biologika-Therapie

Einige Biologika, die bereits bei RA verwendet werden, sind noch nicht fur die JIA
zugelassen. Hierzu zahlen Secukinumab als IL-17-Inhibitor (Zulassung ab 6 Jah-
ren bei mittelschwerer bis schwerer Psoriasis), Ustekinumab als 1L-12/23-Anti-
korper (ab 12 Jahren flr Psoriasis bereits zugelassen) und Denosumab als
RANK/RANK-Ligand-Inhibitor. Teilweise existieren, wie zu Secukinumab, Stu-
dien, um die Wirksamkeit des Medikaments bei juveniler Psoriasis-Arthritis nach-

zuweisen [84].

Ein weiteres wichtiges Forschungsziel sind adaquate Biomarker, die fruhzeitig
ein Therapieansprechen oder eine Remissionsinduktion anzeigen. So ware es
moglich, schrittweise die Biologika-Therapie zu reduzieren und dementspre-
chend okonomischer zu arbeiten. Um auf die biologischen Eigenschaften der
Krankheit einzuwirken, ware gerade in der Anfangsphase die Herangehensweise
Lhit early, step down*“relevant, um das entscheidende Zeitfenster zur Verbesse-

rung von Outcome und Prognose nutzen zu konnen.

Fur die Transformation zur personalisierten Medizin ware eine mehr molekular-
basierte Klassifikation der JIA erforderlich. Weiterer Forschungsbedarf besteht in
Hinsicht auf das Verstandnis der Mechanismen zwischen Inflammation und
Selbsttoleranz [35]. Solche Erkenntnisse konnten beispielsweise aus groldange-
legten Kohortenstudien mit neudiagnostizierter JIA gezogen werden, mit einer
prospektiven Uberwachung der Probanden, um neue Erkenntnisse der Genom-,
Transkriptions- und Proteom-Veranderungen im Krankheitsverlauf und in Bezug

auf die Entitat gewinnen zu kdnnen [35].

Neue Bildgebungsmodalitaten, individuelle Risikoprofile und Behandlungsant-
worten sollten zu einer neuen Generation von klinischen Studien fuhren, die ne-
ben der Rekonstitution der immunologischen Balance auch die Minimierung der
langfristigen Nebenwirkungen berucksichtigen [1].
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1.1.5. Prognose

In den letzten Jahren konnte die Prognose der JIA durch die Fortschritte in der
Biologika-Therapie, die frihe, aggressive Therapie und die intraartikulare Anwen-
dung der Glukokortikoide deutlich verbessert werden. Dennoch bieten weiterhin
einige Patienten einen aggressiven, progressiven Krankheitsverlauf mit fort-
schreitender Gelenksdestruktion oder Zunahme der beteiligten Gelenke, was
eine Einschrankung der physischen oder psychosozialen Teilhabe bedeuten

kann.

Mit rheumatischen Erkrankungen haufig assoziiert sind chronische Schmerzer-
krankungen bzw. -stérungen, die zu erheblichen Einschrankungen im Alltag und
in der Lebensqualitat der Patienten fuhren. Je nach Lokalisation der Schmerzen
ist der Verlauf generalisiert oder auch nur regional (chronic regional pain syn-
drome). Bei der Entstehung der chronischen Schmerzsymptomatik geht man von
einem bio-psycho-sozialen Modell aus biologischen Risikofaktoren, psychischen
Coping-Mechanismen und Umweltfaktoren aus, die in Kombination eine unguns-
tige Fixierung auf den Schmerz bewirken konnen. Als Komorbiditaten konnen

Schlafstérungen oder selbstverletzendes Verhalten auftreten.

Zur Verbesserung der korperlichen Funktionen sowie der psychischen Lebens-
qualitat und sozialen Teilhabe ist fur besonders schwer betroffene Patienten und
chronische Schmerzpatienten eine multidisziplinare Behandlungsstrategie in
Schmerzkliniken und spezialisierten Fachkliniken fur Kinder- und Jugendrheuma-
tologie essenziell. In diesen erfolgt die enge Zusammenarbeit von Rheumatolo-
gen, Physiotherapeuten, Psychologen/Psychotherapeuten, Sozialtherapeuten

und Ergotherapeuten [5].

Etwa die Halfte der JIA-Falle persistiert bis ins Erwachsenenalter [111]. Da 30-
50% der jungen Erwachsenen die Therapie nicht weiterfuhren, ist eine sichere

Transition in die Erwachsenen-Rheumatologie wichtig [112].
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1.2. Pramature Immunoseneszenz
1.2.1. Immunoseneszenz

Als Immunoseneszenz wird die Alterung des Immunsystems im Laufe des Le-
bens bezeichnet, die schon bei Geburt beginnt und insbesondere wahrend der
Pubertat mit Involution des Thymus beschleunigt verlauft [113].

Umweltfaktoren konnen den Alterungsprozess begunstigen, indem sie durch
freie Radikale, Glykosylierung sowie durch intrinsische und extrinsische Faktoren
DNA-Schadigung und -Fehlfunktionen hervorrufen. Andere Theorien gehen von
einer genetischen Determination aus, die nur eine bestimmte altersabhangige
Anzahl an Zellteilungen erlaubt [114]. Veranderungen in der Zellzykluskontrolle
und kurzer werdende Telomere konnen in alternden Zellen zu einer Beendigung
der Replikation fuhren [115].

Die Seneszenz des Immunsystems manifestiert sich, wie in Abb.2 graphisch dar-
gestellt, im Anstieg der Infektanfalligkeit mit hoherer Morbiditat und Mortalitat
[114]. Die Fahigkeit, ,eigene” von ,fremden® Antigenen zu unterscheiden, sinkt
mit zunehmendem Alter. Somit werden Auto-Antikorper haufiger im Blut alternder
Menschen detektiert. Die Inflexibilitat, auf neue Antigene einzugehen - wie bspw.
im Rahmen von Vakzinationen, Infektionen und malignen Erkrankungen - kann
zusammen mit den Veranderungen in der T-Zellhomodostase so in autoimmunen

Erkrankungen munden [114].

Im Rahmen der Immunoseneszenz steigt die Wahrscheinlichkeit stetig an, an ei-
ner Autoimmunerkrankung zu erkranken. Umgekehrt konnte bei Kindern, die an
einer autoimmunen Erkrankung leiden, ein - im Vergleich zu gleichaltrigen, im-
munologisch gesunden Kindern - vorgealtertes Immunsystem belegt werden
[113].
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Abb.2: Klinische Manifestationen von Immunoseneszenz (eigene Abbildung). Graphische
Darstellung der klinischen Manifestationen der Immunoseneszenz bei alternden Patienten: es
konnten eine niedrigere Antikdrper-Antwort auf Vakzinationen, der Verlust, ,selbst* von ,fremd*
unterscheiden zu kénnen, erhdhte Antikérper-Werte, die oligoklonale Expansion von CD8-positi-
ven Zellen, Veranderungen im Zytokin-Profil zu einem chronisch-inflammatorischen Profil und
eine hdhere Suszeptibilitat zu Infektionen mit hoherer Morbiditat und Mortalitat festgestellt wer-
den.

1.2.2. Imnmunoseneszenz auf zellularer Ebene

In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass Thymusatrophie teilweise auf die
Unfahigkeit der Thymus-T-Zellen zurlckzufuhren ist, sich zu differenzieren und
T-Zell-Rezeptoren (TCR) zu exprimieren, kombiniert mit einer verringerten Ex-
pression von CD4-positiven und CD8-positiven Zellen [114, 116]. Auch eine de-
fekte Fas-Kaskade, die essenziell fur die Apoptose und Stimulation in der T-Zell-
Entwicklung ist, sowie extrathymische Faktoren wie Hormone spielen flr den Ver-

lust der thymischen Funktionen eine Rolle [114, 117].
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Immunoseneszenz beeinflusst neben den Thymus-Zellen auch die Zellen des
Knochenmarks, die maturen Lymphozyten aus dem peripheren Blut und den se-
kundar-lymphatischen Organen sowie die Elemente des angeborenen Immun-

systems [118].

Das Immunsystem besteht aus dem adaptiven und dem angeborenen Immun-
system. Zum angeborenen Immunsystem gehéren Monozyten, dendritische Zel-
len und naturliche Killerzellen (NK-Zellen), die unspezifisch auf pathogene Stimuli
reagieren und das Komplement- bzw. Phagozytose-System aktivieren. Das
adaptive Immunsystem umfasst die B- und T-Lymphozyten, die sich durch hohe
Antikorper-Spezifitat gegenuber Antigenen und durch Reaktivierung bei erneu-
tem Kontakt durch die immunologische Gedachtnisfunktion definieren [119]. Das
angeborene Immunsystem scheint weniger wahrend der Immunoseneszenz zu

degenerieren als das adaptive System [120].

Ein Organ, das eine wichtige Rolle bei der Alterung des Immunsystems spielt, ist
der Thymus. Dieser ist in der frihen Phase des Lebens hochaktiv. Im Epithel des
Thymus findet die T-Zell-Reifung und -Selektion statt. Im Rahmen der Thymus-
involution wird der Thymus schrittweise durch Fettgewebe ersetzt [121]. Dies
fuhrt zu einem Funktionsverlust mit abnehmender Anzahl an rezenten Thymus-
emigranten (RTE) und naiven T-Zellen. Um die T-Zell-Anzahl im Sinne der T-Zell-
Homoostase wahrend des Lebens auf einem konstanten Niveau zu erhalten, ist
die kompensatorische Proliferation peripherer T-Zellen erforderlich. Zusatzlich
werden reife und spezifische T-Zellen mit oligoklonaler Expansion vermehrt beo-
bachtet. Begunstigt wird dies durch chronische Antigen-Stimulation und Deple-
tion der RTE im Laufe des Lebens [113, 115]. In Abb.3 wird die zellulare Immu-

noseneszenz auf T-Zell-Ebene graphisch veranschaulicht.

Auch die Funktion der B-Zellen nimmt durch die Immunoseneszenz ab. In dieser

Arbeit liegt der Fokus jedoch auf der Rolle der T-Lymphozyten.
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Abb.3: Zelluldre Immunoseneszenz der T-Zellen (eigene Abbildung). Im Rahmen der Immu-
noseneszenz kommt es zu einer Involution des Thymus. Dadurch werden weniger rezente Thy-
musemigranten (RTE) und in Folge auch naive T-Zellen ausgeschiittet. Kompensatorisch prolife-
rieren periphere CD45RA-CD45R0O+ Memory-T-Zellen. T-cell receptor excision circles (TRECs),
die in naiven, aus dem Thymus stammenden T-Zellen zu finden sind, und die relative Telomer-
lange (RTL) nehmen im Laufe der Seneszenz ab, bedingt durch den geringeren Thymus-Output
und die gesteigerte periphere Proliferation. Zudem kann ein vermehrtes Auftreten von spezifi-
schen und reifen T-Zellen mit einer oligoklonalen Expansion von CD28- Zellen beobachtet wer-
den.

1.2.2.1. Einfluss der Immunoseneszenz auf die T-Zellen

T-Zellen nehmen eine zentrale Funktion im adaptiven Immunsystem ein. Sie sind
in der Lage, Viren und Tumorzellen zu bekdampfen und allogenes Transplantat-
Gewebe zu erkennen [113]. Es wird angenommen, dass T-Zellen bei den meis-

ten Autoimmunerkrankungen eine zumindest mediierende Rolle haben [113].
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Die grofte Veranderung auf zellularer Ebene liegt in der Expression von CD45-
Isoformen der T-Lymphozyten. So konnte bei CD4- und CD8-positiven T-Zellen
eine Dysbalance von der CD45RA+ CD45R0O- hin zu der CD45RA- CD45R0O+
Isoform wahrend des Alterungsprozesses nachgewiesen werden [122]. Als Ur-
sache dieser Verschiebung wird chronische Antigen-Stimulation und die zuneh-
mende Regredienz der naiven T-Zellen im Rahmen der Thymusinvolution ver-

antwortlich gemacht [123].

Auch die oligoklonale Expansion von spezifischen CD28-negativen T-Zellen
wahrend der Seneszenz wurde bei CD4- und CD8-positiven T-Zellen demons-
triert [124]. CD28 ist ein Co-Stimulationssignal fur TCR-abhangige Signalwege
und verstarkt die T-Zell-Proliferation sowie die IL-2- und IFNy-Produktion. Durch
den Verlust von CD28 verandert sich das funktionelle und phanotypische Profil
der T-Zellen dahingehend, dass sie Killer-Immunoglobulin-ahnliche Rezeptoren
und eine zytolytische Kapazitat hinzugewinnen sowie die Fahigkeit entwickeln,
grolde Mengen an IFNy und anderen pro-inflammatorischen Zytokinen zu produ-
zieren [125]. CD28-negative Zellen haben sich schon etliche Male repliziert. Der
Verlust von CD28 wird aus diesem Grund auch als ein Zeichen von ,replikativem
Stress” interpretiert. Die Abnahme der Telomerlangen (siehe 1.2.2.3.) ist bei
CD28-negativen Zellen deutlich ausgepragter als bei CD28-positiven Zellen, was
ebenfalls auf das haufigere Durchlaufen des Zellzyklus hinweist [126]. Fur klonal-
expandierte CD28-negative T-Zellen konnten zudem autoreaktive Charakteris-
tika belegt werden sowie die Fahigkeit, langere Zeit Apoptose-induzierenden Sti-

muli zu entgehen [127].

Rezente Thymusemigranten (RTE) nehmen durch die Seneszenz-bedingte
Thymusinvolution stetig ab. CD31, ein Oberflachenmolekull auf direkt aus dem
Thymus stammenden, naiven T-Zellen, und T-cell Receptor Excision Circles
(TRECSs) sind zwei bedeutende Marker, durch die sich die nachlassende Leis-

tungsfahigkeit des Thymus anzeigen lasst.

Auf Zytokin-Ebene wurden degenerative Modifikationen belegt, wie die herab-
gesetzte IL-2-Produktion in Kombination mit einer geringeren IL-2-Rezeptor-Ex-

pression und einer schlechteren Immunantwort der T-Zellen auf IL-2 [114]. Ein
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Schlussel-Zytokin im frihen Stadium der Thymogenese ist IL-7, dessen Expres-
sion im Alterungsprozess stetig abflaut [128]. Zudem ist IL-7 ein wichtiger Prolife-
rationsfaktor fur periphere naive und Memory-T-Zellen im Rahmen der Antigen-
unabhangigen Homoostase-Regulation [129]. TNFa und IL-6 sind mit der stei-
genden Morbiditat und Mortalitat in der Seneszenz assoziiert [130]. Insbesondere
TNFa, das in Relation zum zunehmenden Alter ansteigt, wird eine wichtige Rolle
bei der Pathogenese von Atherosklerose, Diabetes mellitus Typ 2 und Autoim-
munerkrankungen zugeschrieben [130].

1.2.2.1.1. Rezente Thymusemigranten (RTE)

Der Thymus ist ein primar-lymphatisches Organ im oberen Mediastinum. Im Kor-
tex des Thymus findet die Reifung und Selektion der T-Zellen statt, die den Thy-
mus in Richtung Mark durchwandern und schlieflich als RTE in die Blutbahn und
zu den sekundar-lymphatischen Organen hin freigesetzt werden [131]. Durch die
Thymusinvolution nimmt diese Rekonstitution des Immunsystems ab, und weni-

ger RTE werden in die Peripherie ausgeschiittet.

Eine Herausforderung bei der Untersuchung von RTE ist, dass bislang kein ada-
quater Marker identifiziert werden konnte, der sicher zwischen direkt aus dem
Thymus stammenden Zellen und peripheren naiven T-Zellen differenzieren kann.
Fur die CD31-exprimierenden CD45RA+ T-Zellen wurde die hochste Rate an
TRECs belegt, so dass man diese als wahre RTE-Reprasentanten im peripheren
Blut interpretieren kdnnte [113]. Diese Zellen nehmen graduell mit zunehmendem
Alter ab [132]. Dennoch ist der Korper dazu fahig, die CD4+ CD45RA+ CD31+
Zellen teilweise durch periphere Homoostase-Mechanismen konstant zu erhal-
ten, so dass auch CD31 moglicherweise nicht als exklusiver RTE-Marker zu se-
hen ist [132].

Nach Bindung des TCR verliert die Zelle ihre CD31-Expression in vitro, so dass
TCR-Stimulation als Ursache fur die postthymische homoostatische Proliferation
angenommen wird [133]. CD31 ist auch als PECAM-1 (engl. Platelet Endothelial
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Cell Adhesion Molecule-1) bekannt, das eine lymphozytare Uberaktivierung ver-
hindert und die Aktivierungsschwelle der Antigen-Rezeptor-Signalkaskade an-
hebt [134].

Interleukin-7 ist eines der wichtigsten Zytokine insbesondere im Frihstadium
der Thymopoese und tragt zum Erhalt des TCR-Repertoires und des peripheren
T-Zell-Pools durch die homoostatische Proliferation von naiven und Memory-T-
Zellen bei [129, 135]. Mit steigendem Alter sinkt das IL-7-Level, was zu einer
Abnahme von Thymusgrof3e, Thymus-Output und Zellularitat fuhrt [128]. IL-7 gilt
als einer der Faktoren, die das Erreichen von sehr hohem Lebensalter begunsti-
gen [136]. Ob IL-7 eine Rolle bei der Rekonstitution des Immunsystems haben
kann, indem es den Thymus-Output wieder steigert, bleibt kontrovers [137]. Bei
alten Mausen konnte nach IL-7-Gentherapie zwar die frihe Thymopoese wieder-
hergestellt werden, jedoch liel3 sich die bereits abgelaufene Thymusinvolution
nicht rackgangig machen [138]. Studien Uber die IL-7-Gentherapie bei thymekto-
mierten Patienten gibt es bisher nicht, da diese Therapie bei Fehlen einer Kli-
nisch-apparenten Beeintrachtigung des Immunsystems als unethisch angesehen
wird [137].

CD127, die a-Kette des IL-7-Rezeptors, ist insbesondere auf T-Zellen anzutref-
fen, die fur die auto-proliferative Wirkung von IL-7 empfanglich sind, wie bspw.
naive T-Zellen [139]. Die Anzahl der CD127-positiven T-Zellen fallt mit steigen-
dem Alter ab [140]. Zusammen mit dem Proliferationsmarker Ki-67 kdnnen CD31-
positive, CD127-positive Zellen zeigen, wie grofd die proliferativen Fahigkeiten
des Thymus und die periphere homoostatische Proliferation zum Zeitpunkt der

Untersuchung sind.

TRECSs sind stabile DNA-Episome, die aus dem Rearrangement der T-Zell-Re-
zeptoren im Thymus entstammen und in mindestens 70% der TCRap-Zellen auf-
zufinden sind [113]. Sie sind ein sensitiver Marker flr kirzliche Thymusemigran-
ten in die Peripherie [114]. In naiven Thymozyten und RTE ist die Menge an
TRECs am hochsten. Wahrend der Immunoseneszenz lasst der Zustrom an neu-
generierten T-Zellen aus dem Thymus nach, was zu einer geringeren Anzahl an
TREC enthaltenden Zellen fuhrt.
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Da TRECs wahrend der Mitose nicht repliziert werden, nimmt die Anzahl der
TRECs bei jeder Zellteilung ab [141]. Durch die periphere, homoostatische
Proliferation und die weitere Maturation der naiven Zellen wird dieser Dilutions-
effekt noch weiter verstarkt, da TRECs nur in den naiven Zellen anzutreffen sind
[141]. Die TRECs in den CD4-positiven T-Zellen nehmen wahrend des Alterns
50- bis 100-fach ab, wahrend die Zahl der naiven Zellen nur mit dem Faktor 2 bis
3 abfallt [115].

Mittels eines mathematischen Modells von Ribeiro [142] konnte in einer Studie
von Prelog et al. (2008) die TREC-Menge pro 10.000 Zellen berechnet werden,
da TRECs direkt den Thymus-Output reflektieren und nicht durch die Dynamik
zwischen TREC-positiven und -negativen Zellen beeinflusst werden [132, 143].
Um Ruckschlusse auf den aktuellen Thymusstatus ziehen zu kdnnen, sollten
TRECs nur zusammen mit dem Proliferationsmarker Ki-67 oder der relativen
Telomerlange in den CD37+ CD45RA+ Zellen betrachtet werden.

1.2.2.1.2. T-Zell-Differenzierung und Subpopulationen

T-Zellen entwickeln sich aus pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen des
Knochenmarks, die in den Thymus migrieren und dort ihre Maturation durchlau-
fen. Sie werden deshalb auch als thymusabhangige (T-)Lymphozyten bezeichnet
[119].

Die naiven RTE (siehe 1.2.2.1.1.) werden aus dem Thymus in die Blutbahn und
zu den sekundar-lymphatischen Organen freigesetzt, von denen sie durch Che-
mokine wie CCL19 (chemokine C-C ligand) angelockt werden. Der Chemokin-
Rezeptor CCRY7 ist ein Lymphknoten-Homing-Rezeptor und als charakteristi-
scher Marker auf naiven, Memory- und regulatorischen T-Zellen zu finden. CCR7
ist an der Organisation der Thymusarchitektur und -funktion durch die Koordina-
tion der Zellmigration innerhalb sowie in und aus dem Thymus beteiligt [144]. Es
tragt zudem durch die Expression auf sogenannten ,semi-maturen® oder tolero-

genen dendritischen Zellen zur Immunitat und Selbsttoleranz bei [145, 146].
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Im Zusammenspiel mit Adhasionsmolekulen und Integrinen wandern die naiven
T-Zellen in die parakortikale T-Zone des Lymphknotens ein [147]. Dort werden
ihnen fragmentierte Antigene durch dendritische Zellen unter dem Einfluss von
co-stimulatorischen Molekulen und spezifischen Zytokinen prasentiert [119]. Bei
Bindung des TCR an sein spezifisches Epitop, das ihm vom MHC-Molekul der
Antigen-prasentierenden Zelle (APC) angeboten wurde, wird die naive T-Zelle
aktiviert und differenziert sich zu einer Effektor-T-Zelle [148].

Die Differenzierung von naiven T-Zellen zu Memory- und Effektor-T-Zellen ist ei-
ner der zentralen Punkte der zellvermittelten Immunitat [139]. Vereinfacht sind
Effektorzellen bei aktiver Antigenstimulation zu finden und in der Lage, Tumor-
zellen oder Viren zu eliminieren, wohingegen Memoryzellen zumeist in Abwesen-
heit der Stimulation auftreten, aber rasch bei Folgekontakt zum Antigen expan-
dieren kdnnen [149]. Anhand einer Vielzahl von Oberflachen- und intrazellularen
Markern lassen sich etliche T-Zell-Subklassen differenzieren [150]. Dies fuhrt in
der Forschung zu einer komplexen, teils kontroversen Klassifikation der T-Zellen

bezuglich ihrer Funktion und ihres Phanotyps [139].

Zu den Markern der Zellmembran gehdren Oberflachenrezeptoren, Zelladhasi-
onsmolekiile und Chemokin- bzw. Zytokinrezeptoren. Uber charakteristische
Muster der Marker lassen sich die T-Zellen nach ihrem Phanotyp und ihrer Funk-
tion in Subpopulationen unterteilen. Zu den am haufigsten verwendeten Oberfla-
chenmolekilen gehéren CD45RA (oder CD45R0O), CD28, CD27 und CCR7. So
kann eine naive T-Zelle bspw. als CD45RA+ CD28+ CD27+ CCR7+ T-Zelle iden-
tifiziert werden. Die Vielzahl an erforschten Markern er6ffnet eine wachsende An-
zahl an Subpopulationen, da die bestehende Population jeweils in eine Marker-
positive und Marker-negative Subpopulation unterteilt werden kann [139]. Dies
fuhrt zu einer groRen Heterogenitat der CD4 und CD8 Subpopulationen. In Abb.4
ist das jeweilige Standardprofil fur die naiven, Memory-, Effektor- und TEMRA

T-Zellen mit der charakteristischen Zytokin-Verteilung aufgefuhrt.

Die naiven T-Zellen sind die grof3te Subpopulation der T-Zellen und tragen
CD45RA und CD28 an ihrer Oberflache. CD45RA ist eine membranstandige

Tyrosinphosphatase, die bei der Zellaktivierung und Differenzierung eine Rolle
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spielt. CD28 ist ein co-stimulierendes Molekdl, das fur naive T-Zellen essenziell
ist. Im Gegenzug zu naiven Zellen sind differenziertere Zellen fahig, unabhangig
von CD28 zu proliferieren und verlieren daher CD28 als Oberflachenmarker
[151]. Naive T-Zellen, die zusatzlich CD31 tragen, gehoren zu der Gruppe der
RTE (siehe 1.2.2.1.1.) [152].

Unter Einfluss von APC und nach einer ersten Aktivierung durch das Antigen
beginnen die naiven T-Zellen, im Sinne einer klonalen Expansion, zu proliferieren
und differenzieren sich zu Effektorzellen [119]. Diese werden durch CD45RA-
(CD45R0O+) und CD28- beschrieben und sind in der Lage, inflammatorische Zy-
tokine zu produzieren und mittels Chemokin-Rezeptoren zum Ort der Entzin-
dung zu gelangen [153]. Zellen, die im Gegensatz zu CD45RA das A-Exon durch
Splicing verloren haben, werden auch als CD45RO bezeichnet. CD45R0 ist in
der Lage, in engeren Kontakt mit dem TCR zu treten als CD45RA [119, 154].
T-Effektorzellen lassen sich in zytotoxische CD8-positive T-Zellen, die infizierte
Zellen Uber Perforine und Granzyme zerstoren, und CD4-positive T-Helferzellen,
die die Immunantwort anderer Zellen Uber die Sekretion von Zytokinen unterstit-

zen, weiter unterteilen [148].

Effektor-T-Zellen, die CCR7 noch auf ihrer Oberflache tragen, werden als frihe
(Early-) Effektorzellen bezeichnet. Ist die CCR7-Expression herunterreguliert,
liegt eine spate (Late-) Effektorzelle vor, die den terminalen Effektorzell-Phanotyp
beschreibt [155]. Die Immunantwort wird durch die Apoptose der meisten Ef-
fektorzellen beendet [148]. CD28- CD45RA- Zellen werden als terminal-differen-
zierte Zellen bezeichnet, da sie mehrere Runden von Antigen-getriebener Prolife-
ration durchlaufen haben und so zum Endstadium der replikativen Seneszenz

getrieben wurden. Sie reprasentieren ,echte” seneszente Zellen [156, 157].

Die Memoryzellen (oder Gedachtniszellen) bilden das Fundament des immuno-
logischen Gedachtnisses. Sowohl naive als auch Effektorzellen kénnen sich zu
Gedachtniszellen entwickeln. Memory-T-Zellen sind CD45RA- und CD28+ und
proliferieren bei erneutem Antigenkontakt rasch. Durch die Stimulation von Zyto-
kinen wie IL-7 und IL-15 und durch kontinuierliche MHC-Interaktionen sind Me-

mory-T-Zellen sehr langlebig [119]. Bei Expression von CCR7 werden sie als
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zentrale Memory-T-Zellen (TCM) bezeichnet. Diese kdnnen zum lymphatischen
Gewebe rezirkulieren und interagieren sehr gut mit dem TCR. Die Aktivierung
nach Antigenkontakt erfolgt jedoch nur zogerlich, da die Zellen nicht Uber eine
unmittelbare Effektorfunktion verfugen [158]. Sie kdbnnen dendritische Zellen sti-
mulieren und sich bei sekundarer Antigenstimulation zu effektorischen Zellen dif-
ferenzieren [158]. Zudem haben sie ein hohes proliferatives Potenzial und eine

grolde Apoptoseresistenz [159].

Die sogenannten Effektor-Memory-T-Zellen (TEM) haben CCR7 herunterregu-
liert und kdnnen schneller proliferieren und effektorisch wirksamer werden [153].
Durch den Verlust der Lymphknoten-Homing-Marker sind sie fahig, im Blut zu
zirkulieren und durch die Expression von Migrations- und Chemokin-Rezeptoren

an den Ort der Entzindung zu gelangen [119, 153].

Die TEMRA T-Zellen, die Effektor-Memoryzellen, die CD45RA tragen, sind in ih-
rer Genexpression und ihrer Zytokinsignatur eng mit den TEM verwandt [159].
CD28 und CCRY sind bei den TEMRA-Zellen nicht exprimiert. Wie bei den TEM
konnen die TEMRA durch Chemokin-Rezeptoren wie CXCR3 in das inflammato-
rische Gewebe gelangen. Zudem weisen die TEMRA ein eingeschrankteres
TCR-Repertoire als die TCM auf und charakterisieren sich durch eine seneszen-
tere Replikationshistorie [160].

Auch wenn einige kongruente Charakteristika der T-Zell-Untergruppen identifi-
ziert werden konnten, bleiben zentrale Punkte der Differenzierung und der zellu-
laren Funktionen weiterhin unklar [139]. Ein Diskussionspunkt stellt die These
des linearen, nicht-reversiblen Verlaufs der Differenzierung dar, die durch die ste-
tige Regredienz der Telomerlangen unterstutzt wird. Andere vermuten eine ver-
zweigte, potenziell reversible Differenzierung der naiven T-Zellen [161]. Weitere
umfassende Studien sind erforderlich, um die zelluldaren Phanotypen und Funkti-

onen weiter erforschen zu konnen.
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Abb.4: Expression der Oberflichenmarker und Zytokine in den T-Zell-Subpopulationen,
modifiziert nach [139]. Definition der Charakteristika in den T-Zell-Subgruppen anhand ihres
individuellen CD45RA-, CD28- und CCR7-Profils. In den beiden Koordinatensystemen ist der
Verlauf der Oberflachenmarker und der Zytokine gegen die HOhe der relativen Expression
aufgetragen, wobei die farbzuordnende Legende am rechten Abbildungsrand zu finden ist. Mit
zunehmender Antigenerfahrung verkiirzt sich die Telomerlange (2. Zeile).
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1.2.2.1.3. T-Helferzellen (TH-Zellen)

Wie der Begriff Helferzelle indiziert, kbnnen T-Helferzellen die Immunantwort an-
derer Immunzellen verstarken und diese anhand von Chemokinen und Zytokinen
zum Ort der Entziindung dirigieren. Antigene werden den naiven CD4-positiven
T-Zellen Uber den MHC-lI-Rezeptor zusammen mit den co-stimulatorischen Mo-
lektlen (wie Protein B-7) der APC prasentiert. Bei Vorhandensein eines spezifi-
schen Zytokinmilieus erfolgt die Differenzierung zu einer spezifischen T-Helfer-
zelle vom TH1-, TH2- und TH17-Typ oder zu einer regulatorischen T-Zelle [119,
148]. Als follikulare T-Helferzellen (TFH) werden die T-Helferzellen bezeichnet,
die in den Lymphknoten in Interaktion mit aktivierten B-Zellen treten und uber
Zytokine zusammen mit den follikularen dendritischen Zellen (FDZ) wesentlich
an der Bildung der Keimzentren sowie an der Affinitatsreifung und dem Klassen-

wechsel der Antikdrper beteiligt sind [148].

In Anwesenheit von IL-12 und IFNy erfolgt die Differenzierung zur TH1-Zelle nach
der Aktivierung des JAK/STAT1-Pathways und daraus folgend des Transkripti-
onsfaktors T-box transcription factor (T-bet). Nach Bindung an die cis-Elemente
(Promotor, Enhancer) wird die Genexpression fur den definierenden Phanotyp
und das charakteristische Zytokinprofil hochreguliert [162, 163]. TH1-Zellen pro-
duzieren IFNy und TNFa und bekampfen in Zusammenarbeit mit Makrophagen,
B-Zellen, NK-Zellen und zytotoxischen T-Zellen intrazellulare Erreger, entartete
Zellen und Viren [148].

TH2-Zellen werden unter Einfluss von IL-4 zur Induktion des Transkriptionsfak-
tors GATA3 (Glutamyl-Aminotransferase-Untereinheit A) Uber STAT6 aktiviert
und produzieren IL-4, IL-5 und IL-13 [164]. Sie modulieren die Proliferation der
B-Zellen und den IgE-Klassenswitch. Zudem unterstutzen sie die Wirkung von
Eosinophilen, Basophilen, Makrophagen und Mastzellen gegen extrazellulare Er-
reger wie Parasiten und werden bei der Reparatur von beschadigtem Gewebe
tagig [148].

Die Differenzierung zu TH17-Zellen erfolgt durch die IL-1B-, IL-6-, IL-23- und
TGFB-abhangige Aktivierung des Transkriptionsfaktors retinoic acid orphan re-
ceptor gamma t (RORyt) Uber STAT3 [165]. TH17-Zellen sezernieren v.a. IL-17,
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aber auch IL-6, IL-8 und IL-23, und sind so fahig, auf Neutrophile einzuwirken
und diese frihzeitig Uber G-CSF (granulocyte colony stimulating factor) zu rekru-
tieren, um bei der Abwehr von extrazellularen Erregern wie Bakterien und Pilzen
tatig zu werden [166, 167]. Zudem wird ihnen eine pro-inflammatorische Wirkung
uber Prostaglandine, Adhasionsmolekile und das Komplementsystem nachge-
sagt [168].

Zu den CD4-positiven T-Helferzellen gehdren auch die suppressiv-wirksamen re-
gulatorischen T-Zellen (Tregs), die Uber IL-10 und TGF[ die Uberschielende In-
flammation anderer Immunzellen, wie Makrophagen und dendritischen Zellen,
hemmen konnen und eine wichtige Rolle bei der Selbsttoleranz und der Immun-
abwehr spielen [169]. Sie kdnnen unter der Stimulation von TGF und IL-2 durch
die Aktivierung des Transkriptionsfaktors forkhead box P3 (FoxP3) mittels STATS
entstehen [170].

Die naturlichen Tregs (nTregs) werden im Thymus gepragt. Zudem existieren
auch in der Peripherie Tregs, die de novo aus naiven T-Zellen unter Einfluss von
IL-2, TGFB oder Hsp60 im entziindeten Gewebe zu induzierten Tregs (iTregs)
werden und dort IL-10 und IFNy sezernieren konnen [171, 172]. Neben der Ex-
pression von FoxP3 tragen Tregs CD25 auf ihrer Oberflache und haben CD127
(siehe RTE-Kapitel 1.2.2.1.1.) herunterreguliert. CD25 ist ein IL-2-Rezeptor a, der
zusammen mit FoxP3 die natirlichen Tregs definiert und fiir das Uberleben die-
ser Zellen und ihre regulatorische Funktion bedeutsam ist [169]. FoxP3 ist we-
sentlich fur Entstehung und Funktion der Tregs und wird uberwiegend von natur-
lichen Tregs exprimiert [173].

Tregs wirken regulierend in der Kontrolle einer Vielzahl von physiologischen und
pathologischen Immunantworten. Sie kdnnen zur Selbsttoleranz beitragen, in-
dem sie die Immunantwort gegen Selbst- und nicht-Selbst-Antigene zu einer An-
tigen-unspezifischen Methode herunterregulieren [174]. So kénnen sie bei der
Behandlung oder Pravention von Autoimmunerkrankungen, bei der Toleranz von
Transplantationen, der Kontrolle von allergischen Reaktionen und der Verteidi-

gung gegen maligne Prozesse ihre Wirkung entfalten [169].
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CD4-positive T-Helferzellen konnen zudem anhand ihrer Chemokin-Rezeptoren
weiter in charakteristische Profile unterteilt werden. So beschreibt die Expression
von CCRS5 und CXCRS3 auf den TH-Zellen ein TH1-Profil, wahrend CCR3, CCR4
und CRTh2 bei einem TH2-Profil zu finden sind [175]. Die CCR4- und CCR6-
Expression definiert die TH17-Zellen [176]. Die gemeinsame Expression von
CXCR3 und CCRE6 ist auf TH1/TH17-Zellen zu finden, die sowohl IFNy als auch
IL-17 produzieren kdnnen [177]. Anhand der Oberflachenmarker CD45RA, CD28
und CCRY konnen die T-Helferzellen in Subpopulationen unterteilt werden (siehe
Abb.4). Insbesondere der CCR7- CD28- CD27- Phanotyp hat eine starke zytoly-

tische Kapazitat und ist mit den CD8-positiven T-Zellen assoziiert [139].

Zu den Charakteristika des seneszierenden Immunsystems gehdort der Shift der
Zytokine von einem TH1- zu einem TH2-Profil [114]. Die Verlagerung zu TH2-
Zytokinen wurde als moglicher Ausloser postuliert, den Auto-Antikorpern klini-
sche Relevanz zu verschaffen [123]. Bei Funktionseinbul’e der TH-Zellen kdnnen
T-Zell-mediierte Autoimmunerkrankungen sowie atopische und inflammatorische

Erkrankungen entstehen.

Die TH-Differenzierungspfade und ihre charakteristischen Zytokinprofile sind in

Abb.5 veranschaulicht.
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Abb.5: Differenzierungspfade der T-Helferzellen (eigene Abbildung). Unter Einfluss eines
spezifischen Zytokinmilieus (Pfeil) wird Uber STAT ein spezifischer Transkriptionsfaktor aktiviert,
was zur Differenzierung hin zu einer TH1-, TH2-, TH17- oder einer Treg-Zelle fihrt. Unterhalb der
T-Helferzelle (Kreis) sind die charakteristischen Zytokine aufgelistet.

1.2.2.1.4. T-Zell-Plastizitat

Wie in Abb.5 beschrieben, differenzieren sich die naiven T-Helferzellen unter Ein-
fluss von charakteristischen Zytokinmileus zu TH1-, TH2-, TH17- oder Treg-Zel-
len. Fur die Differenzierung zur TH1- oder TH2-Zelle konnte belegt werden, dass
uber negative Feedbackmechanismen sowohl die Transkriptionsfaktoren als
auch die Zytokinproduktion der nicht-differenzierenden Zellreihe supprimiert wer-
den [178]. Auch fur Tregs und TH17-Zellen konnte eine wechselseitige Inhibition
demonstriert werden, wobei sich FoxP3 und RORvt in ihrer Expression gegen-
satzlich verhalten [179].

In Studien konnte neben dieser unidirektionalen Differenzierung nachgewiesen

werden, dass der Phanotyp der Helferzellen sich plastisch verhalten kann, und
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die T-Helferzellen Eigenschaften eines anderen Differenzierungspfades hinzuge-
winnen kénnen, da grundsatzlich alle Transkriptionsfaktoren exprimiert werden
[180]. Insbesondere die TH17-Zellen erwiesen sich als plastisch und instabil in
ihrem Phanotyp [181]. So wird durch TGFf ein IL-10-produzierender Subtyp be-
gunstigt, wahrend bei IL-1B-Stimulation ein mehr pro-inflammatorisch wirksamer
Typ aufzufinden ist [182]. Zudem sind TH17-Zellen unter Zytokin-Einfluss fahig,
IFNy oder IL-4 zu produzieren und sich in TH1- oder TH2-Zellen umzuwandeln
[183, 184]. Der TH1/TH17-Phanotyp zeichnet sich durch die Sekretion sowohl
von IFNy als auch von IL-17 aus [176].

Diese plastische Dualitat wird teilweise durch epigenetische Modifikationen der
Histone (z.B. H3K4me3 und H3K27me3) wie Methylierung oder Demethylierung
verursacht. Die Histone sind in der Nahe der regulatorischen Hauptgene - unab-
hangig vom Differenzierungsgrad der Zelle - zu finden und ermoglichen den Hel-
ferzellen, nach adaquatem Stimulus ein alternatives Transkriptionsprogramm an-
zunehmen [185]. Die Suppression der unerwunschten TH-Zellen erfolgt ebenfalls
uber epigenetische Modifikationen. Der Epigenetik wird demnach eine zentrale

Rolle bei der Plastizitat der T-Helferzellen zugeordnet.

1.2.2.2. T-Zell-Rezeptor-Diversitat

Das Rearrangement der T-Zell-Rezeptoren (TCR) findet im Thymus statt und bie-
tet die Grundlage fur ein weitgefachertes TCR-Repertoire [186]. Wahrend der
T-Zell-Reifung werden die TCR-Gene somatisch rekombiniert, um ein breites
Spektrum an Antigen-spezifischen Rezeptoren generieren zu kénnen. Im Nor-
malfall tragt ein Lymphozyt spezifische Rezeptoren fur nur ein Antigen [148]. Zel-
len, die derselben Vorlauferzelle entstammen und dieselben Antigen-spezifi-

schen Rezeptoren tragen, werden als Klone bezeichnet.

T-Zell-Rezeptoren kdnnen kurze Peptide aus etwa 10 Aminosauren erkennen,
die ihnen von den MHC-I/lI-Zellen prasentiert werden, welche zuvor diese Pep-
tide aus den Antigenen prozessiert haben [148]. Fur eine problemlose Funktions-

weise des Immunsystems mussen Millionen von Antigenen erkannt werden.
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Diese enorme Diversitat der TCR wird dadurch erreicht, dass unterschiedliche,
zur Komplementaritat determinierte Regionen innerhalb der TCRa- und TCR-
Kette kombiniert und paarweise verbunden werden [187]. Uber 10'> Kombinati-
onsmaoglichkeiten werden als potenziell moglich erachtet [188].

T-Lymphozyten konnen anhand der Expression des TCR-Komplexes in TCRao-
und TCRyd-positiv eingeteilt werden. TCRaB-positive T-Zellen sind in sekundar-
lymphatischen Organen zu finden, wo sie Uber die MHC-Moleklle mit den APC
interagieren, die Produktion von Antikérpern ermdglichen oder zur Zytolyse fuh-
ren [189]. Die Expression von TCRyd ist ebenfalls in sekundar-lymphatischen
Organen, aber auch auf Lymphozyten in Epithelien und Schleimhauten anzutref-
fen [190, 191]. TCRy® ist nicht nur auf MHC-Molekile beschrankt, sondern kann
eine Vielfalt von Antigenen wie nicht-klassische MHC-Molekile, Hitzeschockpro-
teine und Lipide erkennen [192]. TCRy®-Zellen reprasentieren mit weniger als
5% Haufigkeit die Minderheit der Lymphozyten im adulten Thymus oder in den
sekundar-lymphatischen Organen [193].

Beide Zelllinien entstehen aus CD4- CD8- Progenitor-Thymozyten und kénnen
CD25 bzw. CD44 exprimieren [194]. TCRyd-Zellen bleiben CD4- CD8- und ver-
lassen den Thymus in Richtung Epithelien oder sekundar-lymphatischer Organe
mit einer definierten Effektorfunktion, wahrend TCRa-Zellen nach der somati-
schen Rekombination und den Selektionsprozessen den Marker CD3 hinzuge-
winnen und in der T-Zell-Reifung zu CD4+ oder CD8+ T-Zellen voranschreiten
(siehe 1.2.3.) [189, 195].

Eine schwache TCR-Signalstarke begunstigt die ap-Linie, wohingegen ein ver-
gleichsweise starkes Signal zur yd-Linie fuhrt, unabhangig vom TCR-Komplex,
dem sie entstammen [189, 196]. Nach Besiedelung der Dermis werden die yo-
Zellen auch als dendritische epidermale T-Zellen (dETC) bezeichnet, da sie eine
dendritische Form erhalten [119]. Sie kdnnen Zytokine (wie IL-17 oder IFNy) und
Chemokine sezernieren und ubernehmen u.a. Funktionen des angeborenen Im-

munsystems.
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Bei der somatischen Rekombination werden die 3 Gensegmente V, D und J mit-
einander auf unterschiedliche Weise kombiniert. Fur jeden Gen-Locus gibt es
mehrere Varianten des Gens, woraus infolge der Vielzahl an Kombinationsmaog-
lichkeiten eine hohe TCR-Diversitat entsteht. Fur den TCRa bspw. werden die
Dp-Gen-Segmente mit den JB-Gen-Segmenten und anschlielend die VB- mit
den DJB-Gen-Segmenten kombiniert. Bei nicht ausreichend funktionsfahiger
B-Kette kann kein Pra-TCR gebildet werden, und die Zelle geht in die Apoptose
oder wird einer weiteren Umstrukturierung zugefuhrt. Erst nach erfolgreicher Zell-
teilung kann die a-Kette rearrangiert werden. Die zuvor abgeschalteten Tran-

skriptionsfaktoren und Gene wie RAG werden reaktiviert [119].

Im Rahmen des Splicings bilden sich DNA-Episome aus den exzidierten Seg-
menten des TCRd-Locus, die innerhalb der a-Segmente vorzufinden sind. Diese
DNA-Episomen werden als die sogenannten signal bzw. coding joint TRECs be-
zeichnet, graphisch dargestellt in Abb.6. Nach erfolgreichem TCR-Rearrange-
ment durchlaufen die CD4+ CD8+ Thymozyten den Selektionsprozess mittels
Selbst-Peptid und Selbst-MHC-Komplexen (siehe 1.2.3.).

Wahrend der Immunoseneszenz sinkt mit der Involution des Thymus die klonale
Expansion des TCR-Repertoires und die Fahigkeit, T-Zell-exprimierte Oberfla-
chenantigene zu rekonstituieren [141]. So treten mehr oligo- oder monoklonale
Profile auf. Dieser Mechanismus Iasst sich auch bei chronisch-inflammatorischen
Zustanden beobachten [197]. Eine reduzierte TCR-Diversitat kann als Risikofak-

tor fur die Entstehung einer Autoimmunerkrankung betrachtet werden [187].

48



D6 J5 Cbd

sjTREC

[ 1)
Va ORec pJa Ja Ca

S Ve =
V5 DJ C ORec wJa
| | Ii
| cjTREC

TCRb&-
Lokus \V/ol

Abb.6: Bildung der TRECs im Rahmen des TCRa-Rearrangements, modifiziert nach [141].
Die Abbildung zeigt eine vereinfachte Darstellung des TCR&-Lokus, der von den unterschiedli-
chen Segmenten des TCRa-Lokus umgeben wird. Im Rahmen des TCRa-Rearrangements bildet
sich ein einzelner TREC, der eine einzigartige single joint-Sequenz enthalt (sjTREC). Der zweite
coding joint TREC (cjTREC) wird nach der Bindung von Va an Ja geformt.

1.2.2.3. Relative Telomerlange

Als Telomere werden die hochspezialisierten Schutzkappen der Chromosomen
bezeichnet, die wahrend der Zellteilung den Verlust von chromosomalen DNA-
Basenpaaren verhindern und so eine wichtige Rolle bei der DNA-Replikation und
dem Erhalt der Chromosom-Integritat spielen [113, 198, 199]. Es sind TTAGGG3-
reiche Wiederholungen an den Enden der Chromosomen, die durch das Ribo-
nukleoprotein-Enzym Telomerase synthetisiert und durch Polymerisation elon-
giert wurden [198]. Im Rahmen der semikonservativen DNA-Replikation wird die
Telomerlange an den Enden der Chromosomen stetig kirzer, da keine Mecha-
nismen zur Gegenregulation dieses Abbaus vorhanden sind [198]. Anhand der
Telomerlange kdnnen so Ruckschlisse auf die Replikationshistorie der Zellen
gezogen werden. Die Abnahme der Telomerlange wird daher auch als ,mitoti-

sche Uhr* bezeichnet.

3 DNA-Basenpaare T: Thymin, A: Adenin und G: Guanin
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Wird die Telomerlange zu kurz fur eine Teilung der Zelle, resultiert die Seneszenz
der Zelle, da die DNA-Polymerase nicht mehr dazu fahig ist, die terminalen En-
den der Chromosomen zu replizieren [200]. Erschwerend kommt hinzu, dass pe-
riphere Replikationsmechanismen vermehrt ndtig werden, um den peripheren
T-Zell-Pool konstant zu erhalten, was den Abbau der Telomere zusatzlich be-
gunstigt [113]. Die Telomerase, ein Enzym mit katalytischer reverser Transkrip-
tase-Untereinheit, kampft gegen diesen Abbau der Telomerlangen an [201].
Wahrend der Seneszenz nimmt die Aktivitat der Telomerase zu.

1.2.3. Thymektomie als Modell der Inmunoseneszenz

Der Thymus ist ein bekapseltes Organ aus 2 asymmetrischen Lappen im vorde-
ren Mediastinum. Er Iasst sich weiter in Rinde und Mark unterteilen [131]. In der
Rinde findet die Selektion und Maturation der unreifen Thymozyten aus dem Kno-
chenmark - in der Fetalperiode aus Leber und Milz - statt, die von einem dreidi-
mensionalen Netz aus Epithelzell-Auslaufern umhdullt werden [148]. Die Epithel-

zellen der Thymusrinde werden deshalb auch als ,Ammenzellen” bezeichnet.

Die unreifen Thymozyten der Rinde tragen weder CD4 noch CD8. Unter dem
Einfluss von Chemokinen und Zytokinen, die von den Thymusepithelzellen se-
zerniert werden, reifen die Pro- und Pra-T-Zellen und wandern weiter in Richtung
Mark. In der Rinde findet auch die somatische Rekombination der variablen VCJ-
Region der TCR statt (siehe 1.2.2.2.). Zu diesem Zeitpunkt sind die Zellen
CD4/CD8-doppelpositiv und produzieren membranstandige TCR [148].

Die Thymusepithelzellen tragen sowohl MHC-I- als auch MHC-II-Molekule und
prasentieren den Thymozyten Peptide aus Selbst-Antigenen. Die bindungsfahi-
gen Zellen uberleben, die Ubrigen Zellen gehen in Apoptose. Auch bei zu hoher
Affinitat zu den MHC-Rezeptoren von dendritischen Zellen, Makrophagen,

Epithelzellen oder zu Thymus-fremden, koérpereigenen Molekilen wird die
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Apoptose induziert. Zellen, die mit ihrem TCR an MHC-I gebunden haben, expri-
mieren nur noch CD8, wahrend bei Bindung an MHC-II CD4 vorherrscht. Die Ub-
riggebliebenen CD4-positiven und CD8-positiven T-Zellen wandern zu den Veno-
len und werden als RTE in Richtung der sekundar-lymphatischen Organe freige-
setzt [148].

Im Mark sind neben einer héheren Anzahl an Epithelzellen reife T-Lymphozyten,
Makrophagen und einzelne B-Lymphozyten zu finden [119]. Den Hassall-Korper-
chen, den eosinophilen Aggregaten von Epithelzellen im Thymusmark, sagt man
eine Bedeutung bei der Selektion von naturlichen regulatorischen T-Zellen
(nTregs) nach [202]. Der Thymus ist die Hauptquelle der RTE, die als naive Zel-
len neue Antigene erkennen kdénnen und als erste Detektoren des adaptiven Im-

munsystems gelten [137].

Bei einem einjahrigen Kind betragt das Gewicht des Thymus etwa 30 Gramm
und bleibt ab der Pubertat mit einem Gewicht von circa 20 Gramm relativ konstant
[131]. Wahrend der Involution des Thymus wird insbesondere die Rinde reduziert
und durch Fettgewebe ersetzt, so dass bei alten Menschen das spezifische Ge-
wicht des Thymus deutlich reduziert ist [131]. Dennoch findet auch noch bei alte-
ren Menschen TCR-Rearrangement und T-Zell-Maturation statt, auch wenn der
Thymus-Output an neugenerierten T-Zellen reduziert ist [115].

Bei Mausen, denen kurz nach Geburt der Thymus entfernt wurde, konnte eine
partielle Immunschwache v.a. der Zell-mediierten Immunantwort festgestellt wer-
den [203]. Bei Patienten mit DiGeorge-Syndrom, deren Thymushypoplasie oder
-aplasie ein relevantes Charakteristikum darstellt, besteht ein lebenslanges Im-
mundefizit mit signifikanter Abnahme der TRECs und des T-Zell-Spektrums
[204]. Thymektomierte Kinder, die bei Organentnahme junger als 6 Monate alt
waren, zeigten keine klinischen Konsequenzen wie erhdhte Infektionsraten, da
sie, im Gegensatz zu Nagetieren, bei Geburt bereits eine vollstandig entwickelte
TCR-Diversitat vorweisen [205]. Es konnten jedoch zunehmende Veranderungen
des peripheren T-Zell-Kompartiments und der CD4+ T-Zell-Gesamtanzahl belegt
werden [206, 207].
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So wurde in einer Studie von Prelog et al. [208] bei thymektomierten Patienten
im Rahmen einer kardialen Operation ein signifikant schnellerer Rickgang an
naiven T-Zellen und TRECs festgestellt, wobei eine inverse Korrelation zum chro-
nologischen Alter und der Zeit nach Thymektomie belegt werden konnte. Die Ki-
67-Rate und die Telomerase-Aktivitat als Zeichen der postthymischen, homdo-
statischen Proliferation waren in den naiven und Memory-T-Zellen erhdht. Me-
mory-Zellen traten signifikant haufiger auf und korrelierten positiv mit dem Alter
und der Zeit nach Thymektomie.

In Studien wird diskutiert, wie es moglich ist, dass weiterhin naive T-Zellen mit
TRECs und TCR-Diversitat generiert werden konnen, obwohl der Thymus ent-
fernt wurde. Eine Hypothese ist eine inkomplette Thymektomie mit funktionellem
Restgewebe [209], eine andere, dass die vor der Thymektomie generierten RTE
langlebiger sind und noch Dekaden lang persistieren kdnnen [210, 211]. Eine
weitere Moglichkeit sind extrathymisch generierte T-Zellen. Diese konnen sowohl
aus dem Intestinaltrakt als auch aus der Leber stammen [212, 213]. Den extra-
thymischen T-Zellen wird eine eingeschrankte Diversitat des TCR-Repertoires
nachgesagt, mit einer Dominanz von TCRyd und Veranderungen des zellularen
Phanotyps [214]. In einem Bericht Uber thymektomierte Kinder konnte eine signi-
fikante Zunahme von CD8aa+ TCRyd+ T-Zellen mit einer tendenziellen Erho-
hung von CD3+ CD4- CD8-und CD3+ CD25- CD122+ T-Zellen demonstriert wer-
den, welche als extrathymische T-Zellen definiert wurden [211]. Wie bei Thy-
mozyten kann auch bei extrathymischen T-Zellen eine altersentsprechende Ab-

nahme beobachtet werden.

Anhand der fehlenden Thymopoese und der homaoostatischen peripheren Prolife-
ration der naiven T-Zellen kann die deutlich niedrigere TREC-Anzahl nach Thy-
mektomie erklart werden [208]. Bei thymektomierten Patienten sind die TRECs
in den Lymphozyten 30- bis 100-fach niedriger als bei den altersgleichen Kon-
trollen [207]. Eine andere Studie beschreibt eine nur 3-fach niedrigere TREC-
Anzahl in naiven CD4+ CD45RA+ CD62L+ T-Zellen nach Thymektomie, wobei
die Differenz zu den Gesunden 15 Jahre nach Thymektomie abnimmt [208]. Die

naiven T-Zellen scheinen in ihrer Absolutzahl deutlich langsamer abzunehmen,
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da die periphere, homdostatische Proliferation diese Differenz grofRtenteils ab-
fangt. Mit der Apoptose von echten, aus dem Thymus stammenden naiven T-

Zellen beschleunigt sich die Abnahme der naiven T-Zellen [215].

Anhand von Langzeituntersuchungen von thymektomierten Patienten konnten
weitere Mechanismen erforscht und modellhaft auf die Modifikationen des Im-
munsystems bei alternden Menschen Ubertragen werden, da dort durch die Thy-
musinvolution ahnliche Veranderungen des T-Zell-Pools und der abnehmenden
TREC-Anzahl anzutreffen sind. Eine Limitation dieses Immunoseneszenz-Mo-
dells ist, dass die Thymektomie zumeist auf ein junges, naives Immunsystem
trifft, wahrend die Thymusinvolution ein graduelles Abnehmen der Thymusfunk-
tion Uber das Leben hinweg beschreibt und durch die Exposition mit Umweltanti-

genen beeinflusst wird [137].

1.2.4. Chronische Virusinfektionen als Promotor von Immunoseneszenz

Je nach geographischer Region kann bei Erwachsenen eine Durchseuchung
durch das Cytomegalie-Virus (CMV) von 60 bis 100% festgestellt werden [156].
Bei immunkompetenten Patienten verlauft die Infektion mit dem [3-Herpesvirus
zumeist asymptomatisch. Nach Primarinfektion verbleiben die Viren im Korper,
da sie in der Lage sind, die Abwehrmechanismen zu modifizieren und sich den

Eliminationsprozessen des Korpers zu entziehen [216].

Die Verteidigungsmechanismen des Korpers konnen zu einem dauerhaft veran-
derten T-Zellprofil fihren, wie bspw. zu einer dominanten Akkumulation von CD8-
positiven Memory- und Effektorzellen mit einer klonalen CD28- Expansion [217].
Die CD28-negativen, CMV-spezifischen T-Zellen sind in vitro dazu fahig, nach
erneuter Stimulation mit CMV-Antigenen IFNy zu produzieren. Eine vergleich-
bare Reaktion ist bei endogener Virusreaktivierung, bspw. bei insuffizienter

T-Zell-Antwort durch Immundefizienz oder Einnahme von Immunsuppressiva, zu
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erwarten [156, 218]. Diese spezifischen Zellen kdnnen zusatzlich einen
CD45RA+ oder einen CD45RA- Phanotyp aufweisen [219].

Ob die Expansion der spezifischen CMV-Zellen noch Raum flir andere spezifi-
sche CD8-positive T-Zellen Iasst, ist bislang nicht vollstandig geklart [156]. Es
konnte jedoch, insbesondere bei seropositiven alteren Menschen, eine vermin-
derte Immunantwort nach Influenzaimpfung aufgezeigt werden, was auf eine ein-
geschrankte Immundiversitat und -antwort durch die lebenslange latente CMV-
Infektion hindeutet [220].

In Studien konnte nachgewiesen werden, dass chronische, latente Virusinfektio-
nen, wie bspw. durch CMV oder EBV (Epstein-Barr-Virus), die Differenzierung
und periphere Proliferation der T-Zellen sowie die terminale Differenzierung zu
CD28- Zellen vorantreiben kdonnen [113]. Diese Veranderungen sind auch im
Rahmen der Immunoseneszenz und bei rheumatischen Erkrankungen aufzufin-
den, so dass vermutet wird, dass chronische Virusinfektionen die T-Zell-Differen-
zierung und damit eine vorzeitige Alterung des Immunsystems induzieren und

beschleunigen kdnnen [221].

Bei Untersuchungen des Zellprofils von Probanden mit latenter CMV-Infektion
konnte auch eine Abnahme von naiven und frihen Memory-T-Zellen in Kombi-
nation mit einer IFNy-dominanten TH1-Zytokin-Polarisation aufgedeckt werden
[156]. Dies konnte eine chronische Inflammation mit reduzierter Diversitat der Im-
munantwort zur Folge haben [114, 156]. Die oligoklonale Expansion, die durch
die latente CMV-Infektion induziert wird, kann eine Restriktion in der TCR-Diver-
sitat verursachen [222]. Bei Gesunden hangt diese Restriktion neben dem immu-

nologischen Alter von der Dauer der CMV-Latenz ab [223].

Chronische, latente CMV-Infektionen bei alten Menschen kdnnen die Abnahme
der naiven T-Zellen beschleunigen, die bereits durch die Thymusinvolution statt-
findet [121, 156]. Die Unfahigkeit, auf neue Antigene einzugehen, kénnte anhand
der extrem niedrigen Anzahl an CD8-positiven, naiven T-Lymphozyten erklart
werden. Zudem wurde in einer Studie von Almanzar et al. bei CMV-Seropositivi-
tat eine mit dem Alter nachlassende Anzahl an IL-2- und IL-4-produzierenden

Memory-T-Zellen demonstriert, welche insbesondere bei alteren Menschen mit
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einer guten humoralen Immunantwort zu finden sind und ein Reservoir an Diver-

sitat in Abwesenheit von naiven T-Zellen darzustellen scheinen [156, 224].

Dieser Beschleunigung des immunologischen Alterungsprozesses kénnte durch
eine fruhzeitige CMV-Vakzination Einhalt geboten werden [225, 226]. Durch die
Immunisierung konnten auch Krankheiten verhindert werden, die mit chronisch-
inflammatorischen Zustanden durch CMV vergesellschaftet sind, wie bspw. Au-
toimmunerkrankungen. Auch die héhere Inzidenz von kardiovaskularen Erkran-
kungen und Karzinomen, und die erhdhte Morbiditat und Mortalitat, die durch die
Beschleunigung der Immunoseneszenz im Beisein von CMV verursacht werden,
konnten so reduziert werden. In Abb.7 ist die Rolle von CMV als Promotor der

Immunoseneszenz graphisch dargestellit.
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Abb.7: Alter und CMV als treibende Krifte des Seneszenz-Prozesses von angeborenem
und adaptivem Immunsystem, modifiziert nach [227]. Steigendes Alter zusammen mit CMV-
Seropositivitat treibt die Seneszenz des angeborenen und adaptiven Immunsystems voran. Dies
kann zur Pathogenese von kardiovaskularen Erkrankungen, Autoimmunerkrankungen oder Ma-
lignitaten fUhren, AbstolRreaktionen oder erhéhte Morbiditat und Mortalitat bei Transplantation
verursachen bzw. zu einer starkeren Gebrechlichkeit und einem erhéhten Risiko, frihzeitig zu

versterben, beitragen.
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1.2.5. Pramature Immunoseneszenz bei JIA

Im Laufe des Lebens steigt das Level von Auto-Antikdrpern stetig an, jedoch ver-
hindern Toleranzmechanismen bei gesunden Menschen das Auftreten einer Au-
toimmunerkrankung [114]. Fur Patienten mit T-Zell-vermittelten Erkrankungen
konnten typische Merkmale eines beeintrachtigten Immunsystems belegt wer-
den, die auch bei Immunoseneszenz zu finden sind [113]. Diese pramature Im-
munoseneszenz konnte fur RA in etlichen Studien belegt werden [125, 228].
Auch fur JIA konnten, insbesondere im Frihstadium der Erkrankung, typische
Charakteristika eines dysfunktionalen Immunsystems angetroffen werden, die
den Merkmalen der pramaturen Immunoseneszenz bei Erwachsenen mit Auto-

immunerkrankung ahnelt.

Die pramature Immunoseneszenz der T-Zellen bei JIA konnte der mangelhaften
Fahigkeit geschuldet sein, den T-Zell-Pool altersentsprechend aufrechtzuerhal-
ten und eine ausreichende Anzahl an neuen T-Zellen zu generieren [114]. Insbe-
sondere im Fruhstadium der Erkrankung konnte in naiven (CD4+CD45R0O-) Zel-
len eine nicht-altersentsprechende Abnahme der Telomere und der TREC ent-
haltenden Zellen beobachtet werden [229]. Die pramature Thymusinvolution ruft
zudem eine kompensatorische Proliferation von postthymischen Zellen und eine
oligoklonal-betonte TCR-Diversitat hervor [114, 222].

Die Veranderungen im zellularen Profil werden als Zeichen eines pramatur-al-
ternden Immunsystems interpretiert [113]. Die reduzierte TREC-Anzahl kdnnte
als Zeichen einer herabgesetzten Thymusfunktion mit weniger RTE-Output ge-
sehen werden. Ein anderes Erklarungsmodell flir die TREC-Abnahme ist eine
erhdhte homdostatische, postthymische Proliferation, die durch eine Kombination
aus forciertem Telomerabbau und hochregulierter Ki-67-Expression hervorgeru-
fen wird [113]. Durch chronische, periphere Aktivierung und Stimulation sowie
verminderten Thymus-Output kdnnen die erniedrigten TREC-Level und die ver-

mehrte periphere Replikation der naiven T-Zellen aufrechterhalten werden [143].

Bei peripheren naiven T-Zellen war die Proliferationsrate, gemessen anhand des
Ki-67-Markers, hoher als beim gesunden Vergleichskollektiv und korrelierte mit

der Krankheitsdauer [143]. Dass die peripheren naiven T-Zellen dennoch bei JIA-
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Patienten vermindert sind, kann aufgrund des geringeren Thymus-Outputs, dem
Switch zu anderen Phanotypen (wie z.B. CD45R0O+ Memory-T-Zellen) und deren
Akkumulation erklart werden [230]. Resultieren kann eine verminderte Rekonsti-
tutionsfahigkeit von naiven Zellen bei JIA-Patienten, was bei der Einfuhrung
neuer Therapeutika, bei der Immunantwort nach Impfungen oder bei Kontakt zu
neuen Antigenen relevant werden kann [113]. Diese Hypothese wird durch die
Beobachtung von JIA-Patienten nach autologer Stammzelltransplantation unter-
stutzt, deren CD4+ CD45RA+ naive Zellen sich nur langsam normalisierten [113,
231].

Fur RA-Patienten konnte eine erhdhte Telomer-Erosion festgestellt werden, die
auch die naiven T-Zellen betraf [229]. Die Abnahme der Telomerlangen findet
frih in der Krankheit statt und verandert sich im Krankheitsverlauf nicht. Dies
belegt, dass die kurzer werdende Telomerlange kein Epiphdnomen der Krankheit
selbst, sondern ein Zeichen der pramaturen Immunoseneszenz ist [232]. Auch
fur JIA-Patienten konnte in naiven T-Zellen eine signifikant kiirzere Telomerlange

aufgedeckt werden [232].

Als Ursache der CD8-positiven und der CD28-negativen T-Zell-Expansion bei
rheumatischen Erkrankungen wird eine chronische Antigenstimulation verant-
wortlich gemacht, wie beispielsweise durch chronische CMV-Infektion (siehe
1.2.4.) oder chronisch-inflammatorische Zustande [114]. RA-Patienten reagieren
abnormal auf die Virusinfektionen wie CMV oder EBV, da zum einen oftmals Vi-
ren im Synovium verbleiben, zum anderen eine CMV-Seropositivitat bei Rheuma
mit einer pathologischen Expansion von CD28-negativen T-Zellen vergesell-
schaftet ist [233, 234]. Die Expansion und Akkumulation der oligoklonalen, CD8-
positiven T-Zellen kann durch Defekte im Apoptose-System aufrechterhalten

werden und zur Entstehung der Autoimmunerkrankung beitragen [235].

Als immunologischen Risikotyp fur rheumatische Erkrankungen kénnte man so-
mit ein niedriges Level an B-Zellen, eine schlechtere T-Zell-Proliferation, eine
Dysbalance zwischen CD4- und CD8-positiven T-Zellen (CD4/CD8-Verhaltnis
<1) und vermehrtes Auftreten von CD8+CD28- Zellen in Kombination mit CMV-

Seropositivitat bezeichnen [130].
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Fiar JIA-Patienten konnte dieser Mechanismus in einer Studie von Prelog et al.
nicht nachgewiesen werden. Es trat weder eine oligoklonale Expansion von
CDZ28- Zellen auf, noch konnte der charakteristische Einfluss von latenten Virus-
infektionen beobachtet werden [232]. Bei CMV-Seropositivitat war die Telome-
rase-Aktivitat der JIA-Patienten nicht beschleunigt. Das prozentuale CD28-Profil

der JIA-Patienten ahnelte dem Profil der gesunden Vergleichspopulation [113].

Der Verlust von CD28 und Veranderungen der Telomerlange durch Virusinfekti-
onen findet mdglicherweise erst spater im Kurs der Erkrankung statt, da oligoklo-
nale Expansion durch eine chronische Stimulation insbesondere reife T-Zellen,
und damit altere Patienten, betrifft [143]. Die Tatsache, dass gesunde, CMV-po-
sitive Kinder eine Expansion von CD28- Zellen und eine tendenzielle Abnahme
von naiven T-Zellen zeigten, belegt die Hypothese einer beeintrachtigten T-Zell-

Homadostase und einer eingeschrankten Immunkompetenz bei JIA [232].

Es besteht weiterhin Forschungsbedarf, wie die in Studien ermittelten Mechanis-
men der pramaturen Immunoseneszenz und die Defekte in der T-Zell-Homoo-
stase zur Entwicklung der Autoimmunerkrankung beitragen. Ein mdgliches Erkla-
rungsmodell ist, dass die pramature Immunoseneszenz den primaren Defekt dar-
stellt, der das Immunsystem zum Versagen der Selbsttoleranz fuhrt (siehe
Abb.8).

Eine andere Moglichkeit ware, dass die pramature Immunoseneszenz nur die
Folge der chronischen Stimulation und Aktivierung des Immunsystems durch die
Autoimmunerkrankung selbst ist [113]. Populationsbasierte Longitudinalstudien,
beginnend in der frihen Kindheit, waren erforderlich, um weitere Erkenntnisse
Uber die Autoimmunrisikofaktoren und die Atiopathogenese aus Sicht der prama-

turen Immunoseneszenz gewinnen zu kdnnen [113].
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Abb.8: Erklarungsmodell fiir Autoimmunitat anhand von pramaturer Immunoseneszenz,
modifiziert nach [114]. Durch Faktoren wie Infektionen, Seneszenz-Mechanismen, Apoptose-
Defekte und weitere bislang noch unbekannte ex- und intrinsische Faktoren kann der Output des
Thymus reduziert werden. Kompensatorisch proliferieren die peripheren, postthymischen Zellen.
Als Folge manifestieren sich Merkmale der prdmaturen Immunoseneszenz, wie der Verlust von
CD28, kurzere Telomerlangen und eine abnehmende TREC-Anzahl in naiven T-Zellen. Daraus
koénnte das Nachlassen der T-Zell-Regulation und der Selbsttoleranz und schlief3lich Autoimmu-
nitat resultieren.
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1.3. Zielsetzung und Fragestellung dieser Arbeit

In Studien konnte eine pramature Immunoseneszenz bei Patienten mit JIA nach-
gewiesen werden, definiert durch die abnehmende Anzahl an naiven T-Zellen bei
Zunahme der Memory- und Effektor-T-Zellen in Kombination mit einer nachlas-
senden Thymusfunktion, charakterisiert durch die RTE [143, 232]. Die kompen-
satorische Proliferation konnte u.a. anhand der geringeren Frequenz an TREC
enthaltenden Zellen und der kirzer werdenden Telomerlangen demonstriert wer-
den [113]. Mit der vorzeitigen Alterung des Immunsystems steigt die Morbiditat
und Mortalitat durch altersabhangige Erkrankungen wie Karzinome, Atheroskle-
rose, kardiovaskulare Ereignisse, neurodegenerative und autoimmune Erkran-
kungen. Auch die Reagibilitat auf neue Antigene wie Infektionen oder Vakzinati-

onen ist herabgesetzt [114].

Wie anhand eines Fallberichtes gezeigt werden konnte, waren einige pramature
Immunoseneszenz-Parameter durch die erfolgreiche Therapie eines JIA-Schu-
bes rucklaufig [236]. Dies konnte auf eine potenzielle Rekonstitutionsfahigkeit
des vorzeitig gealterten Immunsystems hindeuten. In Studien konnte jedoch bis-
her nicht nachgewiesen werden, ob der fortschreitende Verlust der Thymusfunk-
tion, kombiniert mit der peripheren homdostatischen Proliferation, bei Patienten

mit Autoimmunerkrankung reversibel sein konnte.

In der vorliegenden Arbeit soll daher die Frage diskutiert werden, ob sich die Thy-
musfunktion und die periphere Homaoostase des naiven T-Zell-Pools unter erfolg-
reicher Therapie mit einem TNFa-Inhibitor erholen kann oder zumindest eine Ver-

langsamung des pramaturen Seneszenz-Vorgangs erreicht werden kann.

Aus diesem Grund werden die Immunoseneszenz-Parameter (naive T-Zellen,
RTE, IL-7-Level, TRECsS, relative Telomerlange, Ki-67-Expression) von JIA-Pati-
enten unter Behandlung mit TNFa-Inhibitor beleuchtet. Zudem ist auch der Ver-
gleich mit Patienten, die mit konventionellen DMARDs behandelt werden, und
altersgleichen gesunden Kindern von Interesse, um eine Aussage Uber die Ver-
anderung der Immunoseneszenz-Parameter bei TNFa-Inhibitor-Therapie treffen

zu konnen.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Gerate

Tabelle 4 umfasst die Gerate, die fur die Durchfihrung der Experimente verwen-

det wurden. Neben dem Produktnamen wird die Chargenbezeichnung (Ch.-B.)

und der Hersteller des Produktes angegeben.

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Gerdte mit Produktname, Chargenbezeichnung

(Ch.-B.) und Herstellerangabe.

Produktname Ch.-B. Hersteller
Autoklav DX-65 D3589 Systec GmBH, Linden, Deutsch-
land
Dispenser Dispenser Classic 1600005 Vitlab GmBH, Grossostheim,
Deutschland
Elisa-Reader Spectra Classic F039200 Tecan Group AG, Mannedorf,
Schweiz
Flockeneis- AF 103 474-0110 Scotsman Ice Systems, Mailand,
bereiter Italien
Flowzytometer FACS Canto I 338962 BD Biosciences, New Jersey,
USA
Frosty Box Nalgene Cryo 1°C, | 5100-0001 Thermo Fisher Scientific, Langen-
Freezing Container selbold, Deutschland
Inkubator B 5060 EK-CO2 50001834 Heraeus Holding GmbH, Hanau,

Kohlenstoff-
dioxid-Tank

Kiihlschranke

CO2, 10 Liter Tank,
100 Bar

Liebherr 4-8 °C, CN
3866

Liebherr
20 °C
G 3013 Index 20/001

Comfort -

Hera Freeze -80 °C

3866-20B001

28.084.459.2

1010335

Deutschland

RieRner-Gase GmbH, Lichtenfels,
Deutschland

Liebherr-International AG, Bulle,

Schweiz

Liebherr-International AG, Bulle,
Schweiz

Thermo Fisher Scientific, Langen-
selbold, Deutschland
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Produktname Ch.-B. Hersteller
Laborpumpe Laboport Mini N86KN18 KNF Neuberger, Freiburg,
Deutschland
Laminar Flow Gelaire BSB6A 11031 Flow Laboratories, Meckenheim,
Hood Deutschland
Magnetriihrer MR 3001 504-10000- Heidolph  Instruments GmbH,
00-1 Schwabach, Deutschland
Mikroskop Wilovert S30, inver- 1010325 Helmut Hund GmbH, Wetzlar,
ses Mikroskop Deutschland
pH-Meter pH 523 09070190 WTW Weilheim, Oberpfalz,
Deutschland
Pipetten Research 2.5 pl 326522 Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland
Research plus 10 ul, | 4924997 Eppendorf AG, Hamburg,
steril Deutschland
Research plus 10 pl 125887A Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland
Research plus 493057Z Eppendorf AG, Hamburg,
100 pl, steril Deutschland
Research plus 100 pyl | 129374A Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland
Research plus 379067Z Eppendorf AG, Hamburg,
200 pl, steril Deutschland
Research 200 pl 238181 Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland
Research 1000 ul, 327557 Eppendorf AG, Hamburg,
steril Deutschland
Research plus 4945287 Eppendorf AG, Hamburg,
1000 pl Deutschland
Multipipette Plus F166054J Eppendorf AG, Hamburg,
3006756 Deutschland
Easypet 3033181 Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland
PIPETBOY acu 200464 INTEGRA Biosciences GmbH,
Biebertal, Deutschland
Integra PIPETBOY F166054J INTEGRA Biosciences GmbH,
Biebertal, Deutschland
Stickstoff Arpege 55 — Air Liquide, Paris, Frankreich
Lagerungssystem
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Produktname Ch.-B. Hersteller
Vakuum-superisolier- | 941744 Cryoson GmBH, Schallkrippen,
ter  Flussigstick- Deutschland
stofftank
200-VL/R
Vortex RetschMixer A. Hartenstein GmbH, Wurzburg,
Deutschland
Waagen CP 1245 16208517 Sartorius AG, Goéttingen, Deutsch-
land
TP 3002 09070190 Denver Instruments, Géttingen,
Deutschland
Wasserbad GFL Typ 1003 10549679 Gesellschaft  fur  Labortechnik

Zahlkammer

Zentrifuge

Neubauer-Zahlkam- ZK06
mer

Rotanta/K 2260

2.1.2. Verbrauchsmaterial

mbH, Burgwedel, Deutschland

A. Hartenstein GmbH, Wurzburg,
Deutschland

Hettich Holding Beteiligungs- und
Verwaltungs-GmbH,  Tuttlingen,
Deutschland

Tabelle 5 beschreibt die verwendeten Verbrauchsmaterialien und listet den Pro-

duktnamen, die Chargenbezeichnung und den Hersteller auf.

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien mit Produktname, Chargen-

bezeichung (Ch.-B.) und Herstellerangabe.

Produktname Ch.-B. Hersteller
Blutentnahme- EDTA-Monovette 05.1167 Sarstedt AG & Co, Niimbrecht,
system Deutschland
NH4-Heparin-Monovette 02.1064 Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,
Deutschland
Z-Gel-Monovette 03.1524 Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,
Deutschland
Safety-Multifly 21G 85.1638.235 Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,
Deutschland
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Produktname Ch.-B. Hersteller
Einfrierréhrchen Cryotubes 1.8ml 375418 Nalge Nunc International, New
York, USA
Einmalpipette Cellstar serological pipette | 607180 Greiner Bio-One GmbH, Fri-
sterile, 10 ml ckenhausen, Deutschland
Elisa Materialien Microplate, 96 wells, high 655081 Greiner Bio-One GmbH, Fri-
binding ckenhausen, Deutschland
FACS Tube FACS Round-Bottom 352008 Corning Science, Reynosa,
Tubes, 5 ml, polystyrol Mexiko
Filterréhrchen Falcon Round-Bottom 352235 Corning Science, Reynosa,
Tubes with Cell-Strainer Mexiko
Cap, 5 ml, polystyrene
Gefrierbehalter Cryo Freezing Container 51000001 Nalgene, New York, USA
Glaspipetten Fortuna Messpipette 5 ml, | 110032404 Polten & Graf, Wertheim,
0.05 Deutschland
Fortuna Messpipette 110037404 Polten & Graf, Wertheim,
10 ml, 0.1 Deutschland
Fortuna Messpipette 110041402 Polten & Graf, Wertheim,
20ml, 0.1 Deutschland
Handschuhe Peha Nitril Handschuhe 10146909 P. Hartmann AG, Heidenheim,
Deutschland
Mikroschraub- Microtubes, 1.5 ml 72.692.005 Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,
rohrchen Deutschland
Pipettenspitzen Biosphere Filter tips, 70.1130.210 Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,
1-10 pl Deutschland
Biosphere Filter tips, 70.760.212 Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,
2-20 yl Deutschland
Biosphere Filter tips, 70.760.213 Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,
20-200 pl Deutschland
Biosphere Filter tips, 70.762.211 Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,

ReagiergefaBe

100-1000 pl

Combitips advanced, 5 ml

Combitips plus, 50 ml

SafeSeal 0.5 ml

0030 089.669

0030 069.277

72.704

Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,

Deutschland
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Produktname Ch.-B. Hersteller

SafeSeal 1.5 ml 72.706 Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,
Deutschland
Zellkulturplatte Cellstar, 48 Well Cell Cul- | 677180 Greiner Bio-One GmbH, Fri-
ture Plate, U-Bottom ckenhausen, Deutschland
Zentrifugen- Cellstar, 15 ml 188271 Greiner Bio-One GmbH, Fri-
rohrchen ckenhausen, Deutschland
Cellstar, 50 ml 227261 Greiner Bio-One GmbH, Fri-

ckenhausen, Deutschland

Legende: EDTA: Ethylendiamin-Tetraessigsaure, NH4: Ammonium-lon, Safety-Multifly 21 G (G
hier fur Gauge, Maleinheit fir AuRendurchmesser von Kantilen).

2.1.3. Chemikalien

In Tabelle 6 sind die verwendeten Chemikalien mit Produktnamen, Katalognum-

mer und Angabe des Herstellers zu finden.

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Chemikalien mit Produktname, Katalognummer und

Herstellerangabe.

Produktname Katalog- Hersteller
nummer
Desinfektionsmit- | Ethanol, 70 %, vergallt T913.3 Carl Roth GmBH & Co KG,
tel Karlsruhe, Deutschland
Fertiglosung Aqua ad iniectabilia (Aqua 152918061 B. Braun Melsungen AG,
dest.) Melsungen, Deutschland
Isotonische Kochsalz- 19KM01GB Fresenius Kabi Deutschland
I6sung, GmBH, Bad Homburg,
0.9 % NacCl (Natriumchlo- Deutschland
rid)
2-Propanol, 5 Liter 20839-366 VWR Chemicals, Ratnor, USA
Feststoff Ammoniumchlorid (NH4Cl) | A-4514 Sigma-Aldrich Corporation,
Missouri, USA
Natriumacid (NaNzs) S-8032 Sigma-Aldrich Corporation,
Missouri, USA
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Produktname Katalog- Hersteller
nummer
Kaliumbicarbonat (KHCO3) | P-9144 Sigma-Aldrich Corporation,
Missouri, USA
Trypanblau 1.11732.002 | Merck KGaA, Darmstadt,
5 Deutschland
Gase Stickstoff, RielRner-Gase GmbH, Lichten-
tiefkalt, verflissigt fels, Deutschland
Kohlenstoffdioxid 4.5, RielRner-Gase GmbH, Lichten-
Typ 10, tiefkalt, verflissigt fels, Deutschland
Medien RPMI (Roswell Park Me- BE12-702F Lonza Group AG, Verviers,
morial Institute) Belgien
FCS (Fetales Kalber Se- 10270-106 GIBCO, Life Technologies,
rum) Carlsbad, USA
Penicillin/Streptomycin Pre- | S06150973F | Carl Roth GmBH & Co KG,
Mix, Cellpure H 10.1 Karlsruhe, Deutschland
FicolLite-H (Human) GFF1511KY | Linaris blue GmBH, Dossen-
A heim, Deutschland
Pufferbestandteile | Bovines Serum Albumin A9647-100G | Sigma-Aldrich Corporation,
(BSA) Missouri, USA
Dimethylsulfoxid (DMSO) A994.2 Carl Roth GmBH & Co KG,
Karlsruhe, Deutschland
Ethylendiamin-Tetraessig- | E-5134 Sigma-Aldrich Corporation,
saure (EDTA) Missouri, USA
Phosphate-Buffered-Saline | 18912-014 GIBCO, Life Technologies,

Tablets (PBS)

2.1.4. Gebrauchsfertige Losungen

Einfriermedium

Erythrozyten-Lysis-Puffer

FACS Puffer

Nahrmedium

Carlsbad, USA

RPMI + 20% FCS + 10% DMSO

8.26 g Ammoniumchlorid + 1g Kaliumbicarbo-

nat + 0.037 g EDTA in 1 Liter Aqua destillat

0.5% BSA + 0.01% Natriumacid + 2 Tabletten
PBS in 1 Liter Aqua destillat

RPMI + 1% Penicillin/Streptomycin + 10% FCS
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PBS

Trypanblau

1 Tablette fur 500 ml Volumen (aufgeldst in
Aqua destillat)

0.5% Trypanblau in 50 ml PBS

2.1.5. Gebrauchsfertige Kits

Tabelle 7 listet die gebrauchsfertigen Kits mit Produktnamen, Lot-Nummer (Lot.)

und Angabe des Herstellers auf.

Tabelle 7: Auflistung der verwendeten gebrauchsfertigen Kits mit Produktname, Lot-Num-

mer und Herstellerangabe.

Produktname Lot. Hersteller
Fixationspuffer Cytofix 420801 BioLegend, San
Diego, USA
Permeabilisierungs- Cytoperm 421002 BioLegend, San

puffer

ELISA

HUMAN IL7 Elisa-Kit

RAB 0316-1KT

Diego, USA

Sigma-Aldrich Corpo-
ration, St.Louis, USA

68



2.1.6. Antikorper

In Tabelle 8 sind die verwendeten FACS-Antikorper mit Fluorochrom, Angabe

des Herstellers, Lot- und Katalognummer sowie mit Angabe des verwendeten

Klons zu finden.

Tabelle 8: Auflistung der verwendeten Antikérper mit Fluorochrom-Farbe, Herstelleran-

gabe, Lotnummer, Katalognummer und verwendetem Klon.

Antikorper

Farbe

Hersteller

Lot.

Katalog-
nummer

Klon

Zombie
Aqua™ Fixa-
ble Viability
Kit

CD4

CD4

Ch4

CD8

CD8

CD25

CD28

CD31

Aqua Dye
BV500

APC

FITC

PE

APC-H7

PerCP5.5

PE-Cy7

PE-Cy7

PE-Cy7

BioLegend

San Diego,

USA

BioLegend

San Diego,

USA

BioLegend

San Diego,

USA

BioLegend

San Diego,

USA

BD Biosci-
ences,
Frankling

Lakes, USA

BioLegend

San Diego,

USA

BioLegend

San Diego,

USA

BioLegend

San Diego,

USA

BioLegend

San Diego,

USA

B223424

B136214

B176551

B142769/

B175512

6140812

B238358

B231345

B189875

B190791

77143

317416

317408

317410

560179

344710

302612

302926

303118

OKT4

OKT4

OKT4

SK1

SK1

BC96

CD28.2

WM59
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Antikorper

Farbe

Hersteller

Lot.

Katalog-
nummer

Klon

CD45RA

CD127

CD127

CCR 6

(CD196)

CCR 6

(CD196)

CCR7

CXCR3

TCRap

TCRyd

FoxP3

IFNy

IFNy

IL-10

FITC

APC-Cy7

Brilliant Violet

421

APC

PE

APC-Cy7

PerCP/Cy5.5

FITC

FITC

PerCP5.5

FITC

PE

APC

BioLegend,
San Diego,
USA

BioLegend,
San Diego,
USA

BioLegend,
San Diego,
USA

BioLegend,
San Diego,
USA

BioLegend,
San Diego,
USA

BioLegend,
San Diego,
USA

BioLegend,
San Diego,
USA

BioLegend,
San Diego,
USA

BD Biosci-
ences,
Frankling
Lakes, USA

BD Biosci-
ences,
Frankling
Lakes, USA

BioLegend,
San Diego,
USA

Miltenyi Biotec,
Bergisch Glad-
bach, Deutsch-
land

BioLegend,
San Diego,
USA

B202186

B224095

B200827/

B226832

B189862

B180951

B219213

B186023

B189878

88349

7076838

B179400

5150112265

B193895

304106

351348

351310

353416

353410

353212

353714

306706

347903

2561498

502506

13005420
1

506807

HI100

A019D5

A019D5

GO34E3

GO34E3

GO043H7

GO025H7

IP26

11F2

236A/E7

4S.B3

JES3-19F1
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Antikorper Farbe Hersteller Lot. Katalog- Klon
nummer

IL-17 BV421 BioLegend, B231952 512322 BL168
San Diego,
USA

Ki-67 APC BioLegend, B183619 350514 Ki-67
San Diego,
USA

Legende fiir die Fluorochrome: Allophycocyanin (APC, APC-Cy7, APC-H7), Brilliant Violet
(Bv421, BV500), Fluorescein-Isothiocyanat (FITC), R-Phycoerythrin (PE, PE-Cy7), Peridinin-
Chlorophyll-Protein 5.5 (PerCP5.5).

2.1.7. Stimuli

Tabelle 9 nennt die verwendeten Stimuli mit Herstellerangabe und Katalognum-

mer.

Tabelle 9: Auflistung der verwendeten Stimuli mit Katalognummer und Herstellerangabe.

Stimulus Katalognummer Hersteller

lonomycin 10634-1MG Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Brefeldin A (in Ethanol) B6542-5MG Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Phorbol-12-myristat- P1585-1MG Sigma-Aldrich, St. Louis,

13-acetat (PMA) in DMSO+RPMI USA

2.1.8. Verwendete Software

- BD FACS Diva Software Version 6.1.3 (build 2009 05 13 13 29) Firmware Ver-
sion 1.47 (BD FACS Canto Il)

- IBM SPSS Statistics Version 22-26, Armonk, New York, USA

- Graph Pad Prism Version 6-8
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2.2. Methoden
2.2.1. Rekrutierung der Patienten und Kontrollgruppe

Die prospektive Querschnittsanalyse wurde von der Ethik-Kommission (Ethikvo-
tum Nr. AZ-239-10) der Medizinischen Fakultat der Julius-Maximilians-Universi-
tat genehmigt. Alle Patienten und Kontrollpersonen und als rechtliche Vertreter
deren Sorgeberechtigte wurden in einem ausfluhrlichen arztlichen Gesprach und
mittels eines standardisierten, Ubersichtlichen Aufklarungsbogens uber die In-
halte der Studie sowie Uber die Mdglichkeit der Weiterverwendung des Proben-
materials in darauffolgenden Studien aufgeklart. Die Voraussetzung fur die Ver-
wendung des akquirierten Materials war die Unterzeichnung der Einverstandnis-
erklarung durch die Sorgeberechtigten oder die bereits volljahrigen Patienten.
Die Studie erfolgte nach den Kriterien der Deklaration von Helsinki 2013 [237],

den Prinzipien der Good Clinical Practice und der Good Laboratory Practice.

2.2.1.1. JIA-Probanden

Die Rekrutierung der JIA-Probanden erfolgte Uber die kinderrheumatologische
Sprechstunde des Universitatsklinikums Wiurzburg. Einige Probanden wurden
zudem aus dem Deutschen Zentrum fur Kinder- und Jugendrheumatologie in
Garmisch-Partenkirchen rekrutiert. Zu den Einschlusskriterien zahlten die Erful-
lung der Kriterien der ILAR zur Diagnose der JIA und bei den Probanden mit
TNFa-Inhibitor eine zutreffende Indikation zur Anwendung des Medikaments. Die
Patienten wurden in 2 Gruppen eingeteilt: in Patienten mit einem TNFa-Inhibitor
(TNFi) und in Patienten, die andere Antirheumatika, vorwiegend konventionelle
DMARDs, NSAR oder keine Medikamente erhielten. Zur Vereinfachung wurde
diese Gruppe als DMARD-Gruppe bezeichnet.

Neben der aktuellen Anamnese und der Krankengeschichte nach Aktenlage
wurde eine klinische Untersuchung inklusive des derzeitigen Gelenkstatus erho-

ben. Zusatzlich eruierte Laborparameter umfassten die Entzindungsparameter
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C-reaktives Protein (CRP) und Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) sowie das
aktuelle Differenzialblutbild.

Zu den Ausschlusskriterien gehdrten diagnostizierte Malignome, Immundefekte,
monogenetische Syndrome (wie z.B. Trisomie 21), der Zustand nach einer Thym-
ektomie sowie eine bestehende Schwangerschaft. Patienten mit klinisch-relevan-
ter Infektion in den letzten 8 Wochen und Impfung in den letzten 4 Wochen wur-

den ebenfalls ausgeschlossen.

2.2.1.2. Kontrollprobanden

Die Kontrollprobanden konnten aus immunologisch gesunden, altersgleichen Pa-
tienten der Abteilung fur Kinderchirurgie der Klinik und Poliklinik far Allgemein-
und Viszeralchirurgie, Gefal3- und Kinderchirurgie der Universitatsklinik Wirzburg
rekrutiert werden. Fur die gesunden Kontrollen bestanden dieselben Ausschluss-
kriterien wie fur die JIA-Probanden. Die Blutenthahme erfolgte im Rahmen einer
perioperativen Routineblutentnahme.
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2.2.2. Dichtegradienten-Zentrifugation zur Isolierung der PBMCs

Zur Isolierung der sich im heparinisierten Blut befindenden peripheren mononuk-
ledren Zellen (PBMCs) wurde ein Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer ange-
wendet. Aufgrund der unterschiedlichen Sedimentationsgeschwindigkeit der Ma-
kromolekile in der Suspension werden die Partikel aufgrund eines Dichtegradi-

enten nach den physikalischen Gesetzen der Sedimentation getrennt.

Nach ihrer Dichte sammeln sich leichtere Partikel oder Partikel, die eine ahnliche
Dichte wie die sogenannte Ficoll-Losung besitzen, oberhalb der Trennschicht,
wahrend schwerere Partikel, wie bspw. Erythrozyten, nach unten sinken. Ober-
halb der Lymphozyten sammeln sich Thrombozyten und Blutplasma an.

Das in heparinisierten Monovetten entnommene Probandenblut wurde steril 1:1
mit 0,9% NaCl verdunnt. AnschlieRend wurden je 20 ml des verdinnten Blutes
auf jeweils 10 ml vorgelegte Ficoll-Losung in einem 50 ml Falcon Tube geschich-
tet. Die Zellsuspension wurde dann bei 1500 rpm (revolutions per minute = Um-
drehungen pro Minute) fur 25 Minuten ohne Bremse zentrifugiert. Der oberhalb
der Trennlinie durch den Dichtegradienten entstandene weile Lymphozytenring
wurde nochmals mit 0,9% NaCl gewaschen. Zur Vermeidung einer Kontamina-
tion wurden die zurickgebliebenen Erythrozyten mittels 5 ml Erythrozyten-Lysis-
Puffer aufgeldst. Nach der Zahlung der Zellen in der Neubauer-Zahlkammer wur-

den die so entstandenen PBMCs auf die Kryokonservierung vorbereitet.

2.2.3. Zellzahlung mit Neubauer-Zahlkammer

Zur Bestimmung der Zellzahl der gewonnenen PBMCs wurden 10 uL der Zellsus-
pension mit 90 uL Trypanblau gemischt. In einer Neubauer-Zahlkammer wurde
anschlie3end lichtmikroskopisch die Anzahl der vitalen Zellen bestimmt. Dieser
Vorgang wurde erneut nach Auftauen der kryokonservierten Probe aus dem Ein-

friermedium wiederholt, um einen groRtmaoglichen Anteil an vitalen Zellen in der
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Probe zu gewabhrleisten. Eine Zellzahl von 1,8x10° Zellen wurde als Grenzwert an

vitalen Zellen fur die weitere Verwendung vorausgesetzt.

2.2.4. Kryokonservierung

Je nach Ergebnis in der Neubauer-Zahlkammer wurden umgerechnet 5x108 Zel-
len in 1 ml Einfriermedium (70% RPMI, 20% FCS, 10% DMSO) resuspendiert,

bei -80 °C eingefroren und nach drei Tagen in flussigen Stickstoff Gberfuhrt.

Da insbesondere Dimethylsulfoxid (DMSO) neben der konservierenden eine, bei
Raumtemperatur beschleunigte zytotoxische Wirkung besitzt [238], wurde beim
Einfrier- und Auftauvorgang auf ein rasches Arbeiten und eine intermittierende
Lagerung der Probe auf Eis geachtet, um moglichst reprasentative Ergebnisse
der Oberflachen- und Zytokin-Marker bei moglichst hoher Prozentzahl vitaler Zel-
len erzielen zu kdnnen. Nach schnellem Auftauen im Wasserbad wurden die Zel-
len in ein Falcontube mit 10 ml erwarmten 10% FCS/RPMI gegeben und fur 5
Minuten bei einer Geschwindigkeit von 1.500 rpom zentrifugiert. Das Ubriggeblie-
bene Pellet wurde anschlief3end erneutin 1 ml 10% FCS/RPMI resuspendiert und

auf eine Kulturplatte gegeben.

2.2.5. Durchflusszytometrie

Bei der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie handelt es sich um eine Methode, die
es ermdglicht, Oberflachenmolekule oder intrazellulare Marker und Proteine an-
hand von Fluoreszenz-markierten Antikorpern in einer Zellpopulation zu erfassen
[119].

Die markierten Zellen werden nach Verdinnung mit einer Salzlésung durch einen
Einzelzellstromkanal gepresst, an einem Laserstrahl vorbeigeleitet und gezahlt.

Das FACS-Gerat (engl. fluorescence-activated cell sorter) ist in der Lage, die Zel-
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len gleichzeitig weiter zu sortieren. Durch spezifische Wellenlangen der mono-
chromatischen Laser werden die Fluoreszenzfarbstoffe in einen Erregungszu-
stand versetzt. Bei Ruckkehr in das Ursprungsniveau werden Photonen emittiert,
die von Photodetektoren registriert werden [119]. Neben dem emittierten Licht
kann auch die Vorwarts- (FSC) und die Seitwartsstreuung (SSC) detektiert wer-
den. Uber die Streuung kénnen Aussagen Uber die GroRe und Granularitat der
Zellen getroffen werden. Die Menge des emittierten Lichts ist proportional zu der
gebundenen Menge an Molekulen und Zellen [239].

Durch eine elektrische Impulsladung wird der FlUssigkeitsstrahl in Tropfchen auf-
geldst, die jeweils eine geladene Zelle enthalten. Durch die Ladung wird die Zelle
vom Plus- oder Minuspol angezogen und von der Hauptrichtung des Tropfchens
abgelenkt [119]. So lassen sich die Zellen weiter in Subpopulationen sortieren,

die sich anhand der Zusammensetzung der Fluoreszenzmolekile unterscheiden.

Auch die simultane Messung mehrerer Marker ist durch die Verwendung von un-
terschiedlichen Fluorochromen maoglich, denen im FACS-Gerat individuelle, vor-
her definierte Emissionsspektren zugeordnet werden. Den gemessenen Spektren
werden die jeweiligen Fluoreszenz-markierten Marker zugewiesen, so dass wei-

tere statistische Untersuchungen moglich werden.

Durch ihr charakteristisches Streuungsmuster kdnnen PBMCs eindeutig von an-
deren Lymphozyten differenziert werden. Durch weitere Gates kdnnen Subpopu-
lationen und Expressionsraten von Molekulen ermittelt werden. Die Messdaten
werden in ein speziell entwickeltes Auswertungsprogramm Ubertragen und kon-
nen als Histogramme, Kontur- oder Punktdiagramme abgebildet werden. Im
Punktdiagramm stellt jeder Punkt eine Zelle dar. So kdnnen schliel3lich Zellsub-
populationen absolut oder relativ in Bezug auf die paternale Population demons-

triert werden.
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2.2.5.1. FACS-Farbeprotokoll

Nach Auftauen der kryokonservierten Probe im Wasserbad bei 37°C wurden die
Zellen rasch in 10 ml Nahrmedium (10% FCS/RPMI mit 1% Penicillin/Streptomy-
cin) gegeben. Nach Zentrifugieren bei 1.500 rpm fir 5 Minuten wurde der Uber-
stand abgesaugt und das Ubriggebliebene Pellet in 1 ml Nahrmedium resuspen-

diert und auf eine Kulturplatte gegeben.

Zur Stimulation wurden Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), lonomycin und
Brefeldin A in das Well hinzugegeben und die Probe fur 4 Stunden im Brut-
schrank bei 37°C und 5% CO:2 inkubiert. PMA ist ein potenter Aktivator der Pro-
teinkinase C [240]. lonomycin, ein Calcium-lonophor mit mitogenen Eigenschaf-
ten, wirkt, synergistisch zu PMA, aktivierend auf die Proteinkinase C ein und
macht die Zellmembran durchlassiger fur Calciumionen, die fur die Calcium/Cal-
modulin-abhangigen Signalwege bendtigt werden [241]. Die Proteinkinase C
setzt die Translation von Proteinen und die Signalwege in Gang, die fur die akti-
vierte Zelle notwendig sind [242]. Zudem ist die Proteinkinase C fahig, Transkrip-
tionsfaktoren wie NFkB und Ras zu aktivieren [119]. Durch PMA und lonomycin
werden die ruhenden Zellen Uber IL-2 zur Proliferation und zur Zytokinproduktion

angeregt [242].

Brefeldin A hemmt den Vesikeltransport vom Golgi-Apparat zum Endoplasmati-
schen Retikulum. Somit verbleiben die produzierten Zytokine und Transkriptions-
faktoren intrazellular und konnen nach Membranstabilisierung (FixBuffer) und

-perforation (PermBuffer) in der FACS-Analyse detektiert werden.

Die Zellsuspension wurde nach grundlicher Resuspension zu gleichen Teilen in
6 FACS-Tubes gegeben. Die Zellen wurden mit 1 ml PBS gewaschen und 5 Mi-

nuten bei 1.500 rpm zentrifugiert.

Fir die Farbung der toten Zellen wurde das Zombie Aqua Fixable Viabilitiy Kit
verwendet. Es wurde 1 yL Zombie-Farbung mit 499 uL PBS verdinnt und je
50 yL davon zu dem gewonnenen Zellpellet gegeben. In der Negativkontrolle
Tube 1 wurden 50 uL PBS ohne Zombie-Farbung verwendet.
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Flr Tube 2 bis 6 wurden die Oberflachenantikérper (weild hinterlegt) zu 50 pL
PBS in den in Tabelle 10 aufgefuhrten Volumina hinzugegeben, um den fir jedes
Farbepanel individuellen Master-Mix vorzubereiten. Als Fluorochrome wurden
Fluorescein-Isothiocyanat (FITC), R-Phycoerythrin (PE, PE-Cy7), Peridinin-Chlo-
rophyll-Protein 5.5 (PerCP5.5), Allophycocyanin (APC, APC-Cy7, APC-H7) und
Brilliant Violet (BV421, BV500) verwendet. Cy7 und H7 beschreiben Cyanin-Tan-
dem-Fluorochrome, die nach der Antigen-Bindung eine grofl3ere Stabilitat in Pa-
raformaldehyd-Fixierung und bei Licht vorweisen als das Ursprungsfluorochrom.

Nach Vortexen wurden je 50 yL Master-Mix 1 in die Tubes pipettiert, in Tube 1
wurden stattdessen 50 yL PBS hinzugefugt. Nach erneutem Vortexen wurden

die Proben fur 20 Minuten bei Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert.

AnschlieRend erfolgte ein weiterer Waschzyklus mit Hinzugabe von 1 ml PBS,
Zentrifugation (1.500 rpm fiir 5 Minuten) und Absaugen des Uberstandes. Die
Zellen wurden mit 200 pL FixBuffer immobilisiert, erneut gevortext und fur weitere
20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.

Nach einem weiteren Waschzyklus wurde der Master-Mix 2, bestehend aus
50 uL PermBuffer und dem definierten Volumen der Intrazellularfarbungen (siehe
Tabelle 10, grau hinterlegt), den Zellpellets hinzugeflgt und gevortext. Durch den
PermBuffer werden die Zellwande flr die intrazellularen Farbungen permeabel
gemacht. Die Proben wurden erneut fur 20 Minuten bei Raumtemperatur und
Dunkelheit inkubiert. Nach einem letzten Waschvorgang wurden die Zellen mit
jeweils 200 uL FACS-Puffer resuspendiert und der Messung zugefuhrt.

Fir die Messung im FACS Canto Il wurden konstante Gates eingerichtet. Es wur-
den ausschlieBlich die lebenden Zellen verwendet, definiert durch die Gate-In-
version der Zombie-positiven Zellen.
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Tabelle 10: Farbepanel fiir die FACS-Analyse.

FITC PE PerCP5.5 | APC APC- APC- | BV421 | PE-Cy7 | BV500
Cy7 H7

1 - - - - - - - - -

2 | CD45RA | IFNy CD8 CD4 CCR7 - IL-17 CD28 Zombie
0,6 L 02pL | 0,3 L 0,3pL | 0,3 L 0,3pL | 0,5pL

3 | CD4 CCR6 FoxP3 IL-10 - CD8 CD127 | CD25 Zombie
0,3 pL 0,3uL | 0,3 L 0,3 pL 0,3uL | 0,3uL | 0,3 pL

4 | IFNy CD4 CXCR3 CCR6 - CD8 IL17 CD31 Zombie
0,3 pL 0,5uL [ 0,5uL 0,3 pL 0,3uL | 0,3puL | 0,3 pL

5| TCRap | CD4 CD8 Ki-67 CD127 - IL-17 CD31 Zombie
1,0 L 0,5uL | 0,3pL 0,3pL | 0,3 L 0,3pL | 0,3 L

6 | TCRy/5 | CD4 CD8 Ki-67 CcD127 | - IL-17 CD31 Zombie
1,0 L 05uL | 0,3pL 0,3pL | 0,3 pL 0,3uL | 0,3 L

In Tabelle 10 sind die Fluorochrome mit den verwendeten Antikérpern und pL-Angaben in den
FACS-Tubes 1 bis 6 aufgelistet. Grau hinterlegt sind hierbei die intrazelluldren Farbungen, weil}
die Oberflachenfarbungen.

2.2.6. ELISA

ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay) beschreibt einen
enzymgekoppelten Immunabsorptionstest, wobei das farblose Produkt nach
Bindung des Antikdrpers oder Antigens an das Enzym einen detektierbaren
Farbumschlag aufweist [119]. Das Enzym wird chemisch an den aufgereinigten
Antikorper gekoppelt, der in Bindungsreaktion mit dem Antigen tritt, das an den
Wells einer Mikroplatte befestigt wurde. Diese Bindung fuhrt zu einem
Farbumschlag des gekoppelten Enzyms. Nicht-gebundene Antikdrper werden
durch Waschen entfernt. Eine Sicherheit der validen Auswertung bietet eine
weitere Antikdrperschicht, die gegen die Enzym-gekoppelte Schicht gerichtet ist.
So kann eine Verfalschung des Experiments durch Bindung von nicht-markierten
Antigenen an nicht-markierte Antikérper minimiert und das messbare Signal

verstarkt werden.

ELISA ist ein serologischer Test, der insbesondere in der Virologie oder bei der
Bestimmung von zirkulierenden Zytokinen als Sandwich-ELISA Verwendung
findet. Bei der Sandwich-ELISA wird der Antigen-spezifische Antikdrper an dem
Trager befestigt, der das Antigen - in dieser Arbeit das Zytokin IL-7 - mit hoher
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Affinitat bindet [119]. Ein weiterer Antikorper, der an ein anderes Epitop des

Antigens bindet, erlaubt dann den Nachweis des Antigens.

2.2.6.1. IL-7-Sandwich-ELISA

Am 1. Tag des Experiments wurde die 96-Well-Mikroplatte mit dem IL-7
Antikorper beschichtet, indem der Coating Buffer mit dem Antikorper in einer
Konzen-tration von 0,5 mg/ml vermischt wurde. Je 50 pL wurden in jedes Well
pipettiert und bei 4°C Uber Nacht inkubiert.

Am 2. Tag wurde die Platte dreimalig mit 300 yL Wash Solution gewaschen und
anschlielend, nach Blockade mit je 100 pyL Blocking Solution aus dem ELISA-
Kit, fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Blocking-Solution wurde
abgekippt.

Sodann wurden je 100 pyL des Patientenserums und der Standardl6sung in die
Wells gegeben. Eine Verdinnungsreihe wurde nach Herstellerangabe generiert.
Zuvor wurden 400 uyL PBS in jedes Tube der Verdlinnungsreihe vorgelegt
(Abb.9). Darauffolgend wurde die Mikroplatte 2,5 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert.

Die Losung wurde entfernt und viermal mit 300 uL Wash Buffer mittels Dispenser
gewaschen. Die Platte wurde invertiert und gegen Papiertiucher geklopft, um
mdgliche Ruckstande zu entfernen. Im nachsten Schritt wurden 100 yL des

detektierenden Antikorpers in Verdiinnung mit Biotin in jedes Well hinzugegeben.
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8 pL Standard,

592 pL PBS 200 uL 200 pL 200 uL 200 uL 200 pL
- - - — e R
1000 333,3 11,1 37,0 4,1 0
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

Abb.9: Herstellung der Verdiinnungsreihe nach Herstellerangabe (eigene Abbildung). In
das erste Tube wurden 8 yL Standard zu 592 uL PBS gegeben, um eine Konzentration von
1000 pg/ml zu erzielen. In Tube 2 bis 6 wurden jeweils 400 uL PBS vorgelegt. Zur Herstellung
der Verdlnnungsreihe wurde aus jedem Tube nach grindlicher Resuspension jeweils 200 uL
entnommen und dem Tube der nachsten Verdiinnungsstufe hinzugegeben. Das 6.Tube enthalt
nur PBS.

Nach einer Stunde Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Losung abgekippt
und erneut viermal mit 300 yL Wash Buffer gewaschen. Danach wurden 100 uL
Streptavidin/HRP-Reagenz  (horseradish  peroxidase) zu jedem Well
hinzugegeben. Die Wells wurden bedeckt und erneut 45 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem viermaligem Waschen wurden
100 yL TMB Peroxidase (Tetramethylbenzidin) jedem Well zugefigt und das
Material fur weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert, bis ein
Farbumschlag zu sehen war. Zum Stoppen der Reaktion wurde jedem Well 50 yL

Stop Solution zugesetzt.

Die Messung erfolgte sofort bei einer optischen Densitdt von 450 nm, die
Referenzmessung bei 620 nm. Anhand der Messwerte der Standardverdinnung
und der zugehorigen optischen Absorbanzwerte wurde eine lineare Gleichung
errechnet, um jedem Messergebnis eine Konzentration zuordnen zu konnen.
Jede Probe und jeder Standard wurden dupliziert gemessen und der Mittelwert

der Messwerte gebildet, um moglichst exakte Ergebnisse zu erzielen.
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2.2.7. Quantifizierung der TRECs

Die DNA der TRECs wurde nach dem Studienprotokoll von Prelog et al. [143] in
den PBMCs mittels des QIAamp DNA Mini Kits (Quiagen, Chatsworth,
Kalifornien) bestimmt. Die DNA wurde mittels Ethanol-Prazipitation far
30 Minuten bei -20°C gereinigt, wobei 0,4 mol/L Lithiumchlorid und das 2,5-fache
Volumen an 100-prozentigem Ethanol vermengt wurden. Nach dem
Zentrifugieren wurde das Pellet zweimal mit 70-prozentigem Ethanol gewaschen.
So konnten mdglicherweise verbleibende Salze entfernt werden. Anschliel3end
wurde das Pellet in Nuklease-freiem Wasser geldst. Die DNA wurde konserviert
und per Eilversand in das korrespondierende Labor der Arbeitsgruppe Prof.
Schmidt, Hamatologie der Universitatsklinik Greifswald, versandt, wo die Proben

weiterverarbeitet wurden.

Zur Messung der TREC-Konzentration wurde dort die quantitative SYBR Green
real-time Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)
eingesetzt, zusammen mit einem iCycler reverse Transkriptase System (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, Kalifornien). Als Primer wurde orec/yalpha (5-CAC-
ATC-CCT-TTC-AAC-CAT-GCT-3' [forward] und 5-GCC-AGC-TGC-AGG-GTT-
TAG-G-3' [reverse]) angewandt. Das RAG2-Gen (engl. recombination activating
gene) wurde als Referenzgen verwendet, um die quantitative gemessene DNA

interpretieren zu konnen [243].

Zu 0,5 yg DNA wurden die Primer und der SYBR Green Supermix zu einem
Gesamtvolumen von 25 puL vermengt. Die PCR-Messung wurde zweifach
durchgefuhrt. Zur Quantifizierung der TREC-Menge wurde die logz Verdinnung
des internen Standards verwendet und in Relation zu 10.000 PBMCs berechnet
[143].
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2.2.8. Analyse der Telomerlangen

Die Telomerlange wurde aus der extrahierten DNA (siehe 2.2.7.) durch
quantitative PCR gewonnen, wie von Cawthon beschrieben [244]. Der
Probenversand der konservierten DNA erfolgte an die Universitatsklinik
Innsbruck, Dr. Leierer, wo sie analysiert wurde. Die relative Lange der Telomere
wurde durch das Verhaltnis von spezifischen Telomer-Primern, die zur
Hybridisierung von TTAGGG- and CCCTAA-Repeats synthetisiert wurden, zu
einer Einzelkopie des Gens berechnet [143, 232].

2.2.9. Statistische Analyse

Zur Berechnung der Signifikanzniveaus zwischen den Gesunden, den JIA-
Patienten, die mit konventionellen DMARDs behandelt wurden (DMARD-Gruppe)
bzw. die einen TNFa-Inhibitoren erhielten (TNFi-Gruppe), wurde der nicht-
parametrische Mann-Whitney U Test flir zwei unabhangige stetige Stichproben
verwendet. Zuvor wurde auf Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilks-Test
getestet. Es wurden jeweils die Signifikanzen zwischen den Gesunden und den
DMARD-Patienten, den Gesunden und den TNFi-Patienten und zwischen beiden
Patientengruppen ermittelt. Normalverteilte unabhangige stetige Variablen mit
vergleichbarer Varianz wurden mit dem Student-t-Test verglichen. Zur
Vermeidung des Fehlers auf multiples Testen wurde die Benjamini Hochberg-
Korrektur eingesetzt. Der Vergleich zwischen dichotomen Variablen erfolgte mit
dem x? Test bzw. bei GruppengroRe kleiner 60 mit dem Fisher's Exacta Test.
Des  Weiteren wurden schrittweise rickwarts multiple lineare
Regressionsanalysen errechnet, um die Einflussstarke der klinischen Merkmale
auf die Ergebnisse der Experimente nachzuweisen. p-Werte < 0,05 wurden als
signifikant und p < 0,001 als hochsignifikant definiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung der Probanden

3.1.1. Patientencharakteristika

Die Studienkohorte ist in Tabelle 11 gezeigt. Zu den rekrutierten Patienten
zahlten 38 Patienten mit diagnostizierter JIA, darunter 12 Jungen und 26
Madchen zwischen 3,0 und 19,8 Jahren. Das durchschnittliche Alter betrug 13,6
Jahre. Zum Zeitpunkt der Blutentnahme zeigte sich eine durchschnittliche
Krankheitsdauer von 6,3 Jahren.

Bei 17 JIA-Patienten manifestierte sich eine Aktivitat der Krankheit mit einer
Beteiligung mindestens eines Gelenkes, 21 Patienten waren in Remission. Der
haufigste JIA-Subtyp war die Oligoarthritis, gefolgt von der seronegativen
Polyarthritis und der unklassifizierten JIA (Tabelle 13).

Abb.10 zeigt die prozentuale Verteilung der JIA-Typen in beiden
Medikamentengruppen (DMARD, TNFi) in Bezug auf die JIA-Gesamtkohorte.

Zur weiteren Differenzierung des Einflusses von TNFa-Biologika erfolgte eine
Unterteilung in 26 JIA-Patienten, die eine Medikation mit konventionellen
DMARDs, NSAR bzw. keine feste Medikation erhielten (DMARD-Gruppe), und
12 Patienten mit zusatzlichem TNFa-Inhibitor (TNFi-Gruppe). Zum
Untersuchungszeitpunkt nahmen 81,6 % der Patienten regelmafig Medikamente

ein.

Zwischen den beiden Patienten-Gruppen konnte weder in Bezug auf das Alter
noch auf die Krankheitsdauer ein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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Tabelle 11: Werteverteilung der Altersparameter der JIA-Gesamtkohorte.

JIA

HC

Mean * SD; Median
(Min-Max; P25/P75)

Alter bei 13,6 £ 4,5; 15,0
Blutentnahme (3,0-19,8; 10,3/16,6)
[Jahre]

Alter bei ED 7,3+5,1;6,5
[Jahre] (0,3-17,4; 2,7/11,6)

Krankheitsdauer 6,3+54;5,2

[Jahre] (0,1-17,2; 1,7/10,6)
Geschlecht N %

mannlich 12 31,6

weiblich 26 68,4

Mean * SD; Median
(Min-Max; P25/P75)

11,3+4,2;9,7 0,071
(6,1-19,5; 7,4/15,0)

p-Wert

N % 0,002
18 72,0
7 28,0

Die Tabelle 11 zeigt das Alter bei Blutentnahme, bei Erstdiagnose (ED) und die Krankheitsdauer
im Mittelwert + Standardabweichung (Mean = SD), Median, Minimum bis Maximum sowie die
Interquartilenrange (Perzentilen P25 und P75) fiir die JIA-Gesamtkohorte und die Altersverteilung
der Gesunden. Die Unterschiede der Altershaufigkeiten wurden nach exaktem Test nach Fisher
berechnet, beim Geschlecht wurde der Student-t-test fir 2 unabhangige Stichproben zwischen
JIA und HC verwendet, wobei die Haufigkeiten fir JIA in Tabelle 13 zu finden sind.

Tabelle 12: Messwerte der Laborparameter.

JIA

HC

MeanzSD; Median
(Min-Max; P25/P75)

BSG [mm/h] 11,4 +12,7;6,5

(2,0-67,0; 4,8/15,0)
CRP [mg/dI] 0,15+ 0,30; 0,03

(0,0-1,61; 0,0/0,17)
Leukozyten 78+23;7,1
(x103/uL) (2,9-13,8; 6,4/9,1)
Lymphozyten 2,7+14;25
(x103/uL) (1,0-9,0; 2,1/2,8)
Lymphozyten 34,3 +£12,0; 34,7
relativ (% der (13,0-74,9; 27,9/41,5)
Leukozyten)

MeanzSD; Median
(Min-Max; P25/P75)

p-Wert

6,5+28;6,2 0,010
(3.8-14,1; 4,3/7,2)

2,3+0,9;2,4 0,326
(1,3-5,0; 1,5/2,9)

36,6 +7,3; 37,8 0,384
(21,0-49,4;
33,3/40,8)

In Tabelle 12 werden die Messwerte der Laborparameter BSG (mm/h), CRP-Wert (mg/dl),
absolute Leukozyten- und Lymphozytenzahl (x103/uL) und die relative Lymphozytenzahl (Prozent

der absoluten Leukozytenzahl) aufgeschlisselt.

Es wird der Mittelwert mit der

85



Standardabweichung (Mean + SD), der Median, minimaler und maximaler Wert sowie die
Interquartilenrange angegeben. Der p-Wert wurde nach Mann-Whitney U zwischen HC und JIA
berechnet.

3.1.1.1. Charakteristika der DMARD-Gruppe

Wie aus Tabelle 13 und Tabelle 14 zu entnehmen, setzte sich die DMARD-
Population aus 9 mannlichen und 17 weiblichen Patienten zwischen 3,0 und 19,5
Jahren zusammen, das durchschnittliche Alter war 13,1 Jahre. Die Krankheits-

dauer betrug im Durchschnitt 5,8 Jahre.

26,9% der DMARD-Patienten waren ohne feste Medikation. Am haufigsten
wurden NSAR verordnet, gefolgt von MTX und Glukokortikoiden (GC) mit einer
Dosis von 0,02 bis 0,28 mg/kgKG pro Tag. Die DMARD-Patienten erhielten zu
30,7% eine Kombinationstherapie. 15,4% nahmen eine Kombinationstherapie
aus MTX und einem NSAR ein, 11,5% eine Kombination aus GC, MTX und
NSAR, und 3,8% ein NSAR zusammen mit einem GC. Die Dosis der GC lag
auRer bei einem Patienten oberhalb der Aquivalenzdosis von 0,1 mg/kgKG pro
Tag. Bei langfristig notwendiger Therapie erfolgte die zusatzliche Einnahme von

Vitamin D3 und Calcium zur Prophylaxe einer Osteoporose.
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Abb.10: Graphische Darstellung der JIA-Verteilung in der DMARD- und TNFa-Inhibitor-
Gruppe. Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der JIA-Subtypen der DMARD-Gruppe (n=26)
und TNFa-Inhibitor-Gruppe (n=12), bezogen auf die JIA-Gesamtpopulation (n=38).
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Tabelle 13: Charakterisierung der JIA-Patientenkohorte.

Gesamt DMARD- TNFa-Inhibitor- p-Wert
Gruppe Gruppe

Geschlecht N % N % N % 0,714
mannlich 12 31,6 9 34,6 3 25,0
weiblich 26 68,4 17 65,4 9 75,0
Subtyp N % N % N % 0,521
Oligoarthritis 11 36,8 |9 34,6 2 16,7
Extended Oligoarthritis | 4 10,5 |2 7,7 2 16,7
Seronegative Poly- 9 23,7 |7 26,9 2 16,7
arthritis
Seropositive Poly- 2 53 0 0,0 2 16,7
arthritis
Enthesitis-assoziierte 1 2,6 0 0,0 1 8,3
Arthritis
Psoriasis-Arthritis 3 7,9 2 7,7 1 8,3
Systemische JIA 1 2,6 0 0,0 1 8,3
Unklassifizierte JIA 7 18,4 6 23,1 1 8,3
Laborparameter N % N % N %
ANA positiv 27 75,0 | 19 73,1 8 80,0 1,000
BSG <10 mm/h 23 67,6 | 19 79,2 4 40,0 0,045
BSG > 10 mm/h 11 324 |5 20,8 6 60,0
CRP < 0.5 mg/di 34 91,9 | 24 92,3 10 90,9 0,665
CRP > 0.5 mg/di 3 8,1 2 7,6 1 9,1
RF positiv 1 4.8 0 0,0 1 14,3 0,333
Aktivitat N % N % N %
Aktive Erkrankung 17 447 |10 38,5 7 58,3 0,307
Remission 21 55,3 | 16 61,5 5 41,7
Medikation N % N % N %
Ohne Medikation 7 18,4 7 26,9 - 0,0 0,074
NSAR 20 52,6 15 57,7 5 41,7 0,489
MTX 19 50,0 11 42,3 8 66,7 0,295
GC 6 15,8 4 15,4 2 16,7 1,000
Leflunomid 1 2,6 - 0,0 1 8,3 0,316
TNFa-Inhibitor 12 31,6 - 0,0 12 100,0

-> Etanercept 6 15,7 6 50,0

-> Adalimumab 5 13,2 5 41,7

-> Infliximab 1 2,6 1 8,3

In Tabelle 13 werden die Anzahl (N) und die Prozentwerte (%) des Geschlechts, der JIA-
Subtypen, der erhobenen Laborparameter (Antinuklearer Antikérper (ANA) positiv: > 1:80, BSG
(mm/h) in 2 Gruppen (< oder > 10 mm/h), CRP-Wert (mg/dl) in 2 Gruppen (< oder > 0.5 mg/dl),
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Rheumafaktor (RF) positiv: > 30 U/ml), der Krankheitsaktivitat (Aktivitat definiert als Symptomatik
in mindestens einem Gelenk) und der verabreichten Medikation fir alle Patienten mit JIA
(Gesamt) und fir die beiden Krankheitsgruppen (DMARD, TNFi) aufgefiihrt. Die Unterschiede
der Haufigkeiten wurden nach exaktem Test nach Fisher berechnet. Dosierung der Medikamente:
NSAR (Ibuprofen (20-40 mg/kgKG/d), Naproxen (10-15 mg/kgKG/d)), MTX (10-20 mg/m?
KOF/Woche), Leflunomid (10-20 mg/d), Etanercept (0,8 mg/kgkG/Woche), Adalimumab (20-
40 mg alle 2 Wochen), Infliximab (5-10 mg/kgKG/Monat).

3.1.1.2. Charakteristika der TNFa-Inhibitor-Population

Zu den JIA-Patienten mit TNFa-Inhibitor zahlten 12 Patienten (mannlich=3,
weiblich=9) zwischen 6,0 und 19,8 Jahren und mit einem durchschnittlichen Alter
von 14,6 Jahren (Tabelle 13, Tabelle 14). Die Krankheitsdauer lag
durchschnittlich bei 7,3 Jahren.

50,0% der Patienten nahmen Etanercept ein, 41,7% Adalimumab und 8,3%
Infliximab. Die Dauer der TNFa-Inhibitor-Einnahme umfasste 0,1 bis 5,9 Jahre.
Zwei Drittel der Patienten nahmen zusatzlich noch MTX ein, zu 41,7% wurde ein
NSAR verordnet. Die GC-Einnahme erfolgte zu 16,7% (0,04-0,62 mg/kgKG/d) in
einer Kombination mit einem NSAR und MTX bzw. Leflunomid. Die Kombination
von MTX und einem NSAR konnte bei 16,7% der Patienten beobachtet werden.

Tabelle 14: Verteilung von Alter bei

Krankheitsdauer bei beiden Medikamentengruppen.

Blutenthahme und Erstdiagnose sowie

DMARD TNFi

Mean * SD; Median Mean % SD; Median p-Wert

(Min-Max; P25/P75) (Min-Max; P25/P75)
Alter bei 13,1 +4,3; 14,7 14,6 £5,0; 16,4 0,356
Blutentnahme (3,0-19,5; 10,0/16,2) (6,0-19.8; 10,2/18,7)
[Jahre]
Alter bei ED 74+51,72 7,3+£5,3;5,9 0,960
[Jahre] (0,3-17,3; 2,7/11,6) (0,3-17,4; 2,6/11,7)
Krankheitsdauer 58+57;3,5 7,3+4,6;6,5 0,422

[Jahre]

(0,1-15,7; 1,4/12,8)

(1,3-17,2; 4,7/9,3)

Tabelle 14 zeigt das Alter bei Blutentnahme, bei Erstdiagnose (ED) und die Krankheitsdauer im
Mittelwert + Standardabweichung (Mean = SD), Median, Minimum bis Maximum sowie die
Interquartilenrange. Der p-Wert wurde zwischen der DMARD-Gruppe und der TNFi-Gruppe
anhand der zweiseitigen Signifikanz des Student-t-Tests berechnet.
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3.1.2. Charakteristika der Kontrollgruppe

Die gesunde Kontrollgruppe umfasste 25 Probanden zwischen 6,1 und 19,5
Jahren und einem durchschnittichen Alter von 11,3 Jahren. Der
Mittelwertvergleich des Alters zwischen Kontrollgruppe und JIA-Kohorte ergab
keinen statistischen Unterschied (Tabelle 11). Im Gegensatz zur JIA-Kohorte
setzte sich die Gruppe der Gesunden aus vorwiegend mannlichen Probanden
zusammen. Rekrutiert wurden Kinder, die sich ambulant zur Abklarung anderer
nicht-immunologisch oder -allergologisch bedingter Krankheiten vorstellten sowie

praoperativ vor urologischen oder orthopadischen Eingriffen.

In den folgenden Kapiteln wird auf die Immunoseneszenz-Parameter auf
zellularer und Zytokin-Ebene in den unterschiedlichen Gruppen systematisch

eingegangen.
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3.2. CD4-positive Subpopulationen

In den folgenden Kapiteln werden die FACS-Datensatze in Form von
Streudiagrammen prasentiert und in die 3 Gruppen Gesunde (HC, n=17), JIA-
Patienten der DMARD-Gruppe (n=22) und Patienten mit TNFa-Inhibitor-
Medikation (TNFi, n=12) unterteilt. Jeder Punkt stellt hierbei den Datensatz eines
Probanden dar, zumeist den prozentualen Anteil der untersuchten Zellpopulation
an der Gesamtpopulation. Die lange horizontale Linie steht fir den Median der
Variable, die beiden kirzeren horizontalen Linien fiur die Interquartilen
(Perzentilen P25 und P75).

Die CD4-positiven Lymphozyten waren signifikant haufiger bei den JIA-Patienten
mit DMARD-Medikation anzutreffen als bei der Gruppe der gesunden Probanden
(Abb.11, Abb.13a,df).

p=0,024
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Abb.11: Proportionale Verteilung der CD4-

20 positiven T-Zellen in HC, DMARD und TNFi.
Prozentualer Anteil der CD4-positiven T-Zellen
in den Gesunden, den JIA-Patienten der
DMARD- und der TNFi-Gruppe.
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In Abb.12 ist veranschaulicht, wie die T-Zell-Subpopulationen in der FACS Diva
Software definiert wurden. In Abb.13 sind fur je einen Propanden aus jeder
Gruppe reprasentative FACS-Punktdiagramme dargestellt. Als
charakterisierende Oberflachenmarker dienten CD45RA, CD28 und CCRY7, wie
in  Abb.4  beschrieben. CD45RA  wurde als membranstandige
Tyrosinphosphatase, CD28 als co-stimulierendes Molekul und CCR7 als
Lymphknoten-Homing-Rezeptor verwendet. Naive T-Zellen differenzieren sich
nach Antigenkontakt weiter zu Effektorzellen. Nach Ende der Immunantwort

werden sie — als Teil des immunologischen Gedachtnisses - zu Memoryzellen.
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Abb.12: FACS Gating-Strategie fiir die Subpopulationen. In der Abbildung ist dargestellt, wie
anhand der Auspragung der Oberflachenmarker CD45RA, CD28 und CCR7 die Subpopulationen
definiert und mittels der FACS Diva Software weiter untersucht wurden. Als Fluorochrome wurden
CD4 APC, CD8 PerCP5.5, CCR7 APC-Cy7 und CD28 PE-Cy7 verwendet. Die Werte werden als
Prozente der Parent-Generation bzw. bei CCR7 der Grandparent-Generation (also in Bezug auf
CD4/CD8) angegeben.
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Abb.13a-i: Reprasentative FACS-Punktdiagramme fiir die CD4-positiven (b,e,h) und CD8-
positiven (c,f,i) Subpopulationen in HC, DMARD und TNFi. FACS-Dotplots von 3
reprasentativen Probanden der Gesunden (a-c), der JIA-Patienten der DMARD-Gruppe (d-f) und
der JIA-Patienten der TNFi-Gruppe (g-i). Nach Gate-Inversion der Zombie-positiven PBMCs
(Daten nicht gezeigt) wurden die Zellen nach Expression von CD4 und CD8 untersucht und die
jeweils positiven Zellen - mit Ausschluss der CD4-/CD8-doppelpositiven Zellen - nach Auftreten
der Marker CD28 und CD45RA weiter differenziert. Naive Zellen definierten sich durch CD28+
CD45RA+, Memory als CD28+ CD45RA-, Effektor durch CD28- CD45RA- und TEMRA durch
CD28- CD45RA+.

Naive T-Zellen: die CD4-positiven, naiven T-Lymphozyten wiesen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen auf, jedoch zeigte die TNFi-
Gruppe tendenziell weniger naive T-Zellen als die Gesunden und die DMARD-
Gruppe (Abb.13b,e,h; Abb.14a). Die CD4-positiven, CCR7-positiven, naiven T-
Lymphozyten waren sowohl bei den JIA-Patienten der DMARD-Gruppe, als auch

den Patienten mit TNFa-Inhibitor in signifikant groRerer Anzahl vorhanden als bei
den Gesunden (Abb.14b).

Memory-T-Zellen: die CD4-positiven Memory-T-Lymphozyten unterschieden
sich zwischen den Gruppen nicht signifikant, jedoch zeigten die TNFi-Patienten
tendenziell mehr Memoryzellen als die DMARD-Gruppe (Abb.13b,e,h; Abb.14c).

Die CD4-positiven, zentralen Memory-T-Zellen traten in der Patienten-Gruppe

mit TNFa-Inhibitor signifikant mehr auf als in der gesunden Vergleichspopulation
(Abb.14d). Bei den CD4-positiven Effektor-Memory-T-Lymphozyten konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen beobachtet werden
(Abb.14e).

Effektor-T-Zellen: bei den CD4-positiven Effektor-T-Lymphozyten zeigten sich
keine Signifikanzen zwischen den Gruppen, ebenso bei den Early und Late
Effektor-T-Zellen (Abb.13b,e,h; Abb.14f-h). Die Mediane dieser Zellen lagen in
der DMARD-Gruppe dennoch deutlich unter den Medianen der Gesunden und
der TNFi-Gruppe.

TEMRA T-Zellen: weder die CD4-positiven TEMRA-T-Lymphozyten noch die
TEMRA-Zellen, die CCR7 negativ waren, unterschieden sich zwischen den 3
Gruppen signifikant (Abb.13b,e,h; Abb.14i,j). Auch hier konnte bei Betrachtung

der Mediane eine niedrigere Tendenz bei der DMARD-Gruppe erkannt werden.
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Abb.14a-j: Proportionale Verteilung der CD4-positiven Subpopulationen in HC, DMARD
und TNFi. Prozentualer Anteil der CD4-positiven T-Zellen unterteilt in die Subpopulationen in den
Gesunden, den JIA-Patienten der DMARD- und der TNFi-Gruppe.

a-b) CD4-positive, naive (a) und CCR7-positive, naive T-Zellen (b)
c-e) CD4-positive Memory-T-Zellen (c), zentrale (d) und Effektor-Memory-T-Zellen (e)
f-h) CD4-positive Effektor-T-Zellen (f), Early (g) und Late Effektor-T-Zellen

i-j) CD4-positive TEMRA T-Zellen (i) und CCR7-negative TEMRA T-Zellen (j)
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3.3. CD8-positive Subpopulationen

Bei den CD8-positiven T-Lymphozyten bestand kein signifikanter Unterschied
zwischen den 3 Gruppen (Abb.13a.d,f; Abb.15).

30+
°
3 °
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+ n —
(%) [ ) x—
[a] i A
o 10 : * ;ﬁ:-: - Abb.15: Proportionale Verteilung der CD8-
X mnm 'y positiven T-Zellen in HC, DMARD und TNFi.
Prozentualer Anteil der CD8-positiven T-
0 ' ! '\ Zellen in den Gesunden, den JIA-Patienten
¥ &QS’ S der DMARD- und der TNFi-Gruppe.
Q

Naive T-Zellen: die CD8-positiven, naiven T-Lymphozyten waren in der
Patienten-Gruppe mit DMARD-Medikation signifikant mehr zu beobachten als bei
den JIA-Patienten mit TNFa-Inhibitor oder bei den Gesunden (Abb.13cf,i;
Abb.16a). Die CD8-positiven, CCR7-positiven, naiven T-Lymphozyten fanden
sich signifikant vermehrt bei der DMARD-Gruppe und hochsignifikant vermehrt

bei Patienten mit TNFa-Inhibitor in Vergleich zur gesunden Population (Abb.16b).

Memory-T-Zellen: die CD8-positiven Memory-T-Lymphozyten traten bei den
JIA-Patienten mit TNFa-Inhibitor signifikant haufiger auf als in der DMARD-
Gruppe oder bei den gesunden Probanden (Abb.13c.f,i; Abb.16c). Die CD8-
positiven, zentralen Memory-Zellen boten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Untergruppen (Abb.16d). Die CD8-positiven Effektor Memory-T-
Zellen wiesen bei den JIA-Patienten mit TNFa-Inhibitor einen signifikant hGheren

Anteil auf als bei der DMARD-Gruppe oder der gesunden Vergleichspopulation
(Abb.16e).
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Effektor-T-Zellen: die CD8-positiven Effektor-T-Lymphozyten waren signifikant
zahlreicher bei den Gesunden als den JIA-Patienten der DMARD-Gruppe
(Abb.13c.f,i; Abb.16f). Die CD8-positiven Early Effektor-T-Zellen zeigten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb.16g). Die CD8-positiven

Late Effektor-T-Lymphozyten waren bei den Gesunden signifikant mehr
vorhanden als bei den JIA-Patienten der DMARD-Gruppe (Abb.16h).

TEMRA T-Zellen: die CD8-positiven TEMRA T-Lymphozyten konnten bei den
Gesunden signifikant mehr nachgewiesen werden als bei den JIA-Patienten der
DMARD- oder der TNFi-Gruppe (Abb.13c,f,i; Abb.16i). Dies traf auch fur die
TEMRA-Zellen zu, die CCR7 nicht exprimierten (Abb.16j).

Die Tabelle 16 (siehe Appendix Ill.1.) zeigt zusammenfassend fur die CD8-
positiven Subpopulationen die Haufigkeits- und die Signifikanzwerte zwischen

den unterschiedlichen Gruppen auf.
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Abb.16a-j: Proportionale Verteilung der CD8-positiven Subpopulationen in HC, DMARD
und TNFi. Prozentualer Anteil der CD8-positiven T-Zellen, unterteilt in die Subpopulationen in
den Gesunden, den JIA-Patienten der DMARD- und der TNFi-Gruppe.

a-b) CD8-positive, naive (a) und CCR7-positive, naive T-Zellen (b)

c-e) CD8-positive Memory-T-Zellen (c), zentrale (d) und Effektor-Memory-T-Zellen (e)

f-h) CD8-positive Effektor-T-Zellen (f), Early (g) und Late Effektor-T-Zellen

i-j) CD8-positive TEMRA T-Zellen (i) und CCR7-negative TEMRA T-Zellen (j)
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3.4. Regulatorische T-Zellen

Die CD4-positiven, FoxP3-positiven T-Lymphozyten traten bei den Gesunden
hochsignifikant und den JIA-Patienten mit TNFa-Inhibitor signifikant mehr auf als
in der DMARD-Gruppe (Abb.18a). Die CD4-positiven, FoxP3-positiven, CCRG6-
positiven T-Lymphozyten waren signifikant haufiger bei den Gesunden als bei
den JIA-Patienten der DMARD-Gruppe zu beobachten (Abb.18b). Weder beiden
CD4-positiven, CD25-positiven, CD127-negativen, FoxP3-positiven Tregs
(Abb.18c), noch bei den CD4-positiven Tregs, die CCR6 trugen (Abb.18d),

bestand zwischen den Gruppen ein statistisch signifikanter Unterschied.

Die CD8-positiven, regulatorischen T-Zellen zeigten weder bei den FoxP3-
positiven und FoxP3-positiven, CCR6-positiven Zellen, noch bei den Tregs und
den CCRG6-positiven Tregs eine statische Signifikanz (Abb. nicht gezeigt).

In Tabelle 17 (siehe Appendix Ill.1.) sind fur alle regulatorischen T-Zellen die
Haufigkeiten und Signifikanzwerte zwischen den unterschiedlichen Gruppen

erfasst.

In Abb.17 ist die Strategie dargestellt, wie die Gates in der FACS Diva Software
fur die regulatorischen T-Zellen definiert wurden. FoxP3 wurde als
charakteristischer intrazellularer Transkriptionsfaktor der regulatorischen T-
Zellen untersucht, dessen Hauptfunktion die Unterstutzung der Immunantwort
anderer Zellen und der Erhalt der Selbsttoleranz ist. CCRG6 ist auf TH17-Zellen
zu finden und beschreibt die Plastizitat der regulatorischen T-Zellen, da diese
CCRG6 in Anwesenheit von IL-17 exprimieren kdnnen. Neben der Expression von
FoxP3 tragen naturliche, direkt aus dem Thymus stammende Tregs CD25 auf
ihrer Oberflache und haben CD127 herunterreguliert. CD25 ist ein IL-2-Rezeptor
a, CD127 ein IL-7-Rezeptor a mit Funktionen in Proliferation und Regulation

sowie Uberleben der Zellen.
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FoxP3+

— m

FoxP3+ Tregs

Abb.17: FACS Gating-Strategie fiir die regulatorischen T-Zellen. In der Abbildung ist
dargestellt, wie anhand der Auspragung der Oberflachenmarker FoxP3, CD25, CD127 und CCR6
die regulatorischen T-Zellen definiert und mittels der FACS Diva Software untersucht wurden. Als
Fluorochrome wurden CD4 FITC, CD8 APC-H7, CD25 PE-Cy7, CD127 BV421, FoxP3 PerCP5.5,
CCR6 PE verwendet. Die Werte werden als Prozente der Parent-Generation bzw. bei den
FoxP3+ Tregs als Prozente der Grandparent-Generation (also in Bezug auf CD4/CD8)
angegeben.
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Abb.18a-d: Proportionale Verteilung der CD4-positiven regulatorischen T-Zellen in HC,
DMARD und TNFi. Prozentualer Anteil der CD4-positiven regulatorischen T-Zellen unterteilt in

die Subpopulationen in den Gesunden, den JIA-Patienten der DMARD- und der TNFi-Gruppe.

a) CD4-positive, FoxP3-positive T-Zellen

b) CD4-positive, FoxP3-positive, CCR6-positive T-Zellen

c) CD4-positive, CD25-positive, CD127-negative, FoxP3-positive T-Zellen (Tregs)

d) CCRG6-positive in den CD4-positiven Tregs
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3.5. Rezente Thymusemigranten

CD4-positive, CD31-positive T-Zellen: die CD4-positiven, CD31-positiven T-
Lymphozyten traten in der DMARD-Gruppe signifikant haufiger auf als bei den
Gesunden und den Patienten mit TNFa-Inhibitor (Abb.19a).

CD4-positive, CD127-positive T-Zellen: die CD4-positiven, CD127-positiven T-
Lymphozyten manifestierten sich in der DMARD- und der TNFi-Gruppe
hochsignifikant haufiger als bei den Gesunden (Abb.19b).

CD4-positive, CD31-positive, CD127-positive T-Zellen: in der DMARD-
Gruppe zeigte sich ein signifikant hoherer Anteil an CD4-positiven, CD31-
positiven, CD127-positiven T-Lymphozyten im Vergleich zu den Gesunden und
den JIA-Patienten mit TNFa-Inhibitor (Abb.19c).

CD8-positive, CD31-positive T-Zellen: der Anteil der CD8-positiven, CD31-
positiven T-Lymphozyten war in der DMARD-Gruppe signifikant hoher als bei den
Gesunden oder den Patienten mit TNFa-Inhibitor (Abb.19d).

CD8-positive, CD127-positive T-Zellen: bei den Gesunden konnte im Vergleich
zu den JIA-Patienten der DMARD- und der TNFi-Gruppe ein hochsignifikant
geringerer Anteil an CD8-positiven, CD127-positiven T-Lymphozyten beobachtet
werden (Abb.19e).

CD8-positive, CD31-positive, CD127-positive T-Zellen: sowohl in der
DMARD-Gruppe als auch in der TNFa-Inhibitor-Gruppe traten signifikant mehr
CD8-positive, CD31-positive, CD127-positive T-Lymphozyten auf als bei den
Gesunden (Abb.19f).

CD31 definiert die ,echten” RTE mit hoher Dichte an TRECs. CD127 hat als IL-
7-Rezeptor a eine wichtige Rolle bei der Steuerung der auto-proliferativen
Wirkung durch IL-7 inne. Tabelle 18 beschreibt die Haufigkeiten der RTE und der
Chemokin-Rezeptor-positiven T-Zellen in den verschiedenen Gruppen mit den

errechneten Signifikanzniveaus (siehe Appendix I11.1.).
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Abb.19a-c: Proportionale Verteilung der RTE in HC, DMARD und TNFi. Prozentualer Anteil
der CD4-positiven RTE in den Gesunden, den JIA-Patienten der DMARD- und der TNFi-Gruppe.

a) CD4-positive, CD31-positive T-Zellen
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b) CD4-positive, CD127-positive T-Zellen

c) CD4-positive, CD31-positive, CD127-positive T-Zellen
d) CD8-positive, CD31-positive T-Zellen

e) CD8-positive, CD127-positive T-Zellen

f) CD8-positive, CD31-positive, CD127-positive T-Zellen

3.6. Chemokin-Rezeptor-tragende T-Zellen

CCR6 wurde als charakteristischer Chemokin-Rezeptor fur die TH17-Zellen,
CXCRa3 fur die TH1-Zellen gewahlt. TH1/TH17-Zellen tragen beide Rezeptoren.

CD4-positive, CCR6-positive T-Zellen: die CD4-positiven, CCR6-positiven T-
Lymphozyten konnten signifikant haufiger bei den JIA-Patienten mit TNFa-
Inhibitor als bei der DMARD-Gruppe oder den Gesunden beobachtet werden
(Abb.20a).

CD4-positive, CXCR3-positive T-Zellen: bei den Gesunden waren signifikant
mehr CD4-positive, CXCR3-positive T-Lymphozyten nachweisbar als bei der
DMARD-Gruppe (Abb.20b).

CD4-positive, CCR6-positive, CXCR3-positive T-Zellen: die CD4-positiven,
CCRG6-positiven, CXCR3-positiven T-Lymphozyten erwiesen sich in der TNFi-
Gruppe signifikant haufiger als in der DMARD-Gruppe (Abb.20c).

CD8-positive, CCR6-positive T-Zellen: in der Patienten-Gruppe mit TNFa-
Inhibitor fiel das Auftreten von signifikant mehr CD8-positiven, CCR6-positiven T-
Lymphozyten in Vergleich zu den Gesunden und der DMARD-Gruppe auf
(Abb.20d).

CD8-positive, CXCR3-positive T-Zellen und CXCR3-positive, CCR6-positive
T-Zellen: bei den CD8-positiven, CXCR3-positiven sowie den CXCR3-positiven,
CCRG6-positiven T-Lymphozyten bestand kein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen (Abb.20e,f).

105



p=0,043 [4] _ [o]
o 40- c 2.5 p=0,017
5 ‘ p=0,007 , 5 R
© ﬁ 2.0-
l’l‘ 30+ R
& é 151 o A
¥ 204 [ N N J |
AA o
8 ° u ala 5 101 eoge i AlA
3 104 ¢ ° ! A X
(J o L ] A o
= . — - X 0.0
© g < Y Y &
R & S A & N
Q Q
§ p=0,006 p=0,001 [d]
T 0.8- -
S | c 15 | p=0,007
- =
é 0.6 A I%I, A
- 10-
9 AL P .
O 0.4 [v4
& 3 n
ﬂﬁ :L + 5' . -
8 0.2+ .g.. n ala @ ®e LS A
+ A o —a—. ] | |
< o [ ] A
S -~ S SO B £y B .
< o 0 & o 0 N
R \&\v?' Q& ) \X\vg. N3
Q Q
[
[ f
e 1.0 El T 1.0-
é‘ o N °
0 l_
N 0.8 + 08
': 4
 0.6- o 2 o0s6-
& o
35 0.41 ° n A & 0.4-
; [ J A 5
QA 0.2 i O 0.2 ° -
‘-: % A—I—t & ™ AA
= 0.0 e r S o.o-—L————m—
O O & 2 < O &
A é?g. ‘\e ¥ évg' «é
Q Q

Abb.20a-f: Proportionale Verteilung der Chemokin-Rezeptor-positiven T-Zellen in HC,
DMARD und TNFi. Prozentualer Anteil der Chemokin-Rezeptor-positiven T-Zellen in den
Gesunden, den JIA-Patienten der DMARD- und der TNFi-Gruppe.

a) CD4-positive, CCR6-positive T-Zellen

b) CD4-positive, CXCR3-positive T-Zellen

c) CD4-positive, CCR6-positive, CXCR3-positive T-Zellen
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d) CD8-positive, CCR6-positive T-Zellen
e) CD8-positive, CXCR3-positive T-Zellen

f) CD8-positive, CCR6-positive, CXCR3-positive T-Zellen

3.7. T-Zellrezeptor a und 3

Abb.21 beschreibt das Gating-Schema und die Verwendung der
Oberflachenmolekile, nach denen die TCRaB-positiven T-Zellen untersucht
wurden. Die zusammenfassende Tabelle 19 zeigt die Haufigkeiten der TCRaf-
positiven T-Zellen in den verschiedenen Gruppen mit den genauen p-Werten auf
(siehe Appendix IIl.1.). Mit Fokus auf die kurzlich aus dem Thymus freigesetzten
TCRaB-positiven T-Zellen wurden die Zellen sowohl nach der Expression von
CD127 als auch von CD31 untersucht. Durch gleichzeitiges Auftreten von CD31
und TCRaB werden besonders die naiven Zellen selektiert, da CD31 nach

Antigenkontakt nicht mehr von den Zellen exprimiert wird.
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CD127+

TCRaB+

CD4/CD8
CD127+

TCRaB+
CD31+

Abb.21: FACS Gating-Strategie fiir die TCRaf-positiven T-Zellen. In der Abbildung ist
dargestellt, wie anhand der Auspragung der Oberflachenmarker TCRaf, CD31 und CD127 die
TCRaB-positiven T-Zellen definiert und mittels der FACS Diva Software untersucht wurden. Als
Fluoro-chrome wurden CD4 PE, CD8 PerCP5.5, TCRap FITC, CD31 PE-Cy7, CD127 APC-Cy7
verwendet. Die Werte werden als Prozente der Parent-Generation angegeben.
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CD4-positive, TCRap-positive T-Zellen: sowohl bei den JIA-Patienten der
DMARD-Gruppe als auch der TNFa-Gruppe traten signifikant mehr CD4-positive,
TCRaB-positive T-Lymphozyten auf als bei den Gesunden. Bei Vergleich beider
Patientengruppen war ein hoherer Anteil der Zellen in der TNFi-Gruppe zu
beobachten (Abb.22a).

CD127-positive Zellen in den CD4-positiven, TCRaf-positiven T-Zellen: bei
den CD127-positiven Zellen in den CD4-positiven, TCRap-positiven T-
Lymphozyten fiel bei beiden Medikamenten-Gruppen ein hochsignifikant hdherer

Anteil als in der gesunden Vergleichspopulation auf (Abb.22b).

CD4-positive, CD31-positive, TCRaB-positive T-Zellen: in der DMARD-
Gruppe konnten signifikant mehr CD4-positive, CD31-positive, TCRap-positive
T-Lymphozyten beobachtet werden als bei den JIA-Patienten mit TNFa-Inhibitor
oder bei den Gesunden (Abb.22c).

CD127-positive in den CD4-positiven, CD31-positiven, TCRaB-positiven T-
Zellen: auch bei den CD127-positiven der CD4-positiven, CD31-positiven,
TCRaB-positiven T-Lymphozyten konnte ein signifikant hoheres Auftreten bei
den Patientengruppen im Vergleich zu den Gesunden festgestellt werden
(Abb.22d).

CD8-positive, TCRaB-positive T-Zellen: die CD8-positiven, TCRaB-positiven
T-Lymphozyten traten signifikant haufiger bei den JIA-Patienten der DMARD-
und der TNFi-Gruppe auf als bei den Gesunden (Abb.23a).

CD127-positive der CD8-positiven, TCRap-positiven T-Zellen: bei den
CD127-positiven in den CD8-positiven, TCRaB-positiven T-Lymphozyten fiel bei
beiden Medikamenten-Gruppen ein hochsignifikant héherer Anteil im Vergleich

zur gesunden Population auf (Abb.23b).

CD8-positive, CD31-positive, TCRaB-positive T-Zellen: in der DMARD-
Gruppe konnten signifikant mehr CD8-positive, CD31-positive, TCRap-positive
T-Lymphozyten beobachtet werden als bei den Gesunden (Abb.23c).
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CD127-positive in den CD8-positiven, CD31-positiven, TCRap-positiven
T-Zellen: bei den CD127-positiven der CD8-positiven, CD31-positiven, TCRa-
positiven T-Lymphozyten zeigte sich ein signifikant hoheres Auftreten bei beiden

Patientengruppen im Vergleich zu den Gesunden (Abb.23d).
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Abb.22a-d: Proportionale Verteilung der CD4-positiven, TCRaf-positiven T-Zellen in HC,
DMARD und TNFi. Prozentualer Anteil der CD4-positiven, TCRap-positiven T-Zellen in den
Gesunden, den JIA-Patienten der DMARD- und der TNFi-Gruppe.

a) CD4-positive, TCRaB-positive T-Zellen

b) CD127-positive in den CD4-positiven, TCRap-positiven T-Zellen

c) CD4-positive, TCRap-positive, CD31-positive T-Zellen

d) CD127-positive in den CD4-positiven, TCRaB-positiven, CD31-positiven T-Zellen
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Abb.23a-d: Proportionale Verteilung der CD8-positiven, TCRaf-positiven T-Zellen in HC,
DMARD und TNFi. Prozentualer Anteil der CD8-positiven, TCRap-positiven T-Zellen in den
Gesunden, den JIA-Patienten der DMARD- und der TNFi-Gruppe.

a) CD8-positive, TCRaB-positive T-Zellen
b) CD127-positive in den CD8-positiven, TCRap-positiven T-Zellen
c) CD8-positive, TCRap-positive, CD31-positive T-Zellen

d) CD127-positive in den CD8-positiven, TCRaB-positiven, CD31-positiven T-Zellen
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3.8. T-Zellrezeptor y und &

Das Gating-Schema der TCRyd-positiven T-Zellen wurde entsprechend dem
Schema der TCRap-Zellen durchgefuhrt (siehe Abb.21). In der
zusammenfassenden Tabelle 20 sind die Haufigkeiten in den 3 Gruppen

inklusive Signifikanzniveaus zu finden (siehe Appendix IIl.1.).

CD4-positive, TCRyb-positive T-Zellen: die CD4-positiven, TCRyd-positiven T-
Lymphozyten und die CD127-positiven bei den CD4-positiven, TCRyd-positiven
T-Zellen zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen
Gruppen (Abb.24a,b).

CD4-positive, CD31-positive, TCRyd-positive T-Zellen: die CD4-positiven,
CD31-positiven, TCRy®d-positiven T-Lymphozyten sowie die CD127-positiven
Zellen in dieser Zelluntergruppe kamen bei den JIA-Patienten der DMARD-
Gruppe signifikant haufiger vor als bei den Gesunden (Abb.24c.d).

TCRyd-positive T-Zellen in CD8-positiven T-Zellen: bei den CD8-positiven T-
Zellen bestand kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
verschiedenen Gruppen, selbiges traf auch fur die Zellen zu, die zusatzlich das
Oberflachenmolekil CD31 bzw. die CD127-positiven Zellen in beiden
Untergruppen trugen (Abb.25a-d).
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Abb.24a-d: Proportionale Verteilung der CD4-positiven, TCRy®&-positiven T-Zellen in HC,
DMARD und TNFi. Prozentualer Anteil der CD4-positiven, TCRy®&-positiven T-Zellen in den
Gesunden, den JIA-Patienten der DMARD- und der TNFi-Gruppe.

a) CD4-positive, TCRy®-positive T-Zellen

b) CD127-positive in den CD4-positiven, TCRyd-positiven T-Zellen

c) CD4-positive, TCRyd-positive, CD31-positive T-Zellen

d) CD127-positive in den CD4-positiven, TCRyd-positiven, CD31-positiven T-Zellen
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Abb.25a-d: Proportionale Verteilung der TCRy&-positiven T-Zellen der CD8-positiven T-
Zellen in HC, DMARD und TNFi. Prozentualer Anteil der TCRy®-positiven Untergruppen der
CD8-positiven T-Zellen in den Gesunden, den JIA-Patienten der DMARD- und der TNFi-Gruppe.

a)
b)
c)
d)

CD8-positive, TCRyd-positive T-Zellen

CD127-positive in den CD8-positiven, TCRy®-positiven T-Zellen
CD8-positive, CD31-positive, TCRy®-positive T-Zellen
CD127-positive in den CD8-positiven, CD31-positiven, TCRyd-positiven T-Zellen
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3.9. Zytokine

Zu Zwecken der Ubersichtlichkeit werden im Zytokinkapitel nur die Streudia-

gramme graphisch dargestellt, die einen signifikanten Wert aufwiesen.

3.9.1. Zytokine in CD4-positiven Subpopulationen

Zytokine in den CD4-positiven, naiven T-Zellen: die CD4-positiven, naiven T-
Zellen wiesen bei den Gesunden signifikant mehr IFNy auf als bei den JIA-
Patienten der DMARD- und der TNFi-Gruppe (Abb.26a). Der IL-17-Anteil war bei
den Patienten mit TNFa-Inhibitor signifikant héher als in der DMARD-Gruppe
(Abb.26b). Die CD4-positiven, CCR7-positiven, naiven T-Zellen zeigten bei den
Gesunden und den JIA-Patienten mit TNFa-Inhibitor einen signifikant hoheren
Anteil an IFNy als bei der DMARD-Gruppe (Abb.26¢). IL-17 konnte in dieser
Zelluntergruppe ebenfalls signifikant haufiger bei TNFa-Inhibitor-Medikation als
in der DMARD-Gruppe beobachtet werden (Abb.26d).

Zytokine in den CD4-positiven Memory-T-Zellen: die CD4-positiven Memory-
T-Zellen exprimierten bei den Gesunden signifikant mehr IFNy als bei den JIA-
Patienten der DMARD- und der TNFi-Gruppe (Abb.26e). Die IL-17-Produktion
lag bei den Gesunden ebenfalls signifikant hoher als bei der DMARD-Gruppe
(Abb.26f). Bei den JIA-Patienten der TNFi-Gruppe konnte ein signifikant erhéhter
Anteil an IL-17-positiven, zentralen Memory-Zellen im Vergleich zur DMARD-
Gruppe beobachtet werden (Abb.26q).

Zytokine in den CD4-positiven Effektor-T-Zellen: lediglich bei den CD4-
positiven Late Effektor-T-Zellen bestand zwischen den Gesunden und der
DMARD-Gruppe ein signifikanter Unterschied bei den Zellen, die beide Zytokine
prasentierten (Abb.26h).

Zytokine in den CD4-positiven TEMRA T-Zellen: bei den CD4-positiven, IFNy-
positiven TEMRA T-Zellen fiel zwischen den Gesunden und den JIA-Patienten
der DMARD-Gruppe ein signifikanter Unterschied auf (Abb.26i).
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Tabelle 21 zeigt die Zytokin-Produktion der CD4-positiven Subpopulationen

einschlieBlich ihrer Signifikanzniveaus (siehe Appendix Ill.1.).
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Abb.26: Proportionale Verteilung der Zytokin-Anteile in den CD4-positiven
Subpopulationen der T-Zellen in HC, DMARD und TNFi. Prozentualer Anteil der Zytokin-
Anteile in den CD4-positiven Subpopulationen der T-Zellen bei den Gesunden, den JIA-Patienten
der DMARD- und der TNFi-Gruppe.

a-b) IFNy- (a) bzw. IL-17-positive (b) in den CD4-positiven, naiven T-Zellen
c-d) IFNy- (c) bzw. IL-17-positive (d) in den CD4-positiven, CCR7-positiven, naiven T-Zellen

e-g) IFNy- (e) bzw. IL-17-positive (f,g) in den CD4-positiven Memory-T-Zellen bzw. zentralen
Memory-T-Zellen (g)

h) IFNy-/IL-17-doppelpositive in den CD4-positiven Late Effektor-T-Zellen

i) IFNy-positive in den CD4-positiven TEMRA T-Zellen
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3.9.2. Zytokine in CD8-positiven Subpopulationen

Zytokine in den CD8-positiven, naiven T-Zellen: die CD8-positiven, naiven T-
Zellen produzierten bei den Gesunden signifikant mehr IFNy als bei den JIA-
Patienten der DMARD- oder der TNFi-Gruppe (Abb.27a). Der Anteil an IL-17
innerhalb dieser Zellen war bei den Patienten mit TNFa-Inhibitor signifikant hdher
als in der DMARD-Gruppe (Abb.27b). Die CD8-positiven, CCR7-positiven,
naiven T-Zellen der DMARD-Gruppe zeigten signifikant weniger IFNy als die der
Gesunden oder der JIA-Patienten mit TNFa-Inhibitor (Abb.27c).

Zytokine in den CD8-positiven Memory-T-Zellen: lediglich bei den IL-17-
positiven, CDB8-positiven Memory-Zellen der DMARD-Gruppe konnte ein
signifikant hoherer Anteil im Vergleich zur TNFi-Gruppe nachgewiesen werden
(Abb.27d).

Zytokine in den CD8-positiven Effektor-T-Zellen: bei den CD8-positiven
Effektor-, Early und Late Effektor-Zellen konnten keine Signifikanzen in der

Zytokin-Verteilung zwischen den Gruppen beobachtet werden.

Zytokine in den CD8-positiven TEMRA T-Zellen: die CD8-positiven TEMRA T-
Zellen wiesen bei den Gesunden einen signifikant hdheren Anteil an IFNy als die
DMARD- oder TNFi-Gruppe auf (Abb.27e). Es konnten ebenfalls signifikant mehr
IFNy-, IL-17-doppelpositive Zellen bei den Gesunden beobachtet werden als in
der DMARD- und in der TNFi -Gruppe (Abb.27f). Die IFNy-positiven, CD8-
positiven TEMRA T-Zellen prasentierten sich bei den Gesunden mit einem
signifikant hoheren Anteil, verglichen mit den JIA-Patienten der DMARD-Gruppe
(Abb.27g). Die IFNy-, IL-17-doppelpositiven Zellen traten bei den Gesunden
signifikant haufiger auf als bei den JIA-Patienten der DMARD-Gruppe oder der
TNFi-Gruppe (Abb.27h).

Die Haufigkeiten und die Signifikanzniveaus der Zytokine der CD8-positiven

Subpopulationen sind in Tabelle 22 zu finden (siehe Appendix I11.1.).
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Abb.27a-h: Proportionale Verteilung der Zytokin-Anteile in den CD8-positiven
Subpopulationen der T-Zellen in HC, DMARD und TNFi. Prozentualer Anteil der Zytokin-
Anteile in den CD8-positiven Subpopulationen der T-Zellen bei den Gesunden, den JIA-Patienten
der DMARD- und der TNFi-Gruppe.

a-b) IFNy- (a) bzw. IL-17-positive (b) in den CD8-positiven, naiven T-Zellen

c) IFNy-positive in den CD8-positiven, CCR7-positiven, naiven T-Zellen

d) IL-17-positive in den CD8-positiven Memory-T-Zellen

e-f) IFNy-positive (e) bzw. IFNy-/IL-17-doppelpositive (f) in den CD8-positiven TEMRA T-Zellen

g-h) IFNy-positive (g) bzw. IFNy-/IL-17-doppelpositive (h) in den CD8-positiven, CCR7-negativen
TEMRA T-Zellen
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3.9.3. Zytokine in regulatorischen T-Zellen

Die IL-10-produzierenden, regulatorischen T-Zellen wiesen zwischen den
Gruppen keine statistischen Signifikanzen auf (Abb.28). Tabelle 23 zeigt

zusammenfassend die Zytokin-Produktion der regulatorischen T-Zellen mit den

jeweiligen Signifikanzniveaus (siehe Appendix I11.1.).
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Abb.28a-d: Proportionale Verteilung des Zytokin-Anteils in den regulatorischen T-Zellen.
Prozentualer Anteil der Zytokine in den regulatorischen T-Zellen bei den Gesunden, den JIA-
Patienten der DMARD- und der TNFi-Gruppe.

a-b) IL-10-positive in den CD4-positiven (a) bzw. CD8-positiven T-Zellen (b)

c-d) IL-10-positive in den CD4-positiven (a) bzw. CD8-positiven, FoxP3-positiven T-Zellen (b)
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3.9.4. Zytokine in den rezenten Thymusemigranten

In Tabelle 24 sind Werteverteilung und Signifikanzniveaus der Zytokine in den
RTE und den Chemokin-Rezeptor-positiven T-Zellen aufgefuhrt (siehe Appendix
[.1.).

Zytokine in den CD4-positiven, CD31-positiven T-Zellen: die IFNy
enthaltenden, CD31-positiven T-Zellen zeigten in der TNFi-Gruppe einen
signifikant hoheren Anteil als in der DMARD-Gruppe (Abb.29a). Auch IL-17 war
bei den JIA-Patienten mit TNFa-Inhibitor signifikant mehr vorhanden als in der
DMARD-Gruppe (Abb.29b). Die weiteren Untergruppen aus diesen
Zellpopulationen, die CCR6 und CXCR3 trugen, boten keine signifikanten

Unterschiede.

IL-17 in den CD4-positiven, CD127-positiven T-Zellen: die CD4-positiven,
CD127-positiven T-Zellen enthielten in der DMARD-Gruppe einen
hochsignifikant niedrigeren Anteil an IL-17 als bei den Gesunden und den
Patienten mit TNFa-Inhibitor (Abb.29c).

IL-17 in den CD4-positiven, CD31-positiven, CD127-positiven T-Zellen: auch
bei den CD31-, CD127-doppelpositiven T-Zellen trat signifikant weniger IL-17 bei
den Patienten der DMARD-Gruppe auf im Vergleich zu den Patienten unter
TNFa-Inhibitor-Therapie (Abb.29d).
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Abb.29a-d: Proportionale Verteilung des Zytokin-Anteils in den CD4-positiven RTE.
Prozentualer Anteil der Zytokine in den CD4-positiven RTE bei den Gesunden, den JIA-Patienten
der DMARD- und der TNFi-Gruppe.

a-b) IFNy- (a) bzw. IL-17-positive (b) in den CD4-positiven, CD31-positiven T-Zellen
c) IL-17-positive in den CD4-positiven, CD127-positiven T-Zellen

d) IL-17-positive in den CD4-positiven, CD31-positiven, CD127-positiven T-Zellen
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Zytokine in den CD8-positiven, CD31-positiven T-Zellen: die IFNy
enthaltenden, CD8-positiven, CD31-positiven T-Zellen konnten bei den JIA-
Patienten der DMARD-Gruppe signifikant weniger als bei den Gesunden
beobachtet werden (Abb.30a), wobei die CCRG6-positiven Zellen in dieser
Zellgruppe bei den Gesunden signifikant weniger auftraten als bei beiden
Patientengruppen (Abb.30b). Die CXCRS3-positiven und CCR6-/CXCRS3-
doppelpositiven Zellen aus dieser Zellsubpopulation und die CD8-positiven,
CD31-positiven, IL-17-positiven T-Zellen sowie die Chemokin-Rezeptor-
positiven Zellen aus dieser Zellsubpopulation boten keine signifikanten

Unterschiede zwischen den 3 Gruppen.

Zytokine in den CD8-positiven, CD127-positiven: der IL-17-Anteil lag bei den
CD8-positiven, CD127-positiven T-Zellen bei den JIA-Patienten mit TNFa-
Inhibitor signifikant hoher als bei den Patienten der DMARD-Gruppe oder den
Gesunden (Abb.30c).

Zytokine in den CD8-positiven, CD31-positiven, CD127-positiven T-Zellen:
auch bei den CD8-positiven, CD31-/CD127-doppelpositiven Zellen konnte ein
signifikanter Unterschied zwischen den Patienten der TNFi-Gruppe und der
DMARD-Gruppe festgestellt werden (Abb.30d).
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Abb.30a-d: Proportionale Verteilung des Zytokin-Anteils in den CD8-positiven RTE.
Prozentualer Anteil der Zytokine in den CD8-positiven RTE bei den Gesunden, den JIA-Patienten
der DMARD- und der TNFi-Gruppe.

a) IFNy-positive in den CD8-positiven, CD31-positiven T-Zellen
b) CCR6-positive in den CD8-positiven, CD31-positiven, IFNy-positiven T-Zellen
c¢) IL-17-positive in den CD8-positiven, CD127-positiven T-Zellen

d) IL-17-positive in den CD8-positiven, CD31-positiven, CD127-positiven T-Zellen
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3.9.5. Zytokine der Chemokin-Rezeptor-positiven T-Zellen

Zytokine in den CD4-positiven, CCR6-positiven T-Zellen: IL-17 tragende
CD4-positive, CCR6-positive T-Zellen waren bei den Gesunden signifikant mehr
zu beobachten als in der DMARD-Gruppe (Abb.31a). Der IFNy-Anteil zeigte in

dieser Zellgruppe keine signifikanten Unterschiede.

Zytokine in den CD4-positiven, CXCR3-positiven T-Zellen: die CD4-positiven,
CXCR3-positiven T-Zellen wiesen bei der Zytokin-Verteilung ebenfalls keine

signifikanten Unterschiede auf.

Zytokine in den CD4-positiven, CCR6-positiven, CXCR3-positiven T-Zellen:
IFNy exprimierende CD4-positive, CCRG6-positive, CXCR3-positive T-Zellen
traten bei den Gesunden signifikant haufiger auf als bei den JIA-Patienten mit
TNFa-Inhibitor (Abb.31b). Der IL-17-Anteil zeigte in dieser Zellgruppe keine

signifikanten Unterschiede.

Zytokine in den CD8-positiven, CCR6-positiven T-Zellen: IL-17 tragende
CD8-positive, CCRG6-positive T-Zellen waren bei den Gesunden und den
Patienten mit TNFa-Inhibitor signifikant mehr als in der DMARD-Gruppe
vorhanden (Abb.31c). IFNy differierte in dieser Zellgruppe nicht signifikant.

Zytokine in den CD8-positiven, CXCR3-positiven T-Zellen: bei den Gesunden
fand sich ein signifikant hoherer IFNy-Anteil der CD8-positiven, CXCR3-positiven
T-Zellen als bei den JIA-Patienten der DMARD-Gruppe (Abb.31d). Bei den IL-17-
positiven Zellen waren keine signifikanten Unterschiede anzutreffen.

Zytokine in den CD8-positiven, CCR6-positiven, CXCR3-positiven T-Zellen:
bei den CD8-positiven, CCR6-positiven, CXCR3-positiven T-Zellen aullerten sich

keine signifikanten Unterschiede bei der Zytokin-Verteilung.
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Abb.31a-d: Proportionale Verteilung des Zytokin-Anteils in den Chemokin-Rezeptor-
positiven T-Zellen. Prozentualer Anteil der Zytokine in den Chemokin-Rezeptor-positiven T-
Zellen bei den Gesunden, den JIA-Patienten der DMARD- und der TNFi-Gruppe.

a) IL-17-positive in den CD4-positiven, CCR6-positiven T-Zellen
b) IFNy-positive in den CD4-positiven, CCR6-positiven, CXCR3-positiven T-Zellen
c¢) IL-17-positive in den CD8-positiven, CCR6-positiven T-Zellen

d) IFNy-positive in den CD8-positiven, CXCR3-positiven T-Zellen
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3.9.6. Zytokine in T-Zellrezeptor-positiven T-Zellen

In Tabelle 25 ist die Werteverteilung der Zytokine und die Signifikanzniveaus der
TCR-positiven T-Zellen erfasst (siehe Appendix 1ll.1.). Insbesondere bei den
TCRy®-positiven T-Zellen handelte es sich jedoch um sehr wenige Zellen, die

eine Auspragung des Zytokins aufwiesen.

IL-17 in den CD4-positiven, TCRaB-positiven T-Zellen: die IL-17 enthaltenden
CD4-positiven, TCRaB-positiven T-Zellen kamen bei den JIA-Patienten der
DMARD-Gruppe signifikant weniger vor als bei den Patienten mit TNFa-Inhibitor
oder bei den Gesunden (Abb.32a). Auch bei den CD4-positiven, CD31-positiven,
TCRaB-positiven T-Zellen zeigte sich in der DMARD-Gruppe ein signifikant
geringerer IL-17-Anteil als bei der TNFi-Gruppe (Abb.32b).

IL-17 in den CD8-positiven, TCRaB-positiven T-Zellen: die IL-17 tragenden
CD8-positiven, TCRap-positiven T-Zellen waren bei den JIA-Patienten mit TNFa-
Inhibitor signifikant haufiger anzutreffen als bei den Patienten der DMARD-
Gruppe (Abb.32c). Bei den CD8-positiven, CD31-positiven, TCRap-positiven T-
Zellen konnte in der Zytokin-Verteilung kein signifikanter Unterschied festgestellt

werden.

IL-17 in den CD4-positiven, TCRyd-positiven T-Zellen: die IL-17 enthaltenden
CD4-positiven, TCRyd-positiven (Abb.33a) bzw. CD31-positiven, TCRyd-
positiven T-Zellen (Abb.33b) manifestierten sich bei den JIA-Patienten der TNFi-
Gruppe signifikant haufiger als bei der DMARD-Gruppe oder den Gesunden.

IL-17 in den CD8-positiven, TCRyd-positiven T-Zellen: ein signifikant hoherer
Anteil an IL-17 in den CD8-positiven, TCRyd-positiven T-Zellen zeigte sich bei
der TNFi-Gruppe im Vergleich zur DMARD-Gruppe oder zu den Gesunden
(Abb.33c). Bei den CD8-positiven, CD31-positiven, TCRyd-positiven T-Zellen trat
signifikant mehr IL-17 bei den Patienten mit TNFa-Inhibitor auf als bei den
DMARD-Patienten (Abb.33d).
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Abb.32a-c: Proportionale Verteilung des Zytokin-Anteils in den TCRaB-positiven T-Zellen
in HC, DMARD und TNFi. Prozentualer Zytokin-Anteil der TCRaB-positiven T-Zellen in den
Gesunden, den JIA-Patienten der DMARD- und der TNFi-Gruppe.

a) IL-17-positive in den CD4-positiven, TCRaB-positiven T-Zellen
b) IL-17-positive in den CD4-positiven, CD31-positiven, TCRaB-positiven T-Zellen

c¢) IL-17-positive in den CD8-positiven, TCRap-positiven T-Zellen
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Abb.33a-d: Proportionale Verteilung des Zytokin-Anteils in den TCRy3-positiven T-Zellen
in HC, DMARD und TNFi. Prozentualer Zytokin-Anteil der TCRyd-positiven T-Zellen in den
Gesunden, den JIA-Patienten der DMARD- und der TNFi-Gruppe.

a) IL-17-positive in den CD4-positiven, TCRyd-positiven T-Zellen
b) IL-17-positive in den CD4-positiven, CD31-positiven, TCRy®&-positiven T-Zellen
a) IL-17-positive in den CD8-positiven, TCRyd-positiven T-Zellen

b) IL-17-positive in den CD8-positiven, CD31-positiven, TCRy®&-positiven T-Zellen
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3.10. IL-7-Level

IL-7 wurde mittels Sandwich-Elisa aus dem Serum bestimmt (Erklarung der

Messmethode siehe 2.2.6.). Aus der photometrisch ermittelten, optischen Densi-

tat (OD) wurde mit Hilfe der Standardverdinnungsreihe eine lineare Gleichung

zur Berechnung der genauen IL-7-Konzentration ermittelt (Abb.34, Abb.35).

Zwischen den 3 Gruppen fanden sich keine signifikanten Werteunterschiede im
IL-7-Level.
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Abb.34: Lineare Korrelation zwischen IL-7-Standardkonzentration und optischer Densitat.
Graphisch dargestellt ist die aus der
Standardverdinnungsreihe berechnete Gerade mit der exakten mathematischen Formel.
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Abb.35: Werteverteilung der IL-7-
Konzentrationen [pg/ml] in HC (n=10),
DMARD (n=12) und TNFi (n=2). Verteilung
der IL-7-Konzentrationswerte  bei  den
Gesunden, den JIA-Patienten der DMARD-
und der TNFi-Gruppe.
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3.11. Proliferation

Ki-67 in den CD4-positiven T-Zellen: die CD4-positiven T-Zellen wiesen bei
den Gesunden einen signifikant hoheren Ki-67-positiven Anteil auf als bei JIA-
Patienten der DMARD-Gruppe (Abb.36a). Die Ki-67-/IL-17-doppelpositiven,
CD4-positiven T-Zellen zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Gruppen.

Auch bei den CD4-positiven, CD31-positiven Zellen prasentierte sich bei den
Gesunden eine signifikant hohere Proliferation als bei beiden
Medikamentengruppen (Abb.36b). Der Ki-67-positive Anteil der CD4-positiven,
CD127-positiven T-Zellen war bei den Gesunden signifikant hoher als bei den
JIA-Patienten der DMARD-Gruppe (Abb.36¢). Bei den CD4-positiven, CD31-
positiven, CD127-positiven T-Zellen konnten weder bei den Ki-67-positiven, noch

bei den Ki-67-/IL-17-doppelpositiven T-Zellen signifikante Werte eruiert werden.

Ki-67 in den CD8-positiven T-Zellen: weder bei den CD8-positiven T-Zellen,
noch bei den CD31-positiven/CD127-positiven Untergruppen gab es signifikant

unterschiedliche Ki-67-Anteile.

Tabelle 26 umfasst die Haufigkeiten der Proliferation und die Signifikanzniveaus

der Ki-67-positiven T-Zellen (siehe Appendix III.1.).
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Abb.36a-c: Proportionale Verteilung der Proliferation in den CD4-positiven T-Zellen in HC,
DMARD und TNFi. Prozentuale Verteilung des Ki-67-Anteils in den CD4-positiven T-Zellen bei
den Gesunden, den JIA-Patienten der DMARD-Gruppe und der TNFi-Gruppe.

a) Ki-67-positive in den CD4-positiven T-Zellen
b) Ki-67-positive in den CD4-positiven, CD31-positiven T-Zellen

c¢) Ki-67-positive in den CD4-positiven, CD127-positiven T-Zellen
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3.12. TRECs

Die TRECs, berechnet auf 10.000 PBMCs, traten bei den JIA-Patienten der
DMARD-Gruppe signifikant haufiger auf als bei den JIA-Patienten mit TNFa-
Inhibitor oder bei den Gesunden (Abb.37).
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3.13. Relative Telomerlange

Abb.37: Werteverteilung der TRECs in HC
(n=11), DMARD (n=16) und TNFi (n=2).
Verteilung der TREC-Anzahl auf 10.000
PBMCs bei den Gesunden, den JIA-Patienten
der DMARD-Gruppe und der TNFi-Gruppe.

Bei der Untersuchung der relativen Telomerlangen fielen keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen auf (Abb.38).
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Abb.38: Werteverteilung der relativen
Telomerlangen in HC (n=11), DMARD
(n=17) und TNFi (n=2). Verteilung der
relativen Telomerldngen bei den Gesunden,
den JIA-Patienten der DMARD-Gruppe und
der TNFi-Gruppe in Bezug auf eine
Einzelgenkopie.

134



In Tabelle 27 ist die Werteverteilung des IL-7-Levels, der TRECs und der
relativen Telomerlangen aufgelistet, zusammen mit den Signifikanzwerten nach
Mann-Whitney-U (siehe Appendix Il1.1.).

3.14. Lineare Korrelation und multiple Regressionsanalyse

Fir die T-Zell-Subgruppen, die relative Telomerlange, die TREC-Anzahl und das
IL-7-Level wurden nach Spearman Korrelationen errechnet, wobei das
chronologische Alter, die Krankheitsdauer, die Laborparameter, die JIA-
Subgruppe sowie die TNFi-Therapiedauer als unabhangige Vergleichsvariablen
definiert wurden. Korrelationen wurden sowohl innerhalb der DMARD- und der
TNFi-Gruppe als auch fur die JIA-Gesamtpopulation kalkuliert. Die lineare
Regressionsanalyse wurde fur Alter, Geschlecht, Krankheitsdauer, TNFi-
Einnahmedauer und die derzeitige Medikation durchgefihrt, um die
Einflussstarke der klinischen Merkmale auf die Laborergebnisse nachzuweisen.
p-Werte kleiner als 0,05 wurden als signifikant definiert.
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CD4-positive, naive T-Zellen: das Alter bei Blutentnahme korrelierte invers mit
dem Anteil der CD4-positiven, naiven T-Zellen in der JIA-Gesamtkohorte
(p= -0,364; p=0,034) und in der TNFi-Gruppe (p= -0,716; p=0,009) (Abb.39),
wobei innerhalb der JIA-Kohorte das Alter (Regressionskoeffizient 3= -0,366;
p=0,034) den groflten Einfluss auf die Abnahme der CD4-positiven, naiven T-
Zellen zeigte (R=0,034; p=0,029). In der JIA-Gesamtkohorte erwiesen sich
zudem die NSAR-Einnahme (3=0,408; p=0,032) sowie niedrigere BSG-Werte
(B=-0,364; p=0,053) als Indikatoren fur eine hdhere Zellzahl.
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Abb.39: Graphische Darstellung der Regression der CD4-positiven, naiven T-Zellen gegen
das jeweilige Alter bei Blutentnahme. In der Abbildung ist die Haufigkeit der CD4-positiven,
naiven T-Zellen gegen das Alter bei Blutentnahme aufgetragen. Jeder Punkt stellt den Datensatz
eines Probanden dar. Die Geraden sind die linearen Anpassungslinien der Untergruppen. Die
HC-Gruppe ist griin, die DMARD-Gruppe blau und die TNFi-Gruppe rot eingefarbt (siehe
Legende rechts am Bildrand). Zuséatzlich ist der Koeffizient R? und der p-Wert angegeben.
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CD4-positive Memory-T-Zellen: bei den TNFi-Patienten bestand eine
signifikante Korrelation der CD4-positiven Memory-T-Zellen zum Alter (p= 0,663;
p=0,019) (Abb.40). Innerhalb der JIA-Gesamtkohorte (R=0,342; p=0,048) konnte
der signifikante Einflussfaktor Alter (p=0,342; p=0,048) auf die Zellen
nachgewiesen werden. Auch wenn das Regressionsmodell fir die TNFi-
Patienten nicht signifikant war (R=0,527; p=0,078), konnte auch hier ein
deutlicher Einfluss des Alters auf eine hohere Anzahl an CD4-positiven Memory-
T-Zellen eruiert werden (3=0,527; p=0,078).
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Abb.40: Graphische Darstellung der Regression der CD4-positiven Memory-T-Zellen in
Relation zum jeweiligen Alter bei Blutentnahme. In der Abbildung ist die Haufigkeit der CD4-
positiven Memory-T-Zellen gegen das Alter bei Blutentnahme aufgetragen. Jeder Punkt stellt den
Datensatz eines Probanden dar. Die Geraden sind die linearen Anpassungslinien der
Untergruppen. Die HC-Gruppe ist griin, die DMARD-Gruppe blau und die TNFi-Gruppe rot
eingefarbt (siehe Legende rechts am Bildrand). Zusatzlich ist der Koeffizient R? und der p-Wert
angegeben.
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CD4-positive Effektor-T-Zellen: ein signifikantes Regressionsmodell innerhalb
der JIA-Gesamtkohorte (R=0,907; p=0,005) konnte fur MTX-Einnahme (=0,314;
p=0,091), TNFi-Dauer (3= -0,374; p=0,058) und CRP-Wert (3=0,702; p=0,004)
ermittelt werden. In der DMARD-Gruppe (R=0,437; p=0,042) nahm die Therapie
mit MTX (B= -0,437; p=0,042) den starksten negativen Einfluss in der
Regressionsanalyse auf die CD4-positiven Effektor-T-Zellen. Auch in der TNFi-
Gruppe (R=0,858; p=0,036) konnte neben BSG (3=0,710; p=0,034) und CRP
(B=1,021; p=0,010) die Einnahme von MTX (8=1,057; p=0,016) als wesentlicher
Einflussfaktor belegt werden. In der TNFi-Gruppe zeigte sich eine positive
Korrelation der Zellen zum CRP-Wert (p= 0,683; p=0,020).

CD4-positive TEMRA T-Zellen: in der DMARD-Gruppe hatte die
Krankheitsdauer einen starken Einfluss auf eine ansteigende Zellzahl (3=0,425;
p=0,049). Ein signifikantes Modell (R=0,996; p=0,026) konnte in der TNFi-
Gruppe fur TNFi-Dauer (B= -0,559; p=0,039), Krankheitsdauer (B= -0,529;
p=0,043), BSG (B= -2,551; p=0,011) sowie die Einnahme eines GC (= -1,951;
p=0,012), eines NSAR (p=2,509; p=0,013) oder von MTX (B= -1,074; p=0,016)
errechnet werden. Signifikante Korrelationen in den unterschiedlichen Gruppen

waren nicht zu beobachten.
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CD8-positive, naive T-Zellen: in der JIA-Gesamtkohorte zeigte sich eine inverse
Korrelation der CD8-positiven, naiven T-Zellen bei TNFi-Einnahme (p= -0,408;
p=0,017) (Abb.41). Die Anwesenheit von JIA war ein wesentlicher Faktor fur die
Zunahme von CD8-positiven, naiven T-Zellen (R=0,362; p=0,009), wobei
innerhalb der JIA-Gesamtkohorte ebenfalls ein hdherer Zellanteil bei niedrigerer
BSG (B= -0,446; p=0,015) und NSAR-Medikation (3=0,446; p=0,015) zu
beobachten war. Unter Einschluss des Alters und der Medikamente konnte ein
ebenfalls signifikantes Modell errechnet werden, in dem eine TNFi-Medikation
(B= -0,390; p=0,022) als wesentlicher Faktor der Abnahme von CD8-positiven,
naiven T-Zellen gezeigt werden konnte. Innerhalb der TNFi-Gruppe bestand bei
niedrigerer BSG (B= -0,937; p=0,044) und Einnahme eines NSAR (3=0,810;
p=0,066) eine nahezu signifikante Wirkung hin zu einem hoheren Zellanteil
(R=0,701; p=0,094).
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Abb.41: Graphische Darstellung der Regression der CD8-positiven, naiven T-Zellen in
Relation zum jeweiligen Alter bei Blutentnahme. In der Abbildung ist die Haufigkeit der CD8-
positiven, naiven T-Zellen gegen das Alter bei Blutenthnahme aufgetragen. Jeder Punkt stellt den
Datensatz eines Probanden dar. Die Geraden sind die linearen Anpassungslinien der
Untergruppen. Die HC-Gruppe ist grin, die DMARD-Gruppe blau und die TNFi-Gruppe rot
eingefarbt (siehe Legende rechts am Bildrand). Zusatzlich ist der Koeffizient R? und der p-Wert
angegeben.
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CD8-positive Memory-T-Zellen: TNFa-Medikation korrelierte in der JIA-
Gesamtkohorte mit den CD8-positiven Memory-T-Zellen (p=0,408; p=0,017). Die
Starke des Zusammenhangs lie} sich in einer Regressionsanalyse bestatigen
(B=0,436; p=0,010) (Abb.42). Zudem waren geringere Anteile der Zellen bei
niedrigeren BSG-Werten (=0,512; p=0,006) sowie bei NSAR-Medikation (B= -
0,340; p=0,060) in JIA (R=0,520; p=0,014) zu beobachten.

50 Gruppe
® HC
H DMARD
A TNFj
- HC
~~ DMARD
" ~~TIFi

I
Law]

(8]
[}

R2=0,008,
p=0,370

DMARD:
R2=0,017,
p=0,282

% CD8-positive Memory T-Zellen

TNFi:
R?=0,109,
0 - ' p=0,609

0 5 10 15 20

Alter bei Blutentnahme [Jahre]

Abb.42: Graphische Darstellung der Regression der CD8-positiven Memory-T-Zellen in
Relation zum jeweiligen Alter bei Blutentnahme. In der Abbildung ist die Haufigkeit der CD8-
positiven Memory-T-Zellen gegen das Alter bei Blutentnahme aufgetragen. Jeder Punkt stellt den
Datensatz eines Probanden dar. Die Geraden sind die linearen Anpassungslinien der
Untergruppen. Die HC-Gruppe ist grin, die DMARD-Gruppe blau und die TNFi-Gruppe rot
eingefarbt (siehe Legende rechts am Bildrand). Zusatzlich ist der Koeffizient R? und der p-Wert
angegeben.
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CD8-positive Effektor-T-Zellen: in der DMARD-Gruppe bestand eine inverse
Korrelation der Zellen in Bezug auf das Alter (p=-0,463; p=0,030). Fur niedrigere
Anteile von CD8-positiven Effektor-T-Zellen war JIA-Positivitat der
Haupteinflussfaktor (3= -0,350; p=0,012). Innerhalb der JIA-Gruppe (R=0,528;
p=0,012) liel® sich eine niedrigere Zellanzahl bei NSAR-Einnahme (3= -0,428;
p=0,019) und niedrigeren BSG-Werten ($=0,469; p=0,011) belegen. Ein
Regressionsmodell zeigte zudem einen Anstieg der Zellen unter Einfluss von
TNFi (B=0,339; p=0,050). Innerhalb der DMARD-Gruppe fanden sich weniger
Effektorzellen bei NSAR-Einnahme (B= -0,424; p=0,049).

CD8-positive TEMRA T-Zellen: in der TNFi-Gruppe korrelierte die Zellanzahl
invers mit der Leukozytenzahl (p= -0,681; p=0,030). JIA-Positivitdt nahm auch
hier einen maldgeblichen Einfluss auf niedrigere Zellanteile der CD8-positiven
TEMRA T-Zellen (B= -0,477; p=0,0001). Eine langere TNFi-Therapiedauer (3=
-1,733; p=0,037) war ein wesentlicher, unabhangiger Einflussfaktor fur niedrigere
Zellanteile. Weitere Einflussfaktoren in diesem beinahe signifikanten Modell
(R=0,999; p=0,090) stellten das Alter (B=1,102; p=0,035), die Werte von BSG (=
-6,022; p=0,038) und CRP (B= -1,417; p=0,045) sowie die Einnahme eines GC
(B=-2,676; p=0,044), eines NSAR ($=4,832; p=0,042) bzw. von MTX (B= -3,246;
p=0,038) dar.
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CD4-positive, CD31-positive T-Zellen: in der Patienten-Gesamtkohorte wiesen
diese Zellen eine inverse Korrelation bei TNFi-Medikation auf (p= -0,498;
p=0,002) (Abb.43), was sich auch in der Regressionsanalyse (R=0,585; p=0,001)
bestatigen lie (B= -0,481; p=0,002). Zudem zeigte das Alter einen starken
negativen Effekt auf diese Zellen (B=-0,283; p=0,058).
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Abb.43: Graphische Darstellung der Regression der CD4-positiven, CD31-positiven T-
Zellen in Relation zum jeweiligen Alter bei Blutentnahme. In der Abbildung ist die Haufigkeit
der CD4-positiven, CD31-positiven T-Zellen gegen das Alter bei Blutenthahme aufgetragen.
Jeder Punkt stellt den Datensatz eines Probanden dar. Die Geraden sind die linearen
Anpassungslinien der Untergruppen. Die HC-Gruppe ist griin, die DMARD-Gruppe blau und die
TNFi-Gruppe rot eingefarbt (siehe Legende rechts am Bildrand). Zusatzlich ist der Koeffizient R?
und der p-Wert angegeben.
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CD4-positive, CD127-positive T-Zellen: fur alle Probanden war das Vorliegen
von JIA der entscheidende Einflussfaktor auf eine Zunahme von CD4-positiven,
CD127-positiven T-Zellen ($=0,608; p=0,0001). In der JIA-Gruppe (R=0,959;
p=0,026) beeinflussten die Dauer der TNFi-Einnahme ($=0,608; p=0,019) und
das Alter (B=0,636; p=0,021) die Zellen am meisten. Auch in der TNFi-Gruppe
(R=0,901; p=0,003) zeigten sich Alter (=0,832; p=0,001) und TNFi-Dauer
(B=0,459; p=0,027) als maligebliche Einflussfaktoren. Ein fast-signifikantes
Modell konnte innerhalb der DMARD-Gruppe fur MTX (8=0,400; p=0,065) und

eine zunehmende Zellzahl berechnet werden.

CD4-positive, CD31-positive, CD127-positive T-Zellen: die TNFi-Medikation
korrelierte invers mit der Anzahl der CD31/CD127-doppelpositiven T-Zellen (p=
-0,345; p=0,046) innerhalb der Gesamtkohorte der Patienten. Dieser
Zusammenhang konnte fur die JIA-Gesamtkohorte ebenfalls in der
Regressionsanalyse dargestellt werden (= -0,351; p=0,036).

CD8-positive, CD31-positive T-Zellen: TNFi-Medikation zeigte hier ebenfalls
eine inverse Korrelation (p= -0,462; p=0,005), wobei sich der starke negative
Einfluss auf die Zellen im Regressionsmodell beweisen lield (= -0,459; p=0,006)
(Abb.44). Das Vorliegen von JIA hatte einen starken positiven Effekt auf hGhere
Zellanteile (=0,392; p=0,004). Wie bei den CD4-positiven, CD31-positiven T-
Zellen, beeinflussten die TNFi-Dauer (= -0,588; p=0,005) und das Alter (B=
-0,896; p=0,001) die CDB8-positiven, CD31-positiven T-Zellen am starksten
negativ (R=1,000; p=0,004). Sowohl fur die TNFi-Gruppe als auch die
Gesamtkohorte konnten in diesem Modell als wichtige Einflussfaktoren auch
Krankheitsdauer (p=0,486; p=0,005), Einnahme eines GC (p=0,912; p=0,002)
bzw. von MTX (3=0,224; p=0,015) sowie BSG (p=0,088; p=0,032) und CRP
(8=0,114; p=0,018) belegt werden.
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Abb.44: Graphische Darstellung der Regression der CD8-positiven, CD31-positiven T-
Zellen in Relation zum Alter bei Blutentnahme. In der Abbildung ist die Haufigkeit der CD8-
positiven, CD31-positiven T-Zellen gegen das Alter bei Blutentnahme aufgetragen. Jeder Punkt
stellt den Datensatz eines Probanden dar. Die Geraden sind die linearen Anpassungslinien der
Untergruppen. Die HC-Gruppe ist griin, die DMARD-Gruppe blau und die TNFi-Gruppe rot
eingefarbt (siehe Legende rechts am Bildrand). Zusatzlich ist der Koeffizient R? und der p-Wert
angegeben.

CD8-positive, CD127-positive bzw. CD31-positive, CD127-positive T-Zellen:
fur diese beiden Zelluntergruppen zeigte sich eine JIA-Diagnose als grofter
positiver Einflussfaktor (CD127+: =0,563; p=0,0001; CD31+/CD127+: 3=0,487;
p=0,0001). Sowohl in der JIA-Gesamtpopulation als auch in der TNFi-Gruppe
zeigte sich ein beinahe signifikantes Modell (R=0,688; p=0,056) mit positiver
Beeinflussung der CD8-positiven, CD31-positiven, CD127-positiven T-Zellen
durch eine langere TNFi-Einnahmedauer ($=0,518; p=0,061) bei negativer
Einflussnahme durch das Alter (3= -0,459; p=0,090).
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TRECs: zwischen relativer Lymphozytenzahl und TREC-Anzahl zeigte sich in der
JIA-Gesamtkohorte eine positive Korrelation (p=0,632; p=0,004) (Abb.45). In der
DMARD-Gruppe konnte ebenfalls eine signifikante Korrelation (p= 0,628;
p=0,007) zwischen TREC-Anzahl und relativem Lymphozytenanteil aufgedeckt
werden. Die Anwesenheit von JIA bewirkte ein hdheres Auftreten von TRECs
(B=0,376; p=0,041). In JIA (R=0,519; p=0,081) selbst wurde ein geringeres
Zellauftreten begunstigt durch hoheres Alter (= -0,368; p=0,105) und TNFi-
Medikation (3= -0,388; p=0,088). In der DMARD-Gruppe konnte in einem nicht-
signifikanten Modell (R=0,718; p=0,095) neben Krankheitsdauer (B= -0,545;
p=0,048), BSG (=0,910; p=0,052) und CRP (B=-1,261; p=0,017) die Einnahme
von MTX (3=0,539; p=0,059) als unabhangiger Faktor fur eine hohere TREC-
Anzahl gedeutet werden.
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Abb.45: Graphische Darstellung der Regression der TRECs in Relation zum Alter bei
Blutentnahme. In der Abbildung ist die Haufigkeit der TRECs je 10.000 PBMCs gegen das Alter
bei Blutentnahme aufgetragen. Jeder Punkt stellt den Datensatz eines Probanden dar. Die
Geraden sind die linearen Anpassungslinien der Untergruppen. Die HC-Gruppe ist grin, die
DMARD-Gruppe blau und die TNFi-Gruppe rot eingefarbt (siehe Legende rechts am Bildrand).
Zusatzlich ist der Koeffizient R? und der p-Wert angegeben.
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3.15. Immunoseneszenz-Parameter im Verhaltnis zum TNFa-Inhibitor-

Einnahmezeitraum

Wie bei der linearen Regressionsanalyse beschrieben (siehe 3.14.), zeigte sich
unter Einnahme eines TNFa-Inhibitors ein signifikant hoherer Anteil der CD8-
positiven Memory-T-Zellen, kombiniert mit einer deutlichen Reduktion von CD8-
positiven, naiven sowie CD4- bzw. CD8-positiven, CD31-positiven T-Zellen und
TRECs.

Bei einer Gruppengrole von 12 Patienten wurde die TNFi-Gruppe nach
Einnahmedauer des TNFa-Inhibitors in ,kirzer als ein Jahr Einnahme® und
Janger als ein Jahr® eingeteilt. Auch bei dieser Unterteilung in zwei
unterschiedliche  Einnahmeintervalle ergaben sich kaum signifikante
Unterschiede. In den folgenden Unterkapiteln (siehe 3.15.1.-3.15.4.) sind die
Tendenzen der ermittelten Werte in Relation zur TNFi-Einnahmedauer und zur
Krankheitsdauer beschrieben, wobei hier die jeweiligen Parameter in Vergleich

zur DMARD-Gruppe gesetzt wurden.

146



3.15.1. CD4-Subpopulationen im Verhaltnis zur TNFi-Dauer und zur Krank-

heitsdauer

CD4-positive, naive T-Zellen: in der JIA-Gesamtkohorte korrelierte die TNFi-
Einnahme nahezu signifikant invers mit der Anzahl der CD4-positiven, naiven T-
Zellen (p= -0,314; p=0,071). Bei langerer TNFi-Einnahmedauer zeichnete sich
ein leicht vermehrtes Auftreten von naiven T-Zellen ab (Abb.46a). Der Vergleich
der Parameter in der TNFi- und der DMARD-Gruppe in Bezug zur
Krankheitsdauer ergab eine leichte Abwartstendenz des Zellanteils in der
DMARD-Gruppe bei gleichzeitiger Aufwartstendenz in der TNFi-Gruppe
(Abb.46b).

CD4-positive Memory-T-Zellen: diese Memory-T-Zellen verhielten sich tber die
Dauer der TNFi-Einnahme konstant (Abb.46c). Bei Vergleich des Verhaltens
gegen die Krankheitsdauer liel3 sich in der TNFi-Gruppe ein minimal geringerer
Zell-anteil beobachten als in der DMARD-Gruppe (Abb.46d).

CD4-positive Effektor-T-Zellen: die Effektor-Zellen korrelierten fast signifikant
invers mit der TNFi-Dauer (p= -0,508; p=0,092) (Abb.46¢). Die Zellanteile der
TNFi-Patienten scheinen bei zunehmender Krankheitsdauer etwas weniger
anzusteigen als in der DMARD-Gruppe (Abb.46f).

CD4-positive TEMRA T-Zellen: auch die TEMRA T-Zellen wiesen eine nahezu
signifikante, inverse Korrelation zur TNFi-Dauer auf (p= -0,532; p=0,092)
(Abb.469). Im Vergleich zur Krankheitsdauer verhielten sich die Zellen in der
DMARD-Gruppe gegensatzlich zu denen der TNFi-Gruppe (Abb.46h).

147



§ A A a § ‘ A A : b

E 80 E 80 m

- . - o

] TNFi: o mE -

z R?=0,015, zZ | = . .

g 60 p=0,649 S go—g—=— e

g A o g A 1

= A = . g DMARD:

3 N a 2 . A " R?=0,014,

o 40 o 40 p=0,132

a piS A

o @) & TNFi:

= = R?=0,009,

20/ 20! p=0,914
1 2 3 4 5 6 0 10 15 20
TNFi-Dauer [Jahre] Krankheitsdauer [Jahre]
70| 0!

S cl| & d

© ©

N 60| A N

- A -

TNFi: [ i A

E’ 50| R2=1,098 E’ L . - -

£ A E-5, £

@ | —O-ROS Q ™

. - p=0,602 =

= 40 B = T A= = | DmarD:

= z 4 w am R*=4.315—

o st i [ ]

® 30| ‘D = o E-S5,

o o] mE [ p=0,519

2 g :

& 20 S o ®o® TNFi: |

) A Q A ] R2=0,007,

= 0 = 4 p=0,746
2 3 4 5 6 0 10 15 20
TNFi-Dauer [Jahre] Krankheitsdauer [Jahre]

148




c c 8|
o A o & f
° ©
N N
- - F gl
o TNFi: o
% R?=0,255, % .
Y— p=0,092 Y=
(T T
2 2
— "‘\—h_l_( — g
-‘§ “‘;‘*\\H\ p g R®=0,086,
a = 2 p=0,243
= <

= ==_l a8 TNFi:
(@] " A — (ﬂ R?=0,018,
ES A4 —a || X p=0,812

1 2 3 : 10 15 20

TNFi-Dauer [Jahre] Krankheitsdauer [Jahre]
10/
s k5 h
° °
N o N gl
[ [
& TNFi: §
R?=0,456,

= A p=0,075 =
[ “““ﬁ\,‘__‘_ -
o I e S ®
= P =
73 A I ' 7]
o Phee s o
[s B [ B
3 e 3
O T~ O
et 7 ‘\‘\ =

1 2 3 10 15 20

TNFi-Dauer [Jahre] Krankheitsdauer [Jahre]

149




Abb.46a-h: Graphische Darstellung der Regression der CD4-positiven Subpopulationen
in Relation zur TNFi-Dauer und Krankheitsdauer. Graphisch dargestellt werden die CD4-
positiven Subpopulationen gegen die TNFi-Dauer (a,c,e,g) und die Krankheitsdauer (b,d,f,h).
Jeder Punkt stellt den Datensatz eines Probanden dar. Die Geraden sind die linearen
Anpassungslinien der Untergruppen. Die roten Dreiecke und die rote Gerade beschreiben die
Daten der TNFi-Gruppe, die blauen Quadrate und die blaue Gerade die der DMARD-Gruppe.
Zusatzlich ist der Koeffizient R? und der p-Wert angegeben.

3.15.2. CD8-Subpopulationen im Verhaltnis zur TNFi-Dauer und zur

Krankheitsdauer

CD8-positive, naive T-Zellen: die Anteile der CD8-positiven, naiven T-Zellen
erhdhten sich bei zunehmender TNFi-Einnahmedauer sichtbar (Abb.47a). In
Relation zur Krankheitsdauer scheint die Zellanzahl prozentual in der TNFi-
Gruppe zuzunehmen, wahrend sie sich in der DMARD-Gruppe weitgehend stabil
verhielt (Abb.47b).

CD8-positive Memory-T-Zellen: bei langerer Einnahme eines TNFa-Inhibitors
traten die Memory-T-Zellen in geringerer Anzahl auf (Abb.47c). Die Abnahme
scheint in beiden Patientengruppen ahnlich schnell zu verlaufen, jedoch
prasentierten sich in der TNFi-Gruppe bei kirzerer Krankheitsdauer bereits
hohere Anteile an Memory-T-Zellen (Abb.47d).

CD8-positive Effektor-T-Zellen: bei langerer TNFi-Dauer zeigte sich eine
prozentual deutlich niedrigere Anzahl an Effektorzellen (Abb.47¢). Wie bei den
CD8-positiven Memory-T-Zellen, verlief die Abnahme in Relation zur
Krankheitsdauer fast parallel zwischen DMARD- und TNFi-Gruppe, wobei die
TNFi-Gruppe mit einer hoheren Prozentzahl an Effektorzellen startete (Abb.47f).

CD8-positive TEMRA T-Zellen: auch bei den TEMRA-Zellen zeigte sich eine
Abnahme Uber die zunehmende Dauer der TNFi-Einnahme und der Krankheit
hinweg (Abb.47g.h). Wie die CD4-positiven TEMRA T-Zellen, verhielten sich
auch die CD8-positiven der DMARD-Gruppe gegenlaufig zu denen der TNFi-
Gruppe bei langerer Krankheitsdauer (Abb.47h).
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Abb.47a-h: Graphische Darstellung der Regression der CD8-positiven Subpopulationen in
Relation zur TNFi-Dauer und Krankheitsdauer. Graphisch dargestellt werden die CD8-
positiven Subpopulationen gegen die TNFi-Dauer (a,c,e,g) und die Krankheitsdauer (b,d,f,h). Die
Geraden sind die linearen Anpassungslinien der Untergruppen. Die roten Dreiecke beschreibt die
Daten der TNFi-Gruppe, die blauen Quadrate und die blaue Gerade die der DMARD-Gruppe.

3.15.3. Rezente Thymusemigranten im Verhaltnis zur TNFi-Dauer und zur

Krankheitsdauer

CD4-positive, CD31-positive T-Zellen: tendenziell zeigte sich bei langerer
TNFi-Einnahme ein niedriger werdender Anteil dieser Zellen (Abb.48a). In
Relation zu einer langeren Krankheitsdauer scheinen die Zellen in der TNFi-
Gruppe zuzunehmen, wahrend die Anzahl in der DMARD-Gruppe eine leicht

abnehmende Tendenz aufwies (Abb.48b).

CD8-positive, CD31-positive T-Zellen: bei langerer TNFi-Einnahme war ein
leicht zunehmender Anteil dieser Zellen festzustellen (Abb.48c). In Relation zur
Krankheitsdauer scheinen die Zellen jedoch in beiden Patientengruppen
abzunehmen, wobei in der TNFi-Gruppe bei klurzerer Krankheitsdauer bereits
eine niedrigere Anzahl an CD8-positiven, CD31-positiven T-Zellen auffiel
(Abb.48d).

CD4-positive bzw. CD8-positive, CD127-positive T-Zellen: bei langerer
Einnahme eines TNFa-Inhibitors war der Anteil der genannten Zellen erhoht
(Abb.48e,q). Bei langerer Dauer der Krankheit scheint die relative Zellanzahl in
der DMARD-Gruppe abzufallen, wohingegen sich der Anteil bei den TNFi-
Patienten vergroRerte (Abb.48f,h).

CD4-positive bzw. CD8-positive, CD31-positive, CD127-positive T-Zellen:
aufgetragen gegen die Krankheitsdauer, konnte ein deutlich héheres Auftreten
von CD31-positiven, CD127-positiven Zellen in der TNFi-Gruppe beobachtet
werden, wahrend in der DMARD-Gruppe zunehmend weniger Zellen zu finden
waren (Abb.48j,1). Die CD4-positiven Zellen verhielten sich bei langerer TNFi-
Einnahme stabil (Abb.48i), wahrend sie sich bei CD8 mit hdherem Zellanteil pra-
sentierten (Abb.48k).
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Abb.48a-I: Graphische Darstellung der Regression der RTE in Relation zu TNFi-Dauer und
zur Krankheitsdauer. Graphisch dargestellt werden die RTE gegen die TNFi-Dauer (a,c,e,g,i,k)
und die Krankheitsdauer (b,d,f,h,j,I). Jeder Punkt stellt den Datensatz eines Probanden dar. Die
Geraden sind die linearen Anpassungslinien der Untergruppen. Die roten Dreiecke und die rote
Gerade beschreiben die Daten der TNFi-Gruppe, die blauen Quadrate und die blaue Gerade die
der DMARD-Gruppe. Zuséatzlich ist der Koeffizient R? und der p-Wert angegeben.

a-d) CD4-positive (a,b) bzw. CD8-positive (c,d), CD31-positive T-Zellen
e-h) CD4-positive (e,f) bzw. CD8-positive (g,h), CD127-positive T-Zellen

i-) CD4-positive (i,j) bzw. CD8-positive (k,l), CD31-positive, CD127-positive T-Zellen

3.15.4. TRECs und relative Telomerlange im Verhaltnis zu Krankheitsdauer

TRECs und relative Telomerlange konnten leider aus technischen Grinden
(Limitation im Blutvolumen) nur fur 2 TNFi-Patienten bestimmt werden, die das
Medikament beide weniger als ein Jahr einnahmen. Patient 1 war zum Zeitpunkt
der Blutentnahme 6,6 Jahre alt, 1,3 Jahre zuvor war ein M. Still diagnostiziert
worden. Patientin 2 mit Enthesitis-assoziierter Arthritis hatte zum Blutentnahme-
Zeitpunkt bereits 10 Jahre JIA und war 16,2 Jahre alt.

Bei beiden Patienten zeigte sich eine ahnliche Anzahl an TRECs, die deutlich
niedriger als bei den DMARD-Patienten lag und scheinbar nicht vom Alter oder
der Krankheitsdauer abhangig war. Bei den DMARD-Patienten hingegen fiel eine

geringere TREC-Anzahl bei zunehmender Krankheitsdauer auf (Abb.49).

Die relative Telomerlange war bei der Patientin 2 groRer als bei Patient 1, trotz
langerer Krankheitsdauer und hoheren Alters bei Blutentnahme. Wie erwartet,
prasentierten die DMARD-Patienten bei langer andauernder Krankheit leicht

klrzere relative Telomerlangen (Abb.50).
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Abb.49: Graphische Darstellung der Regression der TRECs in Relation zur
Krankheitsdauer. Graphisch dargestellt ist die TREC-Anzahl pro 10.000 Zellen gegen die
Krankheitsdauer. Jeder Punkt stellt den Datensatz eines Probanden dar. Die Geraden sind die
linearen Anpassungslinien der Untergruppen. Die roten Dreiecke und die rote Gerade
beschreiben die Daten der TNFi-Gruppe, die blauen Quadrate und die blaue Gerade die der
DMARD-Gruppe. Zuséatzlich ist der Koeffizient R2 und der p-Wert angegeben.

Relative Telomerlange
©
1]

Krankheitsdauer [Jahre]

Abb.50: Graphische Darstellung der Regression der relativen Telomerldnge in Relation zur
Krankheitsdauer. Graphisch dargestelltist die relative Telomerlange gegen die Krankheitsdauer
in Bezug auf eine Einzelgenkopie. Jeder Punkt stellt den Datensatz eines Probanden dar. Die
Geraden sind die linearen Anpassungslinien der Untergruppen. Die roten Dreiecke und die rote
Gerade beschreiben die Daten der TNFi-Gruppe, die blauen Quadrate und die blaue Gerade die
der DMARD-Gruppe. Zuséatzlich ist der Koeffizient R? und der p-Wert angegeben.
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4. Diskussion
4.1. Subpopulationen

Ein Vergleich der Immunoseneszenz-Kriterien zeigte Parameter einer deutlich
fortgeschrittenen Immunalterung bei JIA-Patienten mit TNFi-Medikation,
verglichen mit den Probanden der DMARD-Gruppe. So traten weniger naive und
mehr Memory-T-Zellen in der TNFi-Gruppe auf. Diese Verschiebung in den
Subpopulationen kann als charakteristisches Zeichen flr eine pramature

Immunoseneszenz interpretiert werden [113].

In der Gesamtkohorte war das Vorliegen von JIA als mal3geblicher Einflussfaktor
fur eine Zunahme von CD8-positiven, naiven bzw. eine Abnahme von CD8-
positiven Effektor- und TEMRA T-Zellen erkennbar. Die Medikation mit einem
NSAR und niedrigere BSG-Werte fuhrten innerhalb der JIA-Gesamtgruppe zu
hoheren Anteilen der naiven T-Zellen sowie niedrigeren Zellanteilen von

Memory- und Effektor-T-Zellen.

Im Vergleich zu den Gesunden zeigte sich die DMARD-Gruppe immunologisch
junger, was darauf hindeutet, dass diese Patienten madglicherweise weniger
inflammatorisch erkrankt waren oder durch eine erfolgreiche Medikation die
pramaturen Veranderungen auf Subpopulationsebene verbessert werden
konnten. Einen besonders signifikanten Einfluss auf die niedrigeren Anteile an
Effektor-T-Zellen hatte die Medikation mit einem NSAR bzw. mit MTX, wobei
speziell unter der Wirkung von NSAR mehr naive T-Zellen und weniger Memory-
T-Zellen zu beobachten waren. Die hohere Anzahl an naiven T-Zellen konnte
ebenfalls durch die Medikamentenwirkung erklart werden. Durch eine
medikamentenbedingte Hemmung der weiteren T-Zell-Differenzierung kénnten
sich weniger naive T-Zellen weiter zu effektorischen T-Zellen entwickelt haben
[61]. Ob diese Mechanismen die Folge einer Lymphopenie bei aktiver
Erkrankung oder das Resultat der Rekonstitution nach erfolgreicher
Inflammationskontrolle sind, kann nicht endgultig geklart werden, da keine Falle
von Lymphopenie zum Zeitpunkt der Blutentnahme festgestellt wurden [245,
246].
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In der TNFi-Gruppe traten zwar mehr Effektor- und TEMRA T-Zellen auf als in
der DMARD-Gruppe, jedoch war der Unterschied nicht signifikant. Da
insbesondere CD28-negative Zellen fur einen Erschopfungszustand des
Immunsystems sprechen, konnte man dies als positiven Effekt der TNFi-
Therapie auf die fortschreitende Immunoseneszenz werten [124]. Die hohere
Proportion an CD28+ T-Zellen kénnte auch durch eine Hemmung der weiteren

terminalen Differenzierung unter TNFi-Medikation erklart werden.

Berucksichtigt man die geringeren Anteile der TEMRA T-Zellen bei langerer
Medikamenteneinnahme und die Ergebnisse der Regressionsanalyse, kann eine
langere TNFi-Therapiedauer als unabhangiger Einflussfaktor fur niedrigere Zell-
anteile gewertet werden. Als weitere Erklarung der kleiner werdenden TEMRA-
Zellanteile ist die Co-Medikation mit MTX und GC in Betracht zu ziehen, die in
dieser Regressionsanalyse als zusatzliche, starke negative Einflussfaktoren
eruiert werden konnten. Die CD4-positiven Effektor-T-Zellen wiesen unter dem
Einfluss einer MTX-Co-Medikation hoéhere Zell-Anteile auf, was in der TNFi-
Gruppe auf einen hdheren JIA-Schweregrad mit der Notwendigkeit einer Co-

Medikation hindeuten konnte.

In den naiven und den Memory-T-Zellen der gesunden Probanden stach ein
erhohter IFNy-Anteil hervor. Passend zu diesem TH1-Zytokin-Profil manifestierte
sich bei den Gesunden vermehrt der Chemokin-Rezeptor CXCR3 [175]. Die
Verschiebung von naiven zu Memory-T-Zellen lasst einen hoheren Anteil an
spezifischer (z. B. durch Viren) oder unspezifischer Stimulation durch
Entzindungsaktivitat bei den gesunden Probanden vermuten [156]. Da der CMV-
Status bei den Probanden nicht bestimmt wurde, kann keine Aussage Uber den
Einfluss einer latenten CMV-Infektion auf die Immunoseneszenzmarker,

insbesondere den Verlust von CD28, gemacht werden [130].

Bei langerer TNFi-Einnahme zeigte sich eine grof3ere Population der naiven T-
Zellen, kombiniert mit einem verminderten Auftreten von Memory-, Effektor- und
TEMRA T-Zellen. Diese Verbesserung der Immunoseneszenz-Parameter bei
langerer TNFi-Einnahme kdnnte darauf hinweisen, dass die Zellen durch die

Medikamenteneinwirkung des TNFa-Inhibitors fortwahrend beeinflusst worden
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sind und so zu den genannten Veranderungen auf Subpopulationsebene geflhrt

haben.

4.2. Regulatorische T-Zellen

Bei den Gesunden konnten mehr regulatorische Zellen, charakterisiert durch das
Auftreten des Transkriptionsfaktors FoxP3, detektiert werden. Tregs sind laut
wissenschaftlicher Erkenntnisse fur den Erhalt der Selbsttoleranz und die
Balance zwischen pro- und anti-inflammatorischen Prozessen verantwortlich
[169]. Autoimmunerkrankungen koénnen durch eine Dysbalance von der
regulatorischen hin zu einer effektorischen Immunantwort, bspw. durch TH17-
Zellen, oder durch einen qualitativen oder quantitativen Mangel an

regulatorischen T-Zellen hervorgerufen werden [49, 50].

In der TNFi-Gruppe traten mehr regulatorische T-Zellen auf als in der DMARD-
Gruppe, was fur eine Krankheitskontrolle oder Remissionsinduktion sprechen
konnte [44]. Innerhalb der regulatorischen Zellen wurden jedoch in der TNFi-
Gruppe mehr Zellen vom TH17-Typ beobachtet, die sich durch das Auftreten des
Chemokin-Rezeptors CCR6 und eine vermehrte IL-17-Produktion
charakterisierten. Da CCR6 insbesondere fur die Migration in das
inflammatorische Gewebe bendtigt wird, kdnnte dies ein Anzeichen flr einen

weiteren inflammatorischen Krankheitsverlauf bei den TNFi-Patienten sein [247].

Beim Vergleich der Tregs (FoxP3+ CD25+ CD127-) konnten zwischen den
Gruppen keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden, u.a. wohl deshalb,
weil es sich um sehr kleine Zellpopulationen handelte. Fiur weiterflihrende
Erkenntnisse, wie die TNFi-Einnahme die Tregs beeinflusst, wirde sich die
Verwendung eines magnetischen Zellseparators (MACS) zur Charakterisierung
der isolierten Treg-Populationen empfehlen.
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4.3. Rezente Thymusemigranten

CD31 ist ein wichtiger Oberflachenmarker, der den Thymusoutput reflektiert. Im
Zusammenspiel mit den TRECs und dem Proliferationsmarker Ki-67 lasst sich so
ein Ruckschluss auf die noch vorhandene Leistung des Thymus und die

Produktion rezenter Thymusemigranten ziehen [113].

In der Gesamtpopulation war eine JIA-Diagnose der treibende Faktor fur eine
proportional hohere CD31-positive und CD127-positive Zellanzahl. In der JIA-
Kohorte hatten hoheres Alter und langere TNFi-Einnahme den starksten Einfluss

auf niedrigere CD31-positive Zellanteile.

So traten sowohl in der TNFi-Gruppe als auch bei den Gesunden weniger CD31-
positive Zellen auf als in der DMARD-Gruppe, was ebenfalls, wie bei den
Subpopulationen beschrieben (siehe 4.1.), auf die positive Wirkung der DMARD-
Medikation auf den immunologischen Alterungsprozess oder auf eine
moglicherweise geringere Krankheitsaktivitat bzw. Inflammation hinweisen
konnte. Das vermehrte Auftreten von CD31 lasst eine gute Kontrolle der
lymphozytaren Uberaktivierung und eine gute immunsuppressive Wirkung in der
DMARD-Gruppe vermuten [134].

In der TNFi-Gruppe waren weniger CD31-positive T-Zellen unter Einfluss einer
langeren TNFi-Einnahmedauer und bei hoherem Alter festzustellen. HOhere
CD31-positive Zellanteile hingegen wurden durch die gleichzeitige Einnahme von
GC bzw. MTX begunstigt.

Als Folge des niedrigeren CD31-Anteils in der TNFi-Gruppe sind mehr
ausdifferenzierte Zellen mit mdglicherweise starkerer inflammatorischer Wirkung
zu erwarten, was anhand des hoheren Anteils an Effektor- und Memory-T-Zellen
und einer erhohten IFNy- und IL-17-Produktion belegt werden konnte. Durch die
hdhere Inflammation kann die Differenzierung der T-Zellen zu Effektorzellen
vorangetrieben und die vorzeitige Alterung des Immunsystems beschleunigt
werden. Die erhohte Inflammation konnte auch durch die Ansammlung von
schwereren Krankheitsfallen in der TNFi-Gruppe, die mit einer DMARD-

Medikation nicht ausreichend behandelbar waren, erklart werden.
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CD127 als IL-7-Rezeptor war bei den Gesunden in geringerer Haufigkeit
anzutreffen. Dennoch wiesen die Gesunden eine signifikant hdhere
Proliferationsrate in den RTE auf als die JIA-Patienten. Bei allen
Studienteilnehmern war die Anwesenheit von JIA der Hauptindikator fur eine
Erhdhung der CD127-positiven Zellanteile. Innerhalb der JIA-positiven
Probanden begunstigte eine langere Einnahmedauer von TNFi, Alter und MTX-
Medikation am starksten die relative Zellzunahme. Auch fur die TNFi-Patienten
lie® sich der starke positive Einfluss von langerer TNFi-Dauer und hoherem

Patientenalter belegen.

Die hohere CD127-Expression bei den JIA-Patienten konnte auf ein Bestreben
des Immunsystems hinweisen, unter Wirkung des Maturationszytokins IL-7 eine
Rekonstitution des beeintrachtigten Immunsystems zu erreichen [137]. Aus dem
niedrigeren Anteil von CD127-positiven T-Zellen bei langerer Krankheitsdauer in
der DMARD-Gruppe koénnte man folgern, dass eine bessere Kontrolle der

Inflammation vorlag.

Als Zeichen der Thymusaktivitat wurden die TRECs und die relativen
Telomerlangen betrachtet. Eine groRere TREC-Anzahl trat bei Diagnose JIA auf,
wobei infolge der Limitationen im Blutvolumen (siehe 3.12.) uberwiegend
DMARD-Patienten untersucht wurden, und somit das Ergebnis vorwiegend als
Folge der DMARD-Einwirkung zu interpretieren ist. In der DMARD-Gruppe waren
langere Telomerlangen und die hdchste Dichte an TRECs aufzufinden, mit
signifikantem Unterschied zu den TNFi-Patienten und den Gesunden. Auch
hierbei scheint die Krankheitskontrolle durch eine erfolgreiche DMARD-Therapie,
insbesondere durch MTX, oder eine niedrigere bzw. besser kontrollierte
Krankheitsaktivitat einen positiven Effekt auf die Rekonstitution der
Thymusleistung zu haben. Eine niedrigere TREC-Menge wurde hingegen bei
langerer Krankheitsdauer und hoheren CRP-Werten beobachtet.
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Flir CD45RA+ CD31+ Zellen als wahre RTE-Reprasentanten wurde die héchste
Dichte an TRECs belegt [113]. Patienten mit rheumatischen Erkrankungen
neigen zu einer starken Proliferation der naiven CD45RA+ T-Zellen unter Zytokin-
Einfluss, kombiniert mit einer peripheren homoostatischen Proliferation der
CD45RA+ CD31+ T-Zellen. Dies konnte die Wechselbeziehung zwischen den
naiven Zellen und den TRECs weiter schwachen und stellt eine Limitation in der
Interpretation der TREC-Werte als Thymusmarker dar [132]. TRECs werden
folglich gleichermalien durch die Produktion rezenter Thymusemigranten, die
peri-phere T-Zell-Homoostase und den Dilutionseffekt der damit assoziierten

Proliferation beeinflusst.

Bei langerer TNFi-Einnahme (TNFi-Gruppe: n=12) konnte eine hdhere Anzahl an
RTE eruiert werden, was sich auch bei langerer Krankheitsdauer belegen liel3.
Die DMARD-Gruppe (n=22) zeigte dagegen bei langerer Krankheitsdauer einen
Ruckgang an RTE. Die hoher werdende Anzahl an RTE in der TNFi-Gruppe bei
langerer TNFi-Einnahme kdénnte mdglicherweise die Folge einer positiven

Wirkung auf die Rekonstitution der Immunoseneszenz anzeigen.
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4.4. Probandendaten

Auch wenn weder im exakten Test nach Fisher noch bei Berechnung der
Signifikanz nach Mann-Whitney-U ein signifikanter Unterschied im Alter oder der
Krankheitsdauer ermittelt werden konnte, bildete dennoch die Altersverteilung in
der DMARD- und v.a. der TNFi-Gruppe ein tendenziell alteres Kollektiv ab
(Tabelle 11). Auch im Vergleich der Krankheitsdauer zwischen den beiden
Patientengruppen lag eine langere, aber nicht signifikant unterschiedliche
Krankheitsdauer in der TNFi-Gruppe vor. Dieser graduelle Unterschied in Alter
und Krankheitsdauer kdnnte zusammen mit einer hdheren Krankheitsschwere in
der TNFi-Gruppe zu einer Verzerrung der TNFi-assoziierten Ergebnisse gefuhrt
haben. Gestutzt wird diese Annahme durch eine signifikante, negative
Korrelation zwischen CD8-positiven Effektor-T-Zellen und Alter in der DMARD-
Gruppe bzw. durch eine positive Korrelation zwischen CD4-positiven Memory-T-

Zellen und Alter in der TNFi-Gruppe.

Bei den Gesunden wurden mehr mannliche als weibliche Probanden untersucht,
bedingt durch die Rekrutierung immunologisch gesunder Probanden aus der
kinderurologischen Sprechstunde, wahrend in der JIA-Gesamtkohorte vermehrt
weibliche Probanden vorzufinden waren. Ob das Geschlecht beim prapubertaren
Kind auch eine Rolle bei der Verteilung der T-Zell-Subpopulationen, der TRECs
oder relativen Telomerlange spielt, bleibt unklar. Studien zu den sogenannten
Immunoseneszenz-Markern bei erwachsenen Patienten und Patientinnen mit
Angststdrungen zeigten, dass es deutliche Unterschiede zwischen Mannern und
Frauen im Immunoseneszenz-Status gibt. So konnten insbesondere signifikant
kUrzere relative Telomerlangen der peripheren Lymphozyten bei Frauen
beobachtet werden [243].
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4.5. Starken und Schwachen

Insgesamt konnte ein breites Spektrum an Probanden mit unterschiedlichem
Alter, unterschiedlicher Krankheitsdauer und TNFi-Einnahmedauer untersucht
werden, so dass das Verhalten der Immunoseneszenz-Parameter Uber die Zeit
von verschiedenen Perspektiven aus beleuchtet werden konnte. Durch die
Betrachtung der Immunoseneszenz-Marker bei langerer Einnahmedauer
konnten somit Aussagen uber eine tendenzielle Rekonstitutionsfahigkeit unter

TNFi-Therapie getroffen werden.

Die nicht-signifikante Verschiebung in Alter und Krankheitsdauer (siehe 4.4.),
aber auch die vermutete Ansammlung von DMARD-refraktaren, schwereren JIA-
Fallen in der TNFi-Gruppe kdénnte zu einem Bias der Immunoseneszenz-
Parameter gefuhrt, und so eine immunologisch-altere Population abgebildet
haben. Als immunologisch ,jungste” Population erwies sich die DMARD-Gruppe.
Dies konnte durch den positiven Effekt einer erfolgreichen Therapie oder durch
geringere Inflammation bedingt sein, so dass hier durch die Verschiebung von
Memory- zu naiven T-Zellen und starkerem Thymusoutput eine gewisse

Rekonstitution der Immunseneszenz-Parameter einzutreten scheint.

Bei den Gesunden lieBen die Immunoseneszenz-Parameter einen hoheren
Anteil an spezifischer (z. B. durch Viren) oder unspezifischer Stimulation durch
Entzindungsaktivitat vermuten [156]. Hierdurch kdnnte moglicherweise eine
Verzerrung der Daten bezuglich der fortgeschritteneren Immunoseneszenz der

Gesunden entstanden sein.

Durch Auftragen der Immunoseneszenz-Parameter gegen das Alter, die
Krankheitsdauer und die TNFi-Einnahmedauer wurde ein status quo und keine
Verlaufsparameter erfasst. Dabei wurde angenommen, dass die untersuchten
Immunoseneszenz-Parameter einen linearen Verlauf vorweisen, ohne auf
interindividuelle  Unterschiede oder differierende  Entwicklungen Dbei
zunehmendem Alter, zunehmender Krankheitsdauer und langerer TNFi-Dauer
einzugehen. Da diese in Korrelation zueinander stehen kdnnen, sollten sie daher

immer gemeinsam bewertet und interpretiert werden. Ebenso kdénnte eine schiefe
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Altersverteilung bei der TNFi-Einnahmedauer die Daten verzerrt haben, da
sowohl jungere als auch altere Kinder den TNFa-Inhibitor weniger als ein Jahr

einnahmen.

4.6. Fazit

Bei der Betrachtung der Daten konnte ein positiver Effekt auf die Verbesserung
der Immunoseneszenz-Parameter in der DMARD-Gruppe, aber auch bei
langerer TNFi-Einnahme gezeigt werden. Daraus folgern kdnnte man eine
gewisse Rekonstitutionsfahigkeit des pramatur-gealterten Immunsystems oder
zumindest eine Verlangsamung der bereits stattfindenden Immunoseneszenz
[141].

Eine erfolgreiche DMARD-Therapie scheint zu einer Verschiebung der
Subpopulationen von Memory- zu naiven T-Zellen und vermehrt auftretendem
Thymusoutput mit potenzieller Rekonstitution der Immunoseneszenz-Parameter

zu fuhren.

Der hohere Anteil an naiven T-Zellen bei langerer TNFi-Einnahme kénnte zum
einen durch periphere homdostatische Proliferation, aber auch durch
neugenerierte naive T-Zellen aus dem Thymus erklart werden. Dass auch der
Thymus wieder verstarkt naive Zellen produzieren kann, lie sich durch ein
Ansteigen der CD31-positiven Zellen belegen. Ob diese Zellen allein durch
Thymusproduktion oder durch zusatzliche periphere Replikation generiert
wurden, bleibt abschlie3end offen.

Bei langerer Einnahmedauer eines TNFa-Inhibitors zeigte sich eine
Verbesserung des Subpopulationsprofils und der RTE, so dass eine
Rekonstitution oder Progressionsverlangsamung der pramaturen

Immunoseneszenz vermutet werden kann.

Patienten, die einen TNFa-Inhibitor erhalten, haben sich zumeist zuvor refraktar
auf ein DMARD erwiesen. Auf diese Weise konnten sich in der TNFi-Gruppe
moglicherweise schwerere JIA-Falle angesammelt haben, fur die eine DMARD-
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Therapie nicht suffizient war, um eine dauerhafte Remission oder
Krankheitsinaktivitdt zu erzielen. Im Verlauf der Erkrankung scheint eine
Progression des pramaturen Alterungsprozesses im Vergleich zu den Gesunden
und den JIA-Patienten der DMARD-Gruppe eingetreten zu sein, der durch den
erfolgreichen TNFi-Einsatz mdglicherweise zu einer nur zégerlichen Besserung

der Immunoseneszenz gefuhrt hat.

In der TNFi-Gruppe konnten die TRECs, das IL-7-Level und die relativen
Telomerlangen aufgrund von Limitationen im Blutvolumen leider nur von 2
Patienten bestimmt werden. Bei beiden Patienten zeigte sich eine deutlich
fortgeschrittenere Immunoseneszenz. Dieses Ergebnis musste in weiteren
Studien bei einer groReren Probandenzahl Uberprift werden, um prazisere

Aussagen treffen zu kénnen.

Fir weitere Studien und Forschungsarbeiten ware die Entwicklung der
Immunoseneszenz-Parameter bei noch langerer TNFi-Einnahmedauer von
Interesse, aber auch die Isolierung der Tregs und die Messung von TRECs,

relativer Telomerlange und IL-7-Level flr groRere Patientenkollektive.

Sollte die Verlangsamung der Progression oder gar die Rekonstitution der
pramaturen Immunoseneszenz mdglich sein, hatte dies signifikante
Auswirkungen auf die Prognose der Patienten. So kdnnten gesteigerte Morbiditat
und Mortalitat, bspw. durch altersbedingte Erkrankungen wie Karzinome oder
kardiovaskulare Ereignisse, durch die Rekonstitution des Immunsystems wieder
reduziert werden [114]. Dies wurde den mdglichst frihen Einsatz von Biologika
erforderlich machen und die Notwendigkeit der Erforschung von validen
Biomarkern verstarken, die eine Aussage uber das Therapieansprechen
ermoglichen. Somit konnte insbesondere bei Risikopatienten frihzeitig auf die
fortschreitende, pramature Immunoseneszenz eingewirkt und die biologischen
Eigenschaften der Krankheit modifiziert werden. Durch die Arbeitsweise ,hit hard
early, step down® und valide Biomarker konnten somit die pramaturen

Veranderungen des Immunsystems im Ansatz gestoppt werden.
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5. Zusammenfassung

Bei juveniler idiopathischer Arthritis konnte eine pramature Immunoseneszenz
nachgewiesen werden [143, 232]. Ein Erklarungsmodell ist, dass die pramature
Immunoseneszenz den primaren Defekt darstellt, der das Immunsystem zum
Versagen der Selbsttoleranz fuhrt. Eine andere Deutungsmoglichkeit stellt die
pramature Immunoseneszenz als Folge von chronischer Stimulation und

Aktivierung des Immunsystems durch die Autoimmunerkrankung selbst dar [113].

In dieser Arbeit wurden die Immunoseneszenz-Parameter (naive T-Zellen, RTE,
IL-7-Level, TRECs, relative Telomerlange, Ki-67-Expression) von JIA-Patienten
- unterteilt in eine DMARD-Gruppe und eine TNFa-Inhibitor-Gruppe - mit denen

von gesunden Vergleichsprobanden verglichen.

Die fortgeschrittenere Immunoseneszenz in der Gruppe der Gesunden konnte
mdglicherweise durch vermehrte chronische Virusinfekte erklart werden, die
jedoch in dieser Arbeit nicht erfasst wurden. Wie in einem Fallbericht anhand
einer erfolgreichen JIA-Schub-Therapie gezeigt [236], konnte in der vorliegenden
Arbeit eine potenzielle Rekonstitutionsfahigkeit mit Verbesserung der
Immunoseneszenz-Parameter bei DMARD-Therapie demonstriert werden. So
trat ein hoherer Anteil an naiven T-Zellen und an RTE auf, was vermuten lasst,
dass der fortschreitende Verlust der Thymusfunktion bei Patienten mit

Autoimmunerkrankung reversibel sein kdnnte.

Bei Vergleich der TNFi-Patienten mit der DMARD-Gruppe konnte eine weiter
fortgeschrittene Immunoseneszenz festgestellt werden. Dies kdnnte durch die
Ansammlung von schwereren, DMARD-refraktaren Patienten, aber auch durch
die unterschiedliche, aber nicht-signifikante Altersverteilung bedingt sein. Bei
langerer Einnahmedauer des TNFa-Inhibitors zeigte sich ein tendenziell
starkeres Auftreten von naiven T-Zellen und RTE, kombiniert mit einem
Nachlassen der differenzierteren Subpopulationen. So scheinen TNFa-
Inhibitoren die Fahigkeit zu besitzen, die pramature Immunoseneszenz positiv zu
beeinflussen oder zumindest eine Verlangsamung des pramaturen

Alterungsvorgangs zu bewirken.
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Abb.1:

Abb.2:

Abb.3:

Abb.4:

Abb.5:

Darstellung der potenziellen Rolle des Mikrobioms in der Pathogenese der JIA
(entnommen aus [42], mit Genehmigung von Springer Nature). Mikrobielle Dysbiose kann
zu einer Dysregulation des Immunsystems fiihren, was die Integritdt der Mukosa
herabsetzt und durch molekulare Mimikry eine Aktivierung des Immunsystems bewirkt.
Durch die veranderte Mukosa-Permeabilitdt kann auch die Richtung der T-Zell-
Differenzierung hin zu einem effektorischen TH1-/TH17-Profil beeinflusst werden.
Zusammen mit genetischer Suszeptibilitdt und exogenen Triggerfaktoren konnten
hieraus Autoimmunitat und Gelenkentzlindung resultieren. ...........ccccccoviieennieeninen. 13
Klinische Manifestationen von Immunoseneszenz (eigene Abbildung). Graphische
Darstellung der klinischen Manifestationen der Immunoseneszenz bei alternden
Patienten: es konnten eine niedrigere Antikorper-Antwort auf Vakzinationen, der Verlust,
»Selbst“ von ,fremd” unterscheiden zu kénnen, erhdhte Antikérper-Werte, die oligoklonale
Expansion von CD8-positiven Zellen, Veranderungen im Zytokin-Profil zu einem
chronisch-inflammatorischen Profil und eine hdhere Suszeptibilitdt zu Infektionen mit
héherer Morbiditdt und Mortalitat festgestellt werden. ..., 31
Zelluldare Immunoseneszenz der T-Zellen (eigene Abbildung). Im Rahmen der
Immunoseneszenz kommt es zu einer Involution des Thymus. Dadurch werden weniger
rezente Thymusemigranten (RTE) und in Folge auch naive T-Zellen ausgeschittet.
Kompensatorisch proliferieren periphere CD45RA-CD45R0O+ Memory-T-Zellen. T-cell
receptor excision circles (TRECs), die in naiven, aus dem Thymus stammenden T-Zellen
zu finden sind, und die relative Telomerlange (RTL) nehmen im Laufe der Seneszenz ab,
bedingt durch den geringeren Thymus-Output und die gesteigerte periphere Proliferation.
Zudem kann ein vermehrtes Auftreten von spezifischen und reifen T-Zellen mit einer
oligoklonalen Expansion von CD28- Zellen beobachtet werden. .............ccococooiiei. 33
Expression der Oberflichenmarker und Zytokine in den T-Zell-Subpopulationen,
modifiziert nach [139]. Definition der Charakteristika in den T-Zell-Subgruppen anhand
ihres individuellen CD45RA-, CD28- und CCR7-Profils. In den beiden
Koordinatensystemen ist der Verlauf der Oberflachenmarker und der Zytokine gegen die
Hohe der relativen Expression aufgetragen, wobei die farbzuordnende Legende am
rechten Abbildungsrand zu finden ist. Mit zunehmender Antigenerfahrung verkurzt sich
die Telomerlange (2. ZEIlE).....cco i e 41
Differenzierungspfade der T-Helferzellen (eigene Abbildung). Unter Einfluss eines
spezifischen Zytokinmilieus (Pfeil) wird Gber STAT ein spezifischer Transkriptionsfaktor
aktiviert, was zur Differenzierung hin zu einer TH1-, TH2-, TH17- oder einer Treg-Zelle

fuhrt. Unterhalb der T-Helferzelle (Kreis) sind die charakteristischen Zytokine aufgelistet.



Abb.6: Bildung der TRECs im Rahmen des TCRa-Rearrangements, modifiziert nach [141]. Die

Abbildung zeigt eine vereinfachte Darstellung des TCR®&-Lokus, der von den
unterschiedlichen Segmenten des TCRa-Lokus umgeben wird. Im Rahmen des TCRa-
Rearrangements bildet sich ein einzelner TREC, der eine einzigartige single joint-
Sequenz enthalt (sjTREC). Der zweite coding joint TREC (cjTREC) wird nach der

Bindung von Va an Ja geformit. .........oooiiiiiiiiic e 49

Abb.7: Alter und CMV als treibende Krafte des Seneszenz-Prozesses von angeborenem und

Abb.8:

adaptivem Immunsystem, modifiziert nach [227]. Steigendes Alter zusammen mit CMV-
Seropositivitat treibt die Seneszenz des angeborenen und adaptiven Immunsystems
voran. Dies kann zur Pathogenese von Kkardiovaskuldren Erkrankungen,
Autoimmunerkrankungen oder Malignitaten flhren, AbstofR3reaktionen oder erhohte
Morbiditdt und Mortalitdt bei Transplantation verursachen bzw. zu einer starkeren
Gebrechlichkeit und einem erhdhten Risiko, friihzeitig zu versterben, beitragen. ......... 56
Erklarungsmodell fir Autoimmunitdt anhand von pramaturer Immunoseneszenz,
modifiziert nach [114]. Durch Faktoren wie Infektionen, Seneszenz-Mechanismen,
Apoptose-Defekte und weitere bislang noch unbekannte ex- und intrinsische Faktoren
kann der Output des Thymus reduziert werden. Kompensatorisch proliferieren die
peripheren, postthymischen Zellen. Als Folge manifestieren sich Merkmale der
pramaturen Immunoseneszenz, wie der Verlust von CD28, kurzere Telomerlangen und
eine abnehmende TREC-Anzahl in naiven T-Zellen. Daraus kdnnte das Nachlassen der

T-Zell-Regulation und der Selbsttoleranz und schlief3lich Autoimmunitat resultieren.... 60

Abb.9: Herstellung der Verdiinnungsreihe nach Herstellerangabe (eigene Abbildung). In das erste

Tube wurden 8 yL Standard zu 592 uL PBS gegeben, um eine Konzentration von
1000 pg/ml zu erzielen. In Tube 2 bis 6 wurden jeweils 400 uL PBS vorgelegt. Zur
Herstellung der Verdinnungsreihne wurde aus jedem Tube nach grundlicher
Resuspension jeweils 200 uyL entnommen und dem Tube der nachsten

Verdinnungsstufe hinzugegeben. Das 6.Tube enthalt nur PBS.............ccccciiiiiii. 81

Abb.10: Graphische Darstellung der JIA-Verteilung in der DMARD- und TNFa-Inhibitor-Gruppe.

Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der JIA-Subtypen der DMARD-Gruppe (n=26)
und TNFa-Inhibitor-Gruppe (n=12), bezogen auf die JIA-Gesamtpopulation (n=38). ... 87

Abb.11: Proportionale Verteilung der CD4-positiven T-Zellen in HC, DMARD und TNFi.

Prozentualer Anteil der CD4-positiven T-Zellen in den Gesunden, den JIA-Patienten der
DMARD- UNd der TNFi-GrUPPE. ...eeeeieeeeiiieieee e e e e e e e e e e eeeae e e e e e e e aannnes 91

Abb.12: FACS Gating-Strategie fur die Subpopulationen. In der Abbildung ist dargestellt, wie

anhand der Auspragung der Oberflachenmarker CD45RA, CD28 und CCR7 die
Subpopulationen definiert und mittels der FACS Diva Software weiter untersucht wurden.
Als Fluorochrome wurden CD4 APC, CD8 PerCP5.5, CCR7 APC-Cy7 und CD28 PE-Cy7
verwendet. Die Werte werden als Prozente der Parent-Generation bzw. bei CCR7 der

Grandparent-Generation (also in Bezug auf CD4/CD8) angegeben...........cccccceeeeeeenn. 92



Abb.13a-i: Reprasentative FACS-Punktdiagramme fir die CD4-positiven (b,e,h) und CD8-
positiven (c,f,i) Subpopulationen in HC, DMARD und TNFi. FACS-Dotplots von 3
reprasentativen Probanden der Gesunden (a-c), der JIA-Patienten der DMARD-Gruppe
(d-f) und der JIA-Patienten der TNFi-Gruppe (g-i). Nach Gate-Inversion der Zombie-
positiven PBMCs (Daten nicht gezeigt) wurden die Zellen nach Expression von CD4 und
CD8 untersucht und die jeweils positiven Zellen - mit Ausschluss der CD4-/CD8-
doppelpositiven Zellen - nach Auftreten der Marker CD28 und CD45RA weiter
differenziert. Naive Zellen definierten sich durch CD28+ CD45RA+, Memory als CD28+
CD45RA-, Effektor durch CD28- CD45RA- und TEMRA durch CD28- CD45RA+. ....... 93

Abb.14a-j: Proportionale Verteilung der CD4-positiven Subpopulationen in HC, DMARD und
TNFi. Prozentualer Anteil der CD4-positiven T-Zellen unterteilt in die Subpopulationen in
den Gesunden, den JIA-Patienten der DMARD- und der TNFi-Gruppe. ......ccccccceeeennne. 95

Abb.15: Proportionale Verteilung der CD8-positiven T-Zellen in HC, DMARD und TNFi.
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lll.1. Zusammenfassende Tabellen (Tabellen 15-27)

Auf den folgenden Seiten werden die Haufigkeiten der zellularen und Zytokin-
Verteilung aufgefuhrt. Es wird der Mittelwert (Mean), die Standardabweichung
(SD), der Median, der minimale (Min) und der maximale Wert (Max) sowie die
Interquartilenrange (Perzentilen P25, P75) bei den Gesunden (HC, n=17), den
JIA-Patienten der DMARD-Gruppe (DMARD, n=22) und den JIA-Patienten der
TNFi-Gruppe (TNFi, n=12) angegeben. Weiterhin werden die Signifikanzsni-
veaus zwischen den unterschiedlichen Gruppen aufgezeigt. p1: Signifikanz zwi-
schen HC und den Patienten mit DMARD, p2: Signifikanz zwischen HC und den
Patienten mit TNFa-Inhibitor, p3: Signifikanz zwischen der Patienten-Gruppe mit
DMARD und mit TNFa-Inhibitor.



Tabelle 15: Zusammenfassende prozentualen Verteilung der CD4-positiven Subpopulationen am iibergeordneten Gate in HC, DMARD und

TNFi mit Signifikanzen.

HC DMARD TNFi Signifikanzen
Zell- Mean SD Me- Min Max P25 P75 Mean @ SD Me- Min Max P25 P75 Mean SD Me- Min Max P25 P75 p1 p2 p3
typ dian dian dian
CcDh4 50,4 8,7 | 53,5 30,3 | 60,3 43,8 57,6 57,6 78 | 57,5 | 440 | 701 50,3 63,6 52,4 98 | 52,2 | 32,6 @ 675 46,5 58,2 | 0,024 | 0,811 0,123
CcDh4 55,7 11, | 53,0 | 36,5 | 784 48,2 64,0 59,2 12, | 59,6 | 23,5 | 80,9 53,2 67,4 52,4 17, | 51,1 27,8 | 852 41,1 60,3 | 0,243 | 0,444 | 0,074
Naiv 3 2 8
CD4 Naiv 10,3 10, 54 0,4 33,6 1,1 17,3 20,4 14, | 24,2 1,2 40,9 4,2 32,0 26,2 15, | 21,6 2,7 56,3 15,8 40,9 | 0,025 | 0,004 0,488
CCR7+ 7 5 5
CcDh4 38,0 12, | 36,3 | 155 | 61,0 28,1 49,3 36,4 12, | 34,9 | 152 | 74,1 29,3 43,2 42,9 16, | 43,3 | 12,5 | 62,2 32,5 58,1 0,566 | 0,325 | 0,127
Memory 3 6 8
CD4 3,9 3,3 3,3 0,3 11,4 1,2 6,1 6,7 6,2 34 0,8 21,5 2,3 11,0 6,5 2,4 6,4 2,4 9,8 43 9,1 0,190 | 0,024 | 0,309
zentrale
Memory
CDh4 34,1 10, | 33,3 | 13,1 57,5 24,3 42,8 29,7 12, | 28,1 12,1 72,6 221 31,9 36,4 15, | 357 | 10,1 58,3 24,0 49,3 | 0,081 | 0,444 | 0,068
Effektor 9 4 9
Memory
CcDh4 2,8 2,2 2,2 0,3 7,8 1,3 3,7 1,9 1,7 1,6 0,3 6,2 0,5 2,9 24 2,2 2,1 0,2 74 0,5 2,9 0,181 | 0,527 | 0,736
Effektor
CD4 0,2 0,2 0,1 0,0 0,7 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 0,0 0,5 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,0 0,5 0,0 0,3 0,769 | 0,499 | 0,657
Early
Effektor
CD4 2,6 2,0 21 0,3 7.1 1,3 3,7 1,8 1,6 1,4 0,1 6,0 0,5 2,7 2,2 21 1,7 0,1 7,0 0,4 2,7 0,138 | 0,394 | 0,763
Late
Effektor
CcDh4 3,5 43 2,5 0,5 17,1 1,0 3,7 2,5 2,4 1,6 0,2 8,2 0,7 4,2 2,3 1,6 2,0 0,2 54 1,0 3,3 0,528 | 0,845 | 0,790
TEMRA
CD4 3,3 4,2 2,3 0,4 16,3 0,7 3,6 21 2,1 1,1 0,1 75 0,5 3,5 1,8 1,2 1,5 0,2 4,0 0,7 2,5 0,347 | 0,444 | 0,845
TEMRA

CCR7-




Tabelle 16: Zusammenfassende prozentuale Verteilung der CD8-positiven Subpopulationen am iibergeordneten Gate in HC, DMARD und

TNFi mit Signifikanzen.

HC DMARD TNFi Signifikanzen
Zell- Mean SD Me- Min Max P25 P75 Mean @ SD Me- Min Max P25 P75 Mean SD Me- Min Max P25 P75 p1 p2 p3
typ dian dian dian
CD8 14,8 47 | 141 7,0 25,0 11,4 17,9 1,7 3,7 | 12,7 53 19,8 8,9 14,4 12,9 4,1 13,4 55 18,2 10,5 16,6 | 0,051 | 0,527 | 0,234
CcD8 47,2 15, | 47,9 | 23,4 | 68,1 33,9 61,0 62,5 10, | 62,8 | 31,7 | 77,8 56,3 71,2 51,5 15, | 52,7 | 29,4 | 83,1 37,9 59,8 | 0,002 0,679 | 0,018
Naiv 0 9 6
CD8 Naiv 11,0 10, 7.9 2,6 39,5 4,2 15,5 23,9 14, | 27,5 52 45,7 8,2 36,5 26,7 14, | 26,8 5,9 53,9 13,2 38,5 | 0,003 | 0,001 0,606
CCR7+ 1 6 7
CcD8 15,4 53 | 144 7.2 24,2 11,3 20,0 16,1 59 | 16,3 4.8 27,8 11,3 20,6 23,9 10, | 244 53 43,9 15,9 32,2 | 0,812 | 0,014 | 0,018
Memory 8
CD8 2,3 1,5 2,2 0,5 54 0,9 34 2,9 2,3 2,5 0,4 10,0 1,1 47 4,2 3,3 3,5 1,0 12,3 1,9 5,1 0,604 | 0,066 | 0,231
zentrale
Memory
CD8 13,1 53 | 12,9 43 23,0 9,9 16,5 13,2 5,1 12,8 43 23,0 9,1 17,4 19,8 8,7 | 21,3 3,6 31,7 13,1 26,2 | 0,989 | 0,027 | 0,021
Effektor
Memory
CcD8 12,6 8,9 | 10,2 3,8 32,6 6,0 15,4 6,8 3,3 6,3 2,0 12,7 4,5 10,0 9,8 52 | 101 1,6 19,6 5,9 13,3 | 0,017 | 0,711 0,087
Effektor
CD8 1,1 0,9 11 0,1 34 0,2 1,5 0,9 0,8 0,5 0,1 2,4 0,2 1,5 0,9 1,2 0,5 0,1 4,5 0,4 0,9 0,604 | 0,527 | 0,657
Early
Effektor
CD8 11,6 8,7 9,6 3,1 32,5 5,8 12,8 5,9 3,0 57 1,7 11,3 3,8 8,5 8,8 4,6 9,0 1,0 15,0 54 12,8 | 0,014 | 0,845 @ 0,058
Late
Effektor
CcD8 24,7 11, | 21,3 7.1 41,7 16,6 36,3 14,6 6,9 | 13,9 4.8 28,7 9,2 19,7 14,8 92 | 14,8 4.8 35,7 7,0 18,0 | 0,002 | 0,008 0,817
TEMRA 0
CD8 23,0 10, | 19,9 54 40,6 16,0 34,6 12,4 6,6 | 10,8 2,5 28,1 7,6 17,1 12,5 92 | 124 3,1 34,7 5,0 15,8 | 0,001 | 0,003 @ 0,631
TEMRA 7

CCR7-




Tabelle 17: Zusammenfassende prozentuale Verteilung der regulatorischen T-Zellen am libergeordneten Gate in HC, DMARD und TNFi mit

Signifikanzen.

HC

DMARD

TNFi

Signifikanzen

Zell-

typ

CD4
FoxP3+
CD4
CCRG6+
FoxP3+
CD4
Tregs
CD4
Tregs
CCRG6+
CD8
FoxP3+
CD8
CCR6+
FoxP3+
CcD8
Tregs
CD8
Tregs
CCR6+

Mean

0.3

0.1

28.6

0.2

0.0

0.0

2.9

SD

0.9

0.3

0.1

0.2

0.0

0.0

dian
1.2

0.2

0.1

28.6

0.2

0.0

0.0

0.0

Min

0.3

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

Max

3.2

0.3

100.

0.6

0.1

0.0

50.0

P25

0,7

0,1

0,0

0,0

0,1

0,0

0,0

0,0

P75

2,0

0,4

0,1

0,3

0,0

0,0

0,0

Mean

0.5

0.1

0.1

19.5

0.2

0.0

0.0

14

SD

0.2

0.1

0.1

0.2

0.0

0.0

6.9

dian
0.5

0.1

0.0

27

0.2

0.0

0.0

0.0

Min Max

0.1 1.0

0.0 0.5

0.0 0.2

0.0 100.

0.0 0.7

0.0 0.1

0.0 0.1

0.0 33.3

P25

0,3

0,1

0,0

0,0

0,1

0,0

0,0

0,0

P75

0,6

0,2

0,1

36,4

0,2

0,0

0,0

0,0

Mean

0,3

0,1

0,3

0,0

0,0

0,0

SD

0,7

0,2

0,1

0,1

0,0

0,0

0,0

dian
0,9

0,2

0,1

8,4

0,3

0,0

0,0

0,0

Min

0,2

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

Max

2,4

0,7

0,2

28,6

0,5

0,1

0,0

0,0

P25

0,4

0,1

0,0

0,0

0,1

0,0

0,0

0,0

P75

1.2

0,4

0,1

0,4

0,1

0,0

0,0

p1 p2

0.000 | 0,166

0.045 | 0,913

0.165 | 0,616

0.386 | 0,140

0.871 | 0,152

0.829 | 0,499

0.812 | 1,000

0.935 | 0,811

p3

0,014

0,092

0,503

0,572

0,092

0,595

0,836

0,851



Tabelle 18: Zusammenfassende prozentuale Verteilung der Haufigkeiten der rezenten Thymusemigranten und Chemokine am iibergeordne-

ten Gate in den unterschiedlichen Gruppen mit Signifikanzen.

HC DMARD TNFi Signifikanzen
Zell- Mean @ SD Me- Min Max P25 P75 Mean | SD Me- Min Max P25 P75 Mean @ SD Me- Min Max P25 P75 p1 p2 p3
typ dian dian dian
CcDh4 441 10, | 46,8 | 254 | 59,4 36,3 50,1 50,6 10, | 51,9 | 30,2 | 66,4 43,1 59,4 37,5 11, | 37,9 | 20,5 | 51,5 25,5 48,4 | 0,045 | 0,107 @ 0,003
CD31+ 1 3

5

CcDh4 53,2 77 | 53,1 415 | 69,8 48,0 58,1 65,1 89 | 657 | 412 | 814 60,5 69,9 69,3 75 | 70,2 | 549 | 80,0 63,2 76,3 | 0,000 @ 0,000 | 0,191
CD127+
CD4 25,9 70 | 259 12,6 | 398 21,5 30,9 34,9 96 | 355 | 18,1 57,3 28,5 411 27,4 96 | 26,6 | 125 @ 425 19,8 36,9 | 0,004 0,837 | 0,048
CD31+
CD127+
CcDh4 8,2 3,2 7,9 3,4 16,4 5,9 10,4 7,2 3,5 6,4 2,4 16,5 4,5 8,4 13,5 85 | 12,7 2,5 35,2 7,2 17,7 | 0,211 | 0,043 | 0,007
CCR6+
CcDh4 0,8 0,4 0,8 0,3 1,5 0,5 1,2 0,5 0,3 0,5 0,1 1,3 0,3 0,6 0,8 0,7 0,9 0,1 2,2 0,2 1,2 0,017 | 0,777 | 0,294
CXCR3+
CD4 0,1 0,1 0,1 0,0 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,0 0,2 0,0 0,1 0,3 0,2 0,3 0,0 0,6 0,0 0,5 0,051 | 0,059 | 0,006
CXCR3+
CCR6+
CD8 68,8 12, | 67,7 | 51,4 | 89,0 58,8 80,8 80,2 72 | 827 | 67,3 | 93,0 74,4 84,1 72,2 84 | 72,2 | 58,1 87,7 66,6 79,0 | 0,002 | 0,419 | 0,006
CD31+ 1
CD8 54,9 12, | 545 | 355 | 84,1 43,6 65,1 69,5 10, | 72,9 | 46,3 | 85,0 64,7 76,3 70,2 7,7 | 69,7 | 57,1 82,6 66,2 76,3 | 0,000 @ 0,001 0,986
CD127+ 7 0
CD8 44,4 12, | 439 | 25,6 | 70,2 32,4 53,7 59,4 11, | 60,9 | 29,3 | 77,9 51,8 67,7 55,0 93 | 555 | 37,7 @ 684 47,4 62,4 | 0,001 | 0,037 | 0,157
CD31+ 8 4
CD127+
CD8 2,3 1,4 1,9 0,7 55 1,2 3,0 2,8 1,5 2,6 0,4 6,3 1,7 3,8 52 2,9 4,5 1,4 11,6 3,2 7,2 0,232 | 0,001 0,007
CCR6+
CcD8 0,2 0,2 0,1 0,0 0,9 0,1 0,3 0,1 0,1 0,1 0,0 0,4 0,0 0,2 0,2 0,1 0,1 0,0 0,4 0,1 0,2 0,126 | 0,744 | 0,278
CXCR3+
CD8 0,1 0,2 0,0 0,0 0,9 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 0,0 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,481 | 0,370 | 0,771
CXCR3+

CCRG6+




Tabelle 19: Zusammenfassende prozentuale Verteilung der Haufigkeiten der TCRaf-positiven T-Zellen am iibergeordneten Gate in den unter-

schiedlichen Gruppen mit Signifikanzen.

HC DMARD TNFi Signifikanzen
Zell- Mean @ SD Me- Min Max P25 P75 Mean | SD Me- Min Max P25 P75 Mean @ SD Me- Min Max P25 P75 p1 p2 p3
typ dian dian dian
CcDh4 80,0 70 | 774 | 711 92,5 75,3 87,9 86,7 6,3 | 886 | 70,0 | 94,6 85,8 89,9 90,6 6,8 | 919 | 734 | 972 88,6 95,4 | 0,007 @ 0,000 | 0,018
TCRap+
CD127+ 55,0 93 | 552 413 | 752 48,1 60,1 65,8 10, | 67,4 | 32,3 | 82,9 61,8 711 69,9 79 | 71,5 | 56,1 80,5 62,0 76,9 | 0,000 | 0,000 | 0,231
in CD4 3
TCRaB+
CcDh4 37,0 89 | 394 18,9 | 493 28,1 43,6 46,2 10, | 471 23,1 64,5 39,5 53,4 36,3 10, | 36,0 | 21,2 | 50,5 254 46,5 | 0,008 | 0,945 @ 0,017
CD31+ 6 9
TCRap+
CD127+ 58,4 94 | 576 @ 448 | 826 51,6 63,9 68,9 11, | 71,2 | 33,5 | 88,2 63,3 75,4 72,9 95 | 742 | 57,3 | 86,6 65,7 79,0 | 0,001 | 0,001 0,276
in CD4 5
CD31+
TCRaB+
CcD8 79,1 86 | 787 H 638 | 914 70,8 87,2 86,9 66 | 886 | 71,0 | 971 82,2 92,2 89,2 6,3 | 90,7 | 69,8 @ 945 89,8 91,5 | 0,004 | 0,001 0,292
TCRap+
CD127+ 55,7 12, | 55,7 | 37,7 | 84,1 44,6 65,1 70,2 12, | 735 | 41,5 | 86,7 66,6 78,5 71,3 9,1 70,9 @ 53,9 | 839 67,5 78,0 | 0,001 | 0,001 0,817
in CD8 1 6
TCRaB+
CD8 60,4 12, | 59,5 | 352 | 76,8 50,7 73,6 72,3 10, | 73,3 | 47,2 | 91,7 66,3 78,9 66,8 93 | 67,7 | 46,5 818 64,6 72,8 | 0,003 | 0,260 | 0,094
CD31+ 6 1
TCRap+
CD127+ 59,6 11, | 585 | 415 | 87,5 51,1 67,6 71,9 13, | 755 | 36,1 86,7 67,9 81,0 74,1 8,1 75,7 | 58,4 | 839 67,4 81,6 | 0,003 | 0,001 0,929
in CD8 4 4
CD31+

TCRap+




Tabelle 20: Zusammenfassende prozentuale Verteilung der Haufigkeiten der TCRy&-positiven T-Zellen am libergeordneten Gate in den unter-

schiedlichen Gruppen mit Signifikanzen.

HC DMARD TNFi Signifikanzen
Zell- Mean @ SD Me- Min Max P25 P75 Mean | SD Me- Min Max P25 P75 Mean @ SD Me- Min Max P25 P75 p1 p2 p3
typ dian dian dian
CcDh4 0,5 0,3 0,3 0,1 1,3 0,2 0,7 0,8 1,3 0,3 0,1 5,8 0,2 0,9 0,8 0,7 0,7 0,1 2,5 0,3 1,1 0,867 | 0,183 | 0,327
TCRy&+
CD127+ 61,7 15, | 64,0 | 33,3 | 94,1 53,5 72,2 69,2 22, | 72,4 0,0 100, 59,6 84,1 711 16, | 72,3 | 26,3 | 91,6 67,2 80,7 | 0,112 | 0,053 | 0,763
in CD4 1 4 0 P
TCRyd+
CcDh4 0,1 0,1 0,1 0,0 0,3 0,0 0,1 0,4 0,7 0,2 0,0 3,1 0,1 0,4 0,3 0,3 0,2 0,0 1,2 0,0 0,4 0,033 | 0,059 | 0,929
CD31+
TCRyd+
CD127+ 49,5 27, | 50,0 0,0 83,4 33,3 70,0 68,2 26, | 72,9 0,0 100, 59,2 81,7 65,4 32, | 75,5 0,0 100, 55,1 87,2 | 0,033 | 0,053 | 0,736
in CD4 1 7 0 9 0
CD31+
TCRyd+
CcD8 0,8 0,9 0,5 0,0 3,6 0,4 0,7 11 1,3 0,9 0,0 6,0 0,3 1,3 1,3 1,0 11 0,0 34 0.4 2,1 0,319 | 0,126 | 0,423
TCRyd+
CD127+ 69,9 28, | 71,8 0,0 100, 58,8 100,0 66,4 30, | 76,2 0,0 100, 48,8 89,9 64,0 30, | 80,4 0,0 94,1 36,1 88,1 | 0,867 | 0,755 | 0,901
in CD8 1 0 5 0 3
TCRyd+
CcD8 0,5 0,6 04 0,0 2,5 0,3 0,6 0,7 1,2 0,5 0,0 55 0,1 0,8 0,8 0,6 0,7 0,0 1,9 0,3 1,3 0,819 | 0,167 | 0,217
CD31+
TCRyd+
CD127+ 75,0 28, | 81,8 0,0 100, 68,2 100,0 69,2 36, | 79,8 0,0 100, 59,4 100,0 67,7 32, | 81,2 0,0 100, 44,5 97,2 | 0,915 | 0,614 | 0,790
in CD8 6 0 4 0 3 0
CD31+

TCRyd+




Tabelle 21: Zusammenfassende prozentuale Verteilung der Haufigkeiten der Zytokine der CD4-positiven T-Zellen am iibergeordneten Gate in
den unterschiedlichen Gruppen mit Signifikanzen.

HC DMARD TNFi Signifikanzen

Zyto- Mean @ SD Me- Min Max P25 P75 Mean | SD Me- Min Max P25 P75 Mean @ SD Me- Min Max P25 P75 p1 p2 p3
kine n n n
dian dian dian
IFNy+ 0,7 0,7 0,6 0,1 3,4 0,4 0,8 0,3 0,2 0,2 0,0 0,9 0,1 0,3 0,4 0,2 0,4 0,1 0,7 0,2 0,6 0,000 | 0,043 | 0,087
in CD4
Naiv
IL17+ 0,1 0,1 0,1 0,0 0,4 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,0 0,4 0,0 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 0,8 0,1 0,3 0,279 | 0,245 | 0,028
in CD4
Naiv
IFNy+/ 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 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 1,000 | 0,711 0,709
IL17+
in CD4
Naiv
IFNy+ 0,2 0,2 0,1 0,0 0,5 0,0 0,3 0,1 0,1 0,0 0,0 0,3 0,0 0,1 0,2 0,1 0,1 0,0 0,4 0,1 0,2 0,117 | 0,556 | 0,010
in CD4
Naiv
CCR7+
IL17+ 0,2 0,3 0,1 0,0 0,9 0,0 0,4 0,1 0,2 0,1 0,0 0,5 0,0 0,1 0,2 0,1 0,2 0,0 0,4 0,1 0,3 0,305 | 0,471 0,037
in CD4
Naiv
CCR7+
IFNy+/ 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 0,1 0,0 0,0 0,3 0,0 0,0 1,000 | 0,711 0,709
IL17+
in CD4
Naiv
CCR7+
IFNy+ 11,8 48 | 11,4 2,8 21,1 9,0 14,4 8,1 52 8,3 0,7 18,2 4,2 10,4 7,6 5,9 57 0,7 21,2 3,6 11,9 | 0,021 | 0,030 | 0,709
in CD4
Memory
IL17+ 1,2 0,5 1,0 0,4 2,3 0,7 1,7 0,6 0,3 0,6 0,1 1,0 0,4 0,8 1,2 1,3 0,8 0,2 4,8 0,6 1,4 0,001 | 0,263 | 0,127
in CD4
Memory
IFNy+/ 0,2 0,2 0,1 0,0 0,5 0,0 0,3 0,1 0,1 0,1 0,0 0,2 0,0 0,1 0,2 0,3 0,0 0,0 1,0 0,0 0,3 0,063 | 0,419 | 0,873
IL17+in
CD4
Memory
IFNy+ 1,2 1,4 04 0,0 49 0,3 2,1 0,7 0,7 0,5 0,0 2,7 0,2 1,2 1,5 1,8 0,7 0,0 54 0,5 2,6 0,566 | 0,394 | 0,231
in CD4
Zentral
Memory




HC

DMARD

TNFi

Signifikanzen

Zyto-
kine

Mean

SD

Me-
dian

Min

Max

P25

P75

Mean

SD

Me-
dian

Min

Max

P25

P75

Mean

SD

Me-
dian

Min

Max

P25

P75

p1

p2

p3

IL17+

in CD4
Zentral
Memory

0,4

0,4

0,2

0,0

0,0

0,9

0,2

0,2

0,1

0,0

0,8

0,0

0,2

0,5

0,4

0,4

0,2

1,8

0,2

0,7

0,181

0,180

0,001

IFNy+/
IL17+

in CD4
Zentral
Memory

0,0

0,1

0,0

0,0

0,3

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

0,0

0,0

0,769

0,948

0,709

IFNy+
in CD4
Effektor

21,5

21,7

6,6

41,7

32,3

17,0

15,3

25

37,7

9,5

22,7

16,0

0,0

36,0

1.2

28,9

0,243

0,283

0,901

IL17+
in CD4
Effektor

1.1

0,0

4,0

0,4

0,8

0,6

0,0

2,9

0,4

1,2

1,7

2.1

0,9

0,0

6,2

0,0

2,9

0,200

0,983

0,736

IFNy+/

IL17+

in CD4

Effektor

0,3

0,5

0,1

0,0

2,0

0,0

0,4

0,1

0,0

0,0

0,4

0,0

0,1

0,3

0,7

0,0

0,0

2,2

0,0

0,3

0,117

0,283

0,873

IFNy+

in CD4
Early
Effektor

0,7

3,0

0,0

0,0

12,5

0,0

0,0

0,6

0,0

0,0

71

0,0

0,0

2,9

57

0,0

0,0

16,7

0,0

4,6

0,566

0,419

0,631

IL17+

in CD4
Early
Effektor

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,3

0,8

0,0

0,0

3,3

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,475

1,000

0,534

IFNy+/
IL17+

in CD4
Early Eff

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

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

1,000

1,000

1,000

IFNy+

in CD4
Late
Effector

23,2

25,5

6,9

448

33,4

20,1

16,4

2,6

47,5

12,9

17,5

0,0

38,3

1,4

30,3

0,624

0,303

0,683

IL7+

in CD4
Late
Effector

0,0

3.3

0,4

0,9

0,7

0,0

3,2

0,4

1,2

2,0

1,3

0,0

71

0,0

3,3

0,243

0,777

0,657




HC

DMARD

TNFi

Signifikanzen

Zyto-
kine

Mean

SD

dian

Min

Max

P25

P75

Mean

SD

dian

Min Max

P25

P75

Mean

SD

dian

Min

Max

P25

P75

p1

p2

p3

IFNy+/
IL17+

in CD4
Late
Effector

0,4

0,6

0,2

0,0

2,2

0,0

0,5

0,1

0,1

0,0

0,0 0,4

0,0

0,1

0,5

0,8

0,0

0,0

24

0,0

0,045

0,616

0,582

IFNy+
in CD4
TEMRA

4,7

4,7

3,4

0,8

20,0

2,2

59

2,3

2,2

1,7

0,0 7,4

0,5

41

6,3

8.4

3,7

0,0

29,2

0,6

0,027

0,811

0,217

IL7+
in CD4
TEMRA

0,2

0,4

0,0

0,0

0,0

0,3

0,5

0,0

0,0 4,0

0,0

0,2

0,3

0,4

0,1

0,0

0,9

0,0

0,790

0,679

0,683

IFNy+/
IL17+

in CD4
TEMRA

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

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,644

1,000

0,683

IFNy+
in CD4
TEMRA
CCRT-

5,3

52

3,8

0,8

21,9

2,3

6,5

3,1

3.2

2,0

0,0 10,5

0,6

6,1

8,0

9,2

4,9

0,0

29,7

0,8

14,5

0,063

0,913

0,179

IL17+
in CD4
TEMRA
CCRT7-

0,3

0,5

0,0

0,0

0,0

0,3

0,2

0,8

0,0

0,0 3,6

0,0

0,1

0,1

0,2

0,0

0,0

0,5

0,0

0,2

0,377

0,471

0,958

IFNy+/
IL17+

in CD4
TEMRA
CCR7-

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

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,812

1,000

0,845




Tabelle 22: Zusammenfassende prozentuale Verteilung der Haufigkeiten der Zytokine der CD8-positiven T-Zellen am iibergeordneten Gate in

den unterschiedlichen Gruppen mit Signifikanzen.

HC

DMARD

TNFi

Signifikanzen

Zyto-
kine

IFNy+
in CD8
Naiv
IL17+
in CD8
Naiv
IFNy+/
IL17+

in CD8
Naiv
IFNy+
in CD8
Naiv
CCR7+
IL17y+
in CD8
Naiv
CCR7+
IFN+/
IL17+

in CD8
Naiv
CCR7+
IFNy+
in CD8
Memory
IL17+
in CD8
Memory
IFNy+/
IL17+in
CD8
Memory
IFNy+
in CD8
Zentral
Memory

Mean

10,6

0,1

0,0

0,2

0,0

41,0

0,5

0,2

7,0

SD

7,2

0,1

0,1

0,2

0,0

0,5

0,2

9,2

Me-
dian
10,6

0,1

0,0

0,9

0,1

0,0

0,3

0,1

1,5

Min

1.1

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

9,7

0,0

0,0

0,0

Max

24,4

0,5

0,2

4,5

0,5

0,0

73,6

0,9

30,6

P25

4,2

0,0

0,0

0,1

0,0

0,0

26,7

0,1

0,0

0,6

P75

14,5

0,2

0,0

0,3

0,0

57,0

0,7

0,4

Mean

4,3

0,1

0,0

0,4

0,1

0,0

33,8

0,3

0,1

5,0

SD

3.8

0,1

0,0

0,4

0,1

0,0

0,3

0,1

6,2

dian
3,3

0,1

0,0

0,3

0,1

0,0

32,3

0,2

0,1

2,0

Min Max

0,1 14,5

0,0 0,4

0,0 0,1

0,0 1,5

0,0 0,4

0,0 0,0

6,3 68,5

0,0 1,1

0,0 0,3

0,0 24,1

P25

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

24,1

0,0

0,0

P75

6,0

0,1

0,0

0,5

0,2

0,0

0,4

0,2

7.4

Mean

5,6

0,3

0,1

0,4

0,0

0,8

0,2

8,8

SD

44

0,4

0,1

0,8

0,5

0,0

21,

0,7

0,2

7.5

dian
5,1

0,2

0,0

0,9

0,3

0,0

32,2

0,4

0,2

9,3

Min

0,4

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,9

0,0

0,0

0,0

Max

0,5

2,7

0,0

62,0

2,2

0,5

23,1

P25

0,1

0,0

0,4

0,0

0,0

0,2

0,0

2,0

P75

9,7

0,3

0,1

1,6

0,3

0,0

53,6

1.4

0,2

14,1

p1 p2
0,003 | 0,043
0,475 | 0,140

0,705 | 0,527

0,020 | 0,983

0,528 | 0,283

1,000 | 1,000

0,221 | 0,283
0,279 | 0,263

0,117 | 0,647

0,922 | 0,325

p3

0,511

0,021

0,327

0,009

0,080

1,000

0,790

0,023

0,261

0,127



HC

DMARD

TNFi

Signifikanzen

Zyto-
kine

Mean

SD

Me-
dian

Min

Max

P25

P75

Mean

SD

Me-
dian

Min Max

P25

P75

Mean

SD

Me-
dian

Min

Max

P25

P75

p1 p2

p3

IL17+

in CD8
Zentral
Memory

0,1

0,3

0,0

0,0

0,0

0,0

0,1

0,3

0,0

0,0 0,9

0,0

0,0

2,2

4,6

0,0

0,0

12,5

0,0

1.2

0,747 | 0,152

0,245

IFNy+/
IL17+

in CD8
Zentral
Memory

0,0

0,1

0,0

0,0

0,4

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

0,3

0,0

0,0

0,769 | 0,948

0,709

IFNy+
in CD8
Effektor

449

448

88,1

25,6

58,5

34,3

29,2

1.8 79,6

51,1

33,0

26,

26,6

0,0

71,2

7.2

59,9

0,124 | 0,303

0,790

IL17+
in CD8
Effektor

0,2

0,1

0,0

0,0

0,3

0,2

0,0

0,0 0,7

0,0

0,3

0,3

0,5

0,1

0,0

0,0

0,7

0,624 | 0,913

0,557

IFNy+/
IL17+
in CD8
Effektor

0,1

0,2

0,0

0,0

0,5

0,0

0,1

0,1

0,0

0,0 0,7

0,0

0,0

0,2

0,3

0,0

0,0

0,8

0,0

0,2

0,475 | 0,879

0,466

IFNy+

in CD8
Early
Effektor

6,7

8,7

2,9

0,0

28,6

0,2

14,3

5,9

0,8

0,0 40,9

0,0

7.3

7,3

14,

0,0

0,0

474

0,0

14,1

0,333 | 0,211

0,683

IL17+

in CD8
Early
Effektor

0,7

1,8

0,0

0,0

7.1

0,0

0,2

0,1

0,3

0,0

0,0 1,2

0,0

0,0

0,6

1,6

0,0

0,0

5,3

0,0

0,0

0,305 | 0,811

0,557

IFNy+/
IL17+

in CD8
Early Eff

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

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

1,000 | 1,000

1,000

IFNy+

in CD8
Late
Effector

48,5

49,1

88,1

64,1

39,2

39,2

1,8 81,0

21,8

55,1

35,1

31,1

0,0

73,8

8.4

62,2

0,200 | 0,211

0,657

IL7+

in CD8
Late
Effector

0,1

0,0

0,0

0,0

0,2

0,2

0,0

0,0 0,8

0,0

0,4

0,5

0,2

0,0

2,2

0,0

1,0

0,585 | 0,303

0,466




HC

DMARD

TNFi

Signifikanzen

Zyto-
kine

Mean

SD

Me-
dian

Min

Max

P25

P75

Mean

SD

Me-
dian

Min Max

P25

P75

Mean

SD

Me-
dian

Min

Max

P25

P75

p1 p2

p3

IFNy+/
IL17+
in CD8
Late
Effector

0,1

0,1

0,0

0,0

0,5

0,0

0,1

0,1

0,2

0,0

0,0 0,8

0,0

0,0

0,2

0,4

0,0

0,0

0,0

0,2

0,547 | 0,811

0,488

IFNy+
inCD 8
TEMRA

36,8

3,6

79,2

19,7

62,4

19,5

18,5

0.4 55,8

5,9

33,9

20,6

16,8

0,7

51,9

5,2

38,7

0,006 | 0,034

1,000

IL17+
inCD 8
TEMRA

0,2

0,1

0,0

0,7

0,0

0,3

0,1

0,0

0,0 0,9

0,0

0,2

0,1

0,0

0,0

0,3

0,0

0,2

0,163 | 0,107

0,736

IFNy+/
IL17+

inCD 8
TEMRA

0,1

0,1

0,0

0,4

0,0

0,2

0,0

0,0

0,0 0,4

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,012 | 0,003

0,534

IFNy+
inCcD 8
TEMRA
CCRT-

39,6

3.4

82,2

65,0

23,1

21,8

0,5 55,9

6,9

39,9

25,5

19,0

0,6

61,1

6,3

0,018 | 0,059

0,929

IL17+
inCD 8
TEMRA
CCRT7-

0,2

0,1

0,0

0,7

0,0

0,2

0,1

0,0

0,0 0,6

0,0

0,1

0,1

0,2

0,0

0,0

0,5

0,0

0,2

0,077 | 0,073

0,683

IFNy+/
IL17+in
cDs8
TEMRA
CCR7-

0,1

0,1

0,1

0,0

0,4

0,0

0,2

0,0

0,1

0,0

0,0 0,2

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,1

0,0

0,0

0,010 | 0,016

0,958




Tabelle 23: Zusammenfassende prozentuale Verteilung der Haufigkeiten der Zytokine der regulatorischen T-Zellen am iibergeordneten Gate

in den unterschiedlichen Gruppen mit Signifikanzen.
HC DMARD TNFi Signifikanzen

Zyto- Mean @ SD Me- Min Max P25 P75 Mean | SD Me- Min Max P25 P75 Mean @ SD Me- Min Max P25 P75 p1 p2 p3
kine dian dian dian

IL10+ 0,2 0,2 0,2 0,0 0,7 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,0 1,2 0,1 0,3 0,2 0,1 0,2 0,0 0.4 0,1 0,3 0,481 | 0,679 | 0,851
in CD4
IL10+ 0,0 0,1 0,0 0,0 0,3 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,2 0,1 0,2 0,0 0.4 0,1 0,2 0,401 | 0,527 | 0,986
in CD4

FoxP3+
IL10+ 3,9 6,1 0,0 0,0 16,7 0,0 9,1 5,6 12, 0,0 0,0 50,0 0,0 53 1,0 2,5 0,0 0,0 8,3 0,0 0,0 0,829 | 0,325 | 0,440
in CD4 4
Tregs
IL10+/ 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,1 12, 0,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,790 | 1,000 | 0,790
CCR6+ 5
in CD4
Tregs

IL10+ 0,6 0,6 0,2 0,0 2,3 0,1 0,8 0,3 0,4 0,2 0,0 1,9 0,1 0,3 0,5 0,4 0,3 0,0 1,6 0,2 0,7 0,371 | 0,845 | 0,195
in CD8
IL10+ 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 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,829 | 0,711 0,851
in CD8

FoxP3+
IL10+ 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 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,000 | 1,000 1,000
in CD8
Tregs

IL10+/ 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 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,000 | 1,000 1,000
CCR6+
in CD8
Tregs




Tabelle 24: Zusammenfassende prozentuale Verteilung der Haufigkeiten der Zytokine der RTE und der Chemokin-Rezeptor-positiven T-Zellen

am ubergeordneten Gate in den unterschiedlichen Gruppen mit Signifikanzen.

HC

DMARD

TNFi

Signifikanzen

Zyto-
kine

CcD4
CD31
IFNy+
CCR6+
in CD4
CcD31
IFNy+
CXCR3+
in CD4
CcD31
IFNy+
CCR6+/
CXCR3+
in CD4
CD31
IFNy+
CcD4
CD31
IL17+
CCR6+
in CD4
CD31
IL17+
CXCR3+
in CD4
CcD31
IL17+
CCR6+/
CXCR3+
in CD4
CD31
IL17+
IL17+

in CD4
CD127+
IL17+

in CD4
CD31+
CD127+

Mean

0,8

0,4

0,3

0,8

0,0

0,7

0,2

SD

0,7

5,8

0,0

0,4

0,2

dian
0,5

12,5

0,0

0,0

0,1

4,5

0,0

0,0

0,6

0,1

Min

0,1

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,2

0,0

Max

24

4,3

4,3

50,0

4,5

0,0

0,6

P25

0,3

5,8

0,0

0,0

0,1

0,0

0,0

0,0

0,4

0,0

P75

2,2

0,3

0,4

0,9

0,0

0,8

0,3

Mean

0,5

14,8

3.3

24

0,1

9,3

1,3

0,0

0,3

0,1

SD

0,4

5,0

4,6

0,1

4,3

0,0

0,2

0,1

dian
0,5

0,7

0,0

0,1

0,0

0,0

0,0

0,2

0,1

Min Max

0,0 1,6

18 | 444

0,0 16,7

0,0 16,7

0,0 0,4

0,0 36,4

0,0 20,0

0,0 0,0

0,0 0,9

0,0 0,4

P25

0,2

6,4

0,0

0,0

0,1

0,0

0,0

0,0

0,1

0,0

P75

0,7

3,9

1,9

0,1

15,4

0,0

0,0

0,4

0,1

Mean

4,2

0,5

14,1

3,1

0,9

0,8

SD

0,6

4,6

1,8

0,6

4,9

2,9

0,7

1.4

dian
0,9

12,6

2,7

0,6

0,3

6,4

0,0

0,0

0,9

0,2

Min

0,4

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,2

0,0

Max

2,6

48,7

12,9

49

2,0

47,6

14,0

9,5

24

4,9

P25

0,6

55

0,0

0,0

0,1

0,9

0,0

0,0

0,4

0,1

P75

1,6

27,6

8,4

3,0

0,8

23,2

7,4

0,0

1,6

0,7

p1 p2
0,277 | 0,066

0,570 | 0,419

0,516 | 0,128

0,329 | 0,195

0,055 | 0,195

0,570 | 0,647

0,645

0,325

1,000 | 0,711

0,000 | 0,159

0,171 | 0,146

p3

0,001

0,905

0,440

0,797

0,004

0,362

0,184

0,693

0,000

0,006



HC

DMARD

TNFi

Signifikanzen

Zyto-
kine

Mean

SD

Me-
dian

Min

Max

P25

Mean

SD

dian

Min Max

P25

P75

SD

dian

Min

Max

P25

P75

p1 p2

p3

IFNy+
in CD4
CCR6+

15,8

6,3

15,6

3,5

32,4

12,1

13,1

6,6

12,0

2,0 24,3

8,0

17,9

9,3

8,4

4,3

18,6

0,182 | 0,195

0,461

IL17+
in CD4
CCR6+

2,0

4,8

1,6

8,5

3,0

2,8

2,1

2,3

0,0 8,9

4,2

3.1

3,2

1.2

2,3

3,9

0,002 | 0,195

0,221

IFNy+
in CD4
CXCR3+

4,8

10,7

0,0

21,8

8,5

10,1

9,5

75

0,0 33,4

3,6

12,4

9,0

10,9

0,0

32,4

5,9

15,6

0,107 | 0,879

0,327

IL17+
in CD4
CXCR3+

0,8

11

0,0

2,4

0,0

1.2

0,0 6,6

0,0

1.4

3.4

21

0,0

12,5

0,2

0,685 | 0,073

0,092

IFNy+
in CD4
CCR6+
CXCR3+

29,8

30,0

0,0

50,0

19,7

42,9

27,8

0,0 77,8

35,7

16,1

0,0

39,0

6,5

0,570 | 0,038

0,132

IL17+

in CD4
CCR6+
CXCR3+

5,6

71

0,0

16,7

0,0

9,3

3.3

57

0,0

0,0 20,0

0,0

7.7

2,5

2,7

2,4

0,0

7.8

0,0

4.4

0,191 | 0,166

0,572

CcD8
CD31
IFNy+

21,9

17,0

17

9,5

34,0

10,8

9,2

0,5 42,6

4,5

13,6

78

12,8

2,7

26,4

55

19,8

0,012 | 0,128

0,327

CCR6+in
cbs
cD31
IFNy+

4,6

3,0

0,6

1,5

7,6

12,1

8,7

1,5 33,4

5,1

15,5

8,5

9,9

3,1

26,9

6,1

19,9

0,000 | 0,001

0,851

CXCR3+
in CD8
CD31
IFNy+

0,3

0,4

0,3

0,0

0,0

0,4

0,5

0,9

0,2

0,0 4,6

0,0

0,6

0,3

0.4

0,2

0,0

0,0

0,6

0,850 | 0,948

0,959

CCR6+/
CXCR3+
in CD8
CD31
IFNy+

0,1

0,1

0,0

0,0

0,4

0,0

0,1

0,2

0,7

0,0

0,0 3,1

0,0

0,2

0,2

0,3

0,1

0,0

0,9

0,0

0,4

0,588 | 0,166

0,420

CD8
CD31
IL17+

0,3

0,2

0,0

0,1

0,4

0,1

0,1

0,0 0,4

0,0

0,2

0,2

0,0

0,8

0,1

0,3

0,277 | 0,616

0,115

CCR6+ in
CcD8
CD31
IL17+

15,6

14,3

0,0

50,0

0,0

22,5

8,3

0,0

0,0 33,3

0,0

14,3

20,0

0,0

50,0

3,0

25,0

0,075 | 0,419

0,053




HC

DMARD

TNFi

Signifikanzen

Zyto-
kine

Mean

SD

Me-
dian

Min

Max

P25

P75

Mean

SD

dian

Min Max

P25

P75

Mean

SD

dian

Min

Max

P25

P75

p1 p2

p3

CXCR3+
in CD8
CD31
IL17+

4.1

9.2

0.0

0.0

28.6

0,0

3,6

0.6

3.0

0.0

0.0 14.3

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0.315 | 0,303

0,851

CCRG6+/
CXCR3+
in CD8
CD31
IL17+

2.8

71

0.0

0.0

26.7

0,0

0,0

0.7

3.2

0.0

0.0 14.3

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0.479 | 0,413

0,823

IL17+
in CD8
CD127+

0.2

0.3

0.2

0.0

0,0

0,3

0.2

0.2

0.0

0.0 0.6

0,0

0,3

0,5

0,5

0,3

0,1

0,2

0,5

0.312 | 0,047

0,010

IL17+

in CD8
CD31+
CD127+

0.2

0.3

0.2

0.0

0.9

0,0

0,4

0.2

0.3

0.1

0.0 0.8

0,0

0,4

0,6

0,8

0,3

0,0

2,6

0,2

0,8

0.988 | 0,082

0,037

IFNy+
in CD8
CCR6+

42.8

434

6.0

83.3

24,3

60,6

44.1

44.3

4.2 84.0

28,6

62,5

35,7

37,9

9,0

70,0

12,3

56,8

0.787 | 0,419

0,263

IL17+
in CD8
CCR6+

2.6

1.8

0.0

0,8

2,5

0.8

0.7

0.0 2.6

0,0

1,6

17

1,6

0,0

3,7

0,7

2,6

0.020 | 0,845

0,041

IFNy+
in CD8
CXCR3+

28.9

25.0

0.0

71.4

3,0

55,0

15.5

0.0

0.0 100.

0,0

20,0

18,4

0,0

71,4

0,0

30,6

0.042 | 0,419

0,327

IL17+
in CD8
CXCR3+

27

0.0

0.0

23.5

0,0

3,2

0.9

0.0

0.0 20.0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0.201 | 0,195

0,851

IFNy+
in CD8
CCR6+
CXCR3+

7.2

0.0

0.0

50.0

0,0

3,0

5.3

0.0

0.0 50.0

0,0

0,0

0,0

0,0

37,5

0,0

33,3

0.626 | 0,647

0,381

IL17+

in CD8
CCR6+
CXCR3+

4.3

9.6

0.0

0.0

25.0

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

0,0

0.356 | 0,444

1,000




Tabelle 25: Zusammenfassende prozentuale Verteilung der Haufigkeiten der Zytokine der TCR-positiven T-Zellen am iibergeordneten Gate in

den 3 Gruppen mit Signifikanzen.
HC DMARD TNFi Signifikanzen

Zyto- Mean @ SD Me- Min Max P25 P75 Mean | SD Me- Min Max P25 P75 Mean @ SD Me- Min Max P25 P75 p1 p2 p3
kine dian dian dian

IL17+ 0,6 0,4 0,4 0,1 1,3 0,2 1,0 0,2 0,2 0,2 0,0 0,8 0,1 0,3 0,8 0,8 0,6 0,0 21 0,2 1,7 0,001 | 0,802 | 0,015
in CD4
TCRap+
IL17+ 0,2 0,2 0,1 0,0 0,7 0,0 0,2 0,1 0,2 0,0 0,0 0,6 0,0 0,1 0,7 0,8 0,4 0,0 2,4 0,1 1,0 0,181 | 0,074 | 0,005
in CD4
CD31+
TCRap+
IL17+ 0,1 0,2 0,1 0,0 0,6 0,0 0,2 0,1 0,2 0,1 0,0 0,7 0,0 0,2 0,3 0,3 0,2 0,0 1,2 0,1 04 0,569 | 0,082 | 0,028
in CD8
TCRap+
IL17+ 0,2 0,2 0,1 0,0 0,7 0,0 0,4 0,1 0,2 0,1 0,0 0,8 0,0 0,1 0,4 0,5 0,2 0,0 1,4 0,1 0,3 0,421 | 0,397 | 0,058
in CD8
CD31+
TCRap+
IL17+ 4,1 8,7 0,0 0,0 28,0 0,0 2,8 2,8 4,6 0,3 0,0 16,6 0,0 4.1 11,2 10, 8,3 0,0 33,3 3,0 21,6 | 0,614 | 0,012 | 0,008
in CD4 8
TCRy&+
IL17+ 5,3 17, 0,0 0,0 66,7 0,0 0,0 3,0 10, 0,0 0,0 50,0 0,0 0,3 16,5 17, 9,4 0,0 50,0 0,0 31,5 | 0,725 | 0,028 | 0,012
in CD4 3 7 9
CD31+
TCRy&+
IL17+ 0,7 2,2 0,0 0,0 8,3 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,3 0,0 0,0 4,6 4,9 4,0 0,0 14,3 0,0 8,3 0,636 | 0,014 | 0,001
in CD8
TCRy&+
IL17+ 1,4 4,7 0,0 0,0 18,2 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,4 0,0 0,0 4,8 6,0 1,6 0,0 16,7 0,0 10,6 | 0,636 | 0,114 | 0,023
in CD8
CD31+
TCRy&+




Tabelle 26: Zusammenfassende prozentuale Verteilung der Haufigkeiten der Proliferation der T-Zellen am iibergeordneten Gate in den 3

Gruppen mit Signifikanzen.

HC

DMARD

TNFi

Signifikanzen

Prolifera-
tion

Ki-67+ in
CD4
Ki-67+/
IL17+
inCD 4
Ki-67+ in
Ch4
CD31+
Ki-67+ in
Ch4
CD127+
Ki-67+
inCD 4
CD31+
CD127+
Ki-67+/
IL17+
inCD 4
CD31+
CD127+
Ki-67+ in
CD 8
Ki-67+/
IL17+
inCD 8
Ki-67+ in
CDh 8
CD31+
Ki-67+ in
(o1 ]
CD127+
Ki-67+
inCD 8
CD31+
CD127+
Ki-67+/
IL17+
inCD 8
CD31+
CD127+

Mean

0,9

0,0

0,8

0,8

0,0

0,0

0,9

0,6

0,0

SD

0,9

0,0

0,0

0,6

0,0

0,7

0,7

0,0

Me-
dian
0,7

0,0

0,7

0,6

0,4

0,0

1,1

0,0

1,0

0,5

1,0

0,0

Min

0,1

0,0

0,1

0,0

0,0

0,0

0,3

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

Max

3,6

0,0

4.1

4,0

4,0

0,1

2,7

0,1

24

2,4

3.9

0,1

P25

0,3

0,0

0,4

0,2

0,1

0,0

0,7

0,0

0,3

0,0

0,1

0,0

P75

0,8

0,0

2.1

0,0

Mean

0,4

0,0

0,5

0,3

0,3

0,0

0,8

0,0

0,5

0,5

0,7

0,0

SD

0,4

0,0

0,6

0,4

0,4

0,0

0,5

0,0

0,4

0,5

0,5

0,0

Me-
dian
0,3

0,0

0,3

0,2

0,1

0,0

0,7

0,0

0,5

0,4

0,5

0,0

Min Max

0,0 1,9

0,0 0,0

0,0 2,4

0,0 1.4

0,0 1,8

0,0 0,0

0,2 1,8

0,0 0,1

0,0 1,7

0,0 1.4

0,0 1,6

0,0 0,1

P25

0,2

0,0

0,1

0,1

0,0

0,0

0,5

0,0

0,2

0,2

0,2

0,0

P75

0,5

0,0

0,5

04

0,5

0,0

1,2

0,0

0,8

0,8

1,0

0,0

Mean

0,4

0,0

0,4

0,4

0,3

0,0

0,9

0,0

0,7

0,5

0,6

0,0

SD

0,4

0,0

0,4

0,5

0,4

0,0

0,7

0,0

0,4

0,5

0,5

0,0

Me-
dian
04

0,0

0,2

0,2

0,3

0,0

0,8

0,0

0,7

0,5

0,6

0,0

Min

0,1

0,0

0,0

0,1

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

Max

0,1

2,6

0,1

0,1

P25

0,1

0,0

0,2

0,1

0,1

0,0

0,6

0,0

0,3

0,3

0,3

0,0

P75

0,6

0,0

0,6

0,5

0,4

0,0

1.2

0,0

1,0

0,7

0,8

0,0

p1 p2

0,015 | 0,066

1,000 | 0,732
0,009 | 0,047
0,045 | 0,260

0,145 | 0,324

0,759 | 0,664

0,052 | 0,223

0,895 | 0,945
0,101 | 0,324
0,895 | 1,000

0,326 | 0,423

0,593 | 0,905

p3

0,657

0,709

0,657

0,444

0,511

0,444

0,631

0,986

0,403

0,683

0,986

0,736



Tabelle 27: Zusammenfassende Werteverteilung von IL-7, TREC und RTL in den 3 Gruppen mit Signifikanzen. *

HC DMARD TNFi Signifikanzen
Mean SD Me- Min Max P25 P75 Mean | SD Me- Min Max P25 P75 Mean @ SD Me- Min Max P25 P75 p1 p2 p3
dian dian dian
IL-7 7.9 4.4 8,9 1,0 12,9 3,8 12,1 39,3 11 54 2,3 396, 34 10,2 54,1 63, | 54,1 9,1 99,1 9,1 - 0,628 | 0,364 | 0,264
25 0 6
TREC 64,1 29, | 65,9 | 20,9 | 112, 39,8 97,4 138,0 | 92, 125, | 29,5 | 358, 69,7 193,1 29,2 1,3 | 29,2 | 28,3 | 30,1 28,3 - 0,019 | 0,103 | 0,023
2 2 1 3 4
RTL 1,0 0,3 1,0 0,5 1,7 0,9 1,1 1,4 1,4 1,1 0,5 6,7 1,0 1,4 1,2 0,3 1,2 1,0 1,4 1,0 - 0,111 | 0,641 0,947

* |L-7-Konzentrationen [pg/ml] in HC (n=10), DMARD (n=12) und TNFi (n=2); TREC-Anzahl auf 10.000 PBMCs in HC (n=11), DMARD (n=16) und TNFi (n=2); RTL: relativen Telomerlangen

in HC (n=11), DMARD (n=17) und TNFi (n=2) in Bezug auf eine Einzelgenkopie.
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