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1 Einleitung
1.1 Juvenile Idiopathische Arthritis

1.1.1 Klinische Manifestation und Klassifikation

Die Juvenile Idiopathische Arthritis (JIA) ist eine chronisch-inflammatorische Erkrankung
vorwiegend der Gelenke und nach aktuellen Kriterien der International League of Associ-
ations for Rheumatology (ILAR) definiert durch einen Krankheitsbeginn vor dem Alter
von 16 Jahren und einer Dauer von 6 Wochen ohne bekannte Ursache (1). Sie ist mit
einer geschatzten Inzidenz von 3,2-26/100000/Jahr in Europa die haufigste rheumati-
sche Erkrankung des Kindes- und Jugendalters (2-4). Allerdings handelt es sich bei der
JIA nicht um ein homogenes Krankheitsbild, vielmehr lassen sich gemaR der ILAR-Klassi-
fikation sieben Krankheitsentitaten anhand klinischer und serologischer Kriterien unter-

scheiden (5).

Die systemische Arthritis ist eine seltenere, aber gut abgegrenzte Unterform der JIA und
weist groRe Ahnlichkeit mit dem adulten Still-Syndrom auf. Gekennzeichnet ist sie durch
Arthritis mit simultan auftretenden oder vorausgehenden taglichen Fieberschiiben. Zu-
satzlich treten ein fllchtiges, lachsfarbenes Exanthem, generalisierte Lymphknoten-
schwellungen, Hepato-/Splenomegalie, sowie Serositis auf (5). Im Gegensatz zu den
meisten rheumatischen Erkrankungen des Kindesalters tritt sie gleich haufig bei Mad-
chen und Jungen auf und die Erkrankung kann bereits im ersten Lebensjahr beginnen.
Diese Merkmale sind eher bei autoinflammatorischen Erkrankungen als bei Autoimmun-
erkrankungen zu sehen (6). Wahrend in der Pathogenese autoimmuner bzw. rheumati-
scher Erkrankungen klonal expandierte T-Zellen, Autoantigene, antigenprasentierende
Zellen sowie teilweise Autoantikorper eine Rolle spielen, kommt es bei autoinflamma-
torischen Erkrankungen unabhdngig von Antigenen zu einer UberschieRenden Inflam-
mation aufgrund fehlerhafter Selbstregulationsmechanismen des Immunsystems. Die
Grenze zwischen Autoimmunitat und Autoinflammation ist jedoch nicht ganz scharf zu
ziehen (7). Bei der systemischen Arthritis wurde beispielsweise bislang kein eindeutiger

Zusammenhang mit autoreaktiven T-Zellen oder Autoantigenen festgestellt, was zu der
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Annahme fihren konnte, dass auch humane Leukozytenantigen-Molekiile (HLA) keine
Rolle in der Pathogenese spielen (6). Dennoch konnten Ombrello et al. eine starke Asso-
ziation der sJIA mit einem spezifischen HLA-Klasse-lI-Gen, HLA-DR1*11 finden (8). Die
Beteiligung von HLA Klasse Il als antigenprasentierendem Molekiil kdnnte bedeuten,
dass auch autoreaktive T-Zellen in der Pathogenese der sJIA eine Rolle spielen (6). Dis-
kutiert wird die Hypothese eines biphasischen Verlaufs der sJIA, in welchem die aber-
ante Produktion von IL-1 sekundadr zu einer pathologischen T-Zell-Aktivierung fiihren
kann, welche an der Aufrechterhaltung einer chronischen Arthritis beteiligt sein konnte
(9). Eine schwere und potenziell todliche Komplikation der sJIA ist das sogenannte Mak-
rophagenaktivierungssyndrom (MAS), bei dem es zu einer unkontrollierten, tiberschie-
Renden Inflammationsreaktion mit massiver Sekretion proinflammatorischer Zytokine
kommt. Klinische Charakteristika sind hohes, persistierendes Fieber, Hepatosplenome-
galie, generalisierte Lymphadenopathie und zentralnervése Fehlfunktionen; laborche-
misch bestehen insbesondere stark erhohte Ferritin-Werte, erhohte Transaminasen-

und Triglycerid-Level sowie eine Panzytopenie und erniedrigte Fibrinogen-Werte (10).

Die Oligoarthritis stellt in Europa die haufigste Subgruppe dar (11). Sie ist definiert durch
eine Arthritis von 1-4 Gelenken innerhalb der ersten 6 Krankheitsmonate. Bleibt die Er-
krankung auch nach diesen 6 Monaten auf 4 oder weniger Gelenke beschrankt, spricht
man von ,persistent’ Oligoarthritis, sind mehr Gelenke im weiteren Verlauf betroffen,
von ,extended’ Oligoarthritis (5). Charakteristischerweise handelt es sich um einen
asymmetrischen Gelenkbefall, wobei haufig die groRen Gelenke der unteren Extremitat
betroffen sind (11). Die Uveitis ist die haufigste extraartikulare Manifestation der Er-
krankung und scheint insbesondere mit einem jlingeren Erkrankungsalter (< 6 Jahre)

und Vorhandensein von Antinukledren Antikdrpern (ANA) assoziiert zu sein (12).

Sind schon innerhalb der ersten 6 Monate mehr als 4 Gelenke betroffen, wird von Poly-
arthritis gesprochen, welche wiederum in eine Rheumafaktor (RF)-negative und -posi-
tive Form unterteilt werden kann (5). Die Rheumafaktor-positive (RF+) Polyarthritis ist
von allen JIA-Entitaten am ehesten vergleichbar mit der adulten Form der seropositiven

rheumatoiden Arthritis und ist die einzige JIA-Form, in der Antikorper gegen zyklisches



citrulliniertes Peptid (CCP) gefunden werden konnten (13). Die Rheumafaktor-negative
(RF-) Form ist hingegen eine heterogenere Erkrankungsform, innerhalb derer wiederum
drei verschiedene Erscheinungsformen beobachtet werden kénnen. Eine dhnelt in ih-
rem symmetrischen Befallsmuster kleiner und groRer Gelenke der adulten RF-negativen
rheumatoiden Arthritis, hat einen spateren Erkrankungsbeginn und ist typischerweise
ANA-negativ. Der zweite, haufig ANA-positive Phanotyp mit einem friheren Erkran-
kungsbeginn dhnelt der Oligoarthritis. Bei der dritten Form handelt es sich um die soge-
nannte ,trockene Synovitis“, bei der eine ausgepragte Gelenksteifigkeit und Kontraktu-
ren und weniger Gelenkschwellungen im Vordergrund stehen und die schlecht auf me-

dikamentose Therapie anspricht (1, 11).

Die Enthesitis-assoziierte Arthritis (EAA) ist gemaR ILAR-Klassifikation charakterisiert
durch Arthritis in Verbindung mit Enthesitis, einer schmerzhaften Entziindung der An-
satze von Sehnen, Ligamenten, Faszien und Gelenkkapseln am Knochen (5, 14). Sie be-
trifft typischerweise Jungen ab dem Alter von 6 Jahren, von denen der liberwiegende
Teil positiv flir das HLA-B27-Antigen ist (11). Auch iliosakrale oder entziindliche lum-

bosakrale Schmerzen, sowie Uveitis dienen der Diagnosestellung (5).

Arthritis in Verbindung mit Psoriasis wird nach der ILAR-Klassifikation als einzelne Sub-
gruppe unter der Bezeichnung Psoriasisarthritis (PsA) zusammengefasst. Die Diagnose
kann auch ohne charakteristische psoriatische Hauterscheinungen gestellt werden, falls
zusatzlich zwei der folgenden Merkmale erfillt werden: Daktylitis, Tlipfelndgel oder
Onycholyse oder bekannte Psoriasis eines erstgradigen Verwandten (5). Dennoch kann
die Arthritis einer Psoriasis um Jahre vorausgehen, wodurch die Diagnose unter Umstan-
den verzogert wird (15). Es gibt dartber hinaus Hinweise, dass auch innerhalb dieser
heterogenen Patientengruppe zwei Erkrankungsformen anhand ihres Altersgipfels, dem
Auftreten von Daktylitis und ANA-Positivitat unterschieden werden kénnen: Eine dhnelt
inihrem jungen Erkrankungsalter und der hohen Rate ANA-positiver Patienten und Uvei-

tis der ANA-positiven Oligo- oder Polyarthritis, die andere ist assoziiert mit HLA-B27,



zeigt sich haufiger in Begleitung von Enthesitis und Daktylitis und mit axialem Befalls-
muster und kann somit am ehesten — wie auch die EAA und die Psoriasisarthritis des

Erwachsenen — dem Spektrum der Spondylarthropathien zugeordnet werden (14, 15).

Die letzte JIA-Kategorie ist die undifferenzierte Arthritis. In diese fallen Patienten, die
entweder die Kriterien fiir keine oder mehrere der oben beschriebenen Untergruppen
erfiullen (5). Da die Klassifikation durch wechselseitigen Ausschluss definiert ist, wiirde
beispielsweise ein Patient mit Psoriasis und Arthritis, der zusatzlich Zeichen von Enthe-
sitis zeigt und HLA-B27-positiv ist als undefinierte Arthritis klassifiziert, da er die Kriterien

fur EAA und Psoriasisarthritis erfallt.

Systemische Arthritis, EAA und RF+ Polyarthritis beschreiben also relativ homogene
Krankheitsbilder, die sich mit Erkrankungen des Erwachsenenalters, dem adulten M. Still,
den Spondylarthritiden und der RF+ rheumatoiden Arthritis vergleichen lassen. Bei Oli-
goarthritis, RF- Polyarthritis, Psoriasisarthritis und undifferenzierter Arthritis handelt es
sich dagegen wahrscheinlich eher um heterogene Patientengruppen und besonders die
Anzahl der betroffenen Gelenke und Psoriasis werden als Klassifikationskriterien kont-

rovers diskutiert (1).

1.1.2 Antinukledre Antikorper definieren eine klinisch homogene JIA-Subgruppe

Obwohl bei der JIA bereits verschiedenste Autoantikérper, unter anderem RF, anti-CCP
Antikorper und ANA mit erhdhter Pravalenz nachgewiesen wurden, ist deren diagnosti-
scher Stellenwert bei der JIA im Vergleich zu anderen Autoimmunerkrankungen bisher
begrenzt. Wahrend RF und anti-CCP Antikorper spezifisch fur die RF+ Polyarthritis zu
sein scheinen, kénnen ANA besonders in der Oligoarthritis-Gruppe, aber auch bei der
RF- Polyarthritis, Psoriasisarthritis und undifferenzierten Arthritis beobachtet werden
(13, 16). Ergebnisse einer Studie mit 971 JIA-Patientlnnen konnten zeigen, dass ANA-
positive Patientinnen innerhalb dieser JIA-Kategorien eine homogene Subgruppe bilden,
die sich durch einen friheren Erkrankungsbeginn, vorwiegend weibliches Geschlecht,
asymmetrischen Gelenkbefall und hohes Risiko fiir das Auftreten von Uveitis auszeich-

net (17, 18). Insbesondere in dieser Gruppe kann eine Uveitis anfangs asymptomatisch



sein, sodass bei positivem ANA-Titer besonderes Augenmerk auf konsequente Vorsor-
geuntersuchungen und friihzeitige Therapie gelegt werden sollte, um Komplikationen —
im schlimmsten Fall permanenten Visusverlust — zu verhindern (12). Genexpressions-
analysen zeigten zudem, dass Oligo- und RF- Polyarthritispatienten mit einem frithen
Krankheitsbeginn vor dem Alter von 6 Jahren eine charakteristische B-Zell-Signatur auf-
weisen, unabhangig von der Zahl der betroffenen Gelenke (19). Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass es sich bei Oligoarthritis und RF- Polyarthritis mit frihem Krankheitsbe-
ginn um die gleiche Erkrankung handelt. Die Wertigkeit neuer Klassifikationskriterien fiir
die JIA, die unter anderem ANA+ Patientinnen mit frihem Krankheitsbeginn unabhangig
von der Anzahl der betroffenen Gelenke unter eine Subgruppe zusammenfihren, wird
momentan untersucht (20). Es stellt sich zudem die Frage, ob dieser ANA+ Form der JIA
mit friihem Krankheitsbeginn neben einer phanotypischen Eigenstandigkeit auch eine
spezifische Pathogenese zugrunde liegt. Bislang konnten jedoch keine spezifischen

Zielantigene der ANA bei der JIA identifiziert werden.

1.2 Die Zellen des adaptiven Immunsystems

Im Kontext von Autoimmunerkrankungen sind besonders die Zellen des erworbenen
bzw. adaptiven Immunsystems, die T- und B-Zellen bedeutsam. Die Mechanismen zur
Generierung antigenspezifischer Rezeptoren und zur Differenzierung zwischen
»Selbst” und ,Fremd” unterscheiden sich grundlegend zwischen dem angeborenen und
adaptiven Teil des Immunsystems. Wahrend die Zellen des angeborenen Immunsystems
(Makrophagen, Granulozyten, dendritische Zellen, natirliche Killerzellen, Mastzellen)
pathogenassoziierte Muster (pathogen associated patterns, PAMPs) mithilfe einer be-
grenzten Zahl von nicht-varianten Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition
receptors, PRP) erfassen, zeichnen sich T- und B-Zellen zusatzlich durch in ihrer Spezifitat
hochvariable Rezeptoren fiir die Erkennung von Antigenen aus. Die Generierung dieser
hohen Variabilitdt der B- und T-Zell-Rezeptoren wird dabei durch eine somatische Re-
kombination von Gensegmenten bewerkstelligt (V-, D-, J-Rekombination). Bei Kontakt
mit dem passenden Antigen werden naive T- oder B-Zellen aktiviert, proliferieren und

differenzieren sich in verschiedene Typen von Effektorzellen. Einige der aktivierten T-
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oder B-Zellen entwickeln sich dabei zu Gedachtniszellen, welche beim wiederholten
Kontakt mit ihrem spezifischen Antigen schnell erneut zu Effektorzellen differenzieren
kénnen und so fir eine langanhaltende Immunitat gegeniiber pathogenen Erregern sor-
gen. Diese wichtige Fahigkeit des adaptiven Immunsystems wird als immunologisches
Gedachtnis bezeichnet (21). Die Grenzen zwischen angeborenem und adaptivem Im-
munsystem verschwimmen jedoch zunehmend und die Fahigkeit zur Bildung eines im-
munologischen Gedachtnisses gilt nicht mehr als exklusives Merkmal des adaptiven Im-
munsystems. Auch die Zellen des angeborenen Immunsystems kdnnen als Reaktion auf
exogene oder endogene Stimuli funktional reprogrammiert werden und so die Immun-
antwort beim zweiten Kontakt verandert werden. Diese Form des immunologischen Ge-

dachtnisses wird ,trained immunity” (trainierte angeborene Immunitat) genannt (22).

1.2.1 B-Zellen

B-Zellen sind die wichtigsten Vertreter der sogenannten humoralen Immunantwort. Die
von ihnen sezernierten Antikorper (Immunglobuline) konnen Pathogene und bakterielle
Toxine neutralisieren und so deren Eindringen in Zellen verhindern. Daruber hinaus die-
nen Antikdrper der Opsonierung von Krankheitserregern. Ist die Oberflache eines Pa-
thogens mit Antikdrpern besetzt, konnen Phagozyten mit Fc-Rezeptoren an den kon-
stanten Teil des Antikorpers (die Fc-Region) binden und das Pathogen phagozytieren.
Durch zusatzliche Komplementaktivierung durch Antikorper kann dieser Vorgang unter-
stltzt werden (21). Der B-Zell-Rezeptor (engl. B cell receptor, BCR) ist die membrange-
bundene Form des spezifischen Immunglobulins, welches B-Zellen nach ihrer Differen-
zierung in Plasmazellen sezernieren kénnen. Durch die sogenannte somatische Rekom-
bination, bei der Genabschnitte des BCR zufallsgesteuert rearrangiert werden, wird eine
extreme Variabilitdt an BCR-Spezifitaten erreicht, der Preis ist jedoch ein initial hoher
Anteil autoreaktiver, also gegen korpereigene Antigene gerichteter BCR (21). Deshalb
durchlaufen B-Zellen wahrend ihrer Differenzierung verschiedene Mechanismen der so-
genannten zentralen und peripheren Toleranz, die autoreaktive B-Zellen an der weite-
ren Entwicklung hindern sollen (23). Ein Versagen dieser Mechanismen kann zur Aktivie-

rung autoreaktiver B-Zellen und damit zu Autoimmunphdnomenen fihren.
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1.2.2 Differenzierung von B-Zellen

Alle groRen Populationen menschlicher peripherer B-Zellen kénnen anhand ihrer Ex-
pression von CD19 (engl. cluster of differentiation 19), CD20, IgD, CD27, CD38 und CD24
charakterisiert werden. Mit Hilfe dieser Marker kbnnen Transitionalzellen, reife naive B-
Zellen, B-Gedachtniszellen und Antikérper sezernierende Zellen unterschieden werden
(24). Das kostimulatorische Molekiil CD19 wird dabei (mit Ausnahme einer kleinen
Gruppe langlebiger Plasmazellen) von allen B-Zellen exprimiert und wird daher oft zur

Selektion der gesamten peripheren B-Zell-Population herangezogen (25).

Unreife Zellen , welche aus dem Knochenmark in die Peripherie entlassen werden, wer-
den als Transitional-B-Zellen bezeichnet (23). Ihr Phanotyp lasst sich beschreiben als
CD19+IgD'/*CD27-CD24++CD38++ (24). Wahrend ihrer weiteren Differenzierung durch-
laufen sie die Entwicklungsstadien T1, T2 und T3, welche sich durch ihre Relation von
CD24, CD38, CD10, CD9 und IgD/IgM unterscheiden lassen (24, 26). Im Anschluss ent-
stehen reife, naive CD19+CD27-IgD+ B-Zellen mit Herabregulation von CD24 und CD38
(24). Der GroRteil der naiven B-Zellen exprimiert gleichzeitig IgD und IgM, eine Herabre-
gulation von IgM kann jedoch bei BCR-Stimulation auftreten, sodass beispielsweise IgM'"
B-Zellen, die Kontakt zu Autoantigenen hatten, in geringem Mal3e bei gesunden Indivi-

duen und vermehrt in Autoimmunerkrankungen feststellbar sind (24, 27).

Im Rahmen der humoralen Immunantwort wird durch Antigenkontakt die Differenzie-
rung reifer, naiver B-Zellen in B-Gedachtniszellen und Plasmazellen ausgelost. Neben der
Antigenbindung an den BCR und Aktivierung der kostimulatorischen Molekiile CD19,
CD21 und CD81 wird dazu meist die Hilfe antigenspezifischer T-Helferzellen benétigt.
Binden diese mit ihrem TCR ihr spezifisches Antigen, welches ihnen mittels MHC-II-Mo-
lekll von der B-Zelle prasentiert wird, regen sie mittels CD40-Liganden und weiterer ko-
stimulatorischer Molekiile sowie Zytokinsekretion das Uberleben und die weitere Diffe-
renzierung der B-Zelle an. Im Gegenzug wird die T-Zelle durch Induktion der Transkripti-
onsfaktoren Bcl-6 und c-Maf via ICOS (inducible costimulator) zur weiteren Differenzie-

rung angeregt. Wahrend der Proliferation entstehen in den Keimzentren sekundarer



Lymphfollikel B-Zell-Klone, deren BCR durch somatische Hypermutation geringfligig ver-
andert wurden. Genauer gesagt werden einzelne Basenpaare in den Genen der V-Region
des BCR durch das Enzym aktivierungsinduzierte Cytidin-Desaminase ausgetauscht. Aus
diesen eng verwandten B-Zell-Klonen werden wahrend der Affinitatsreifung anschlie-
Rend diejenigen Klone selektiert, welche die hochste Affinitat zu ihrem Antigen aufwei-
sen (21). Hierbei spielen auch polyreaktive B-Zell-Klone, welche unter anderem auch ge-
gen korpereigene Antigene gerichtet sind, eine wichtige Rolle. Anstatt aussortiert zu
werden, werden sie in einem anergen Zustand gehalten und bieten einen wichtigen
Schutzmechanismus gegen Pathogene, welche Selbst-Antigene imitieren (28, 29). Bei
Antigenkontakt kdnnen sie in Keimzentren migrieren und zu einer héheren Bindungsaf-
finitat gegenliber dem pathogenen Antigen gelangen, was als ,,clonal redemption” be-

zeichnet wird (29).

Somatisch hypermutierte B-Zellen werden als B-Gedachtniszellen bezeichnet und durch
die Expression von CD27 charakterisiert (30). Wahrend naive B-Zellen nur eine Lebens-
dauer einiger Wochen besitzen, kdnnen Gedachtniszellen jahrzehntelang tiberleben und
bei Stimulation schneller und effizienter proliferieren und differenzieren als naive B-Zel-
len (31-33).Weiterhin kdnnen B-Gedachtniszellen danach beurteilt werden, ob sie einen
Immunglobulin-Klassenwechsel von IgD bzw. IgM hin zu IgG, IgA oder IgE durchlaufen
haben. Es werden also IgM+IgD+CD27+ nicht-klassengewechselte (non-switched me-
mory, NSM) von IgM-IgD-CD27+ klassengewechselten (switched memory, SM) B-Ge-

dachtniszellen unterschieden (30).

Zu den Antikorper sezernierenden Zellen gehoren Plasmablasten und Plasmazellen. Bei
Plasmablasten handelt es sich um proliferierende Zellen unterschiedlichen Differenzie-
rungsgrades. Plasmazellen hingegen gehdren zu den ruhenden, reifen Gedachtniszellen
(24). Im Blut zirkulierende, antikérpersezernierenden Zellen zeichnen sich durch hohe
Expression von CD38 und CD27 sowie fehlende Expression von IgD, CD20 (mit Ausnahme

von CD20+ Pre-Plasmablasten) und CD24 aus (24).

Regulatorische B-Zellen (Breg) besitzen die Fahigkeit proinflammatorische Monozyten
und T-Zellen zu hemmen und tragen so zum Erhalt des immunologischen Gleichgewichts
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bei (34). Regulatorische Funktion konnte innerhalb verschiedener B-Zell-Populationen
festgestellt werden und ist nicht mit der Expression charakteristischer Oberflachenmar-
ker verkniipft, sodass Breg am besten durch ihr Zytokinprofil, insbesondere IL-10 zu iden-

tifizieren sind (24, 34).

Eine kleine periphere B-Zell-Population des Menschen exprimiert kein CD27, obwohl sie
einen Immunglobulin-Klassenwechsel durchlaufen hat, wie durch ihren Verlust von IgD
und teils auch IgM erkennbar ist. Diese CD27-1gD- B-Zellen werden als doppelt-negative
(DN) B-Zellen oder als atypische B-Gedachtniszellen (atypical memory B cells, aMBC) be-
zeichnet (24). Bei Gesunden bildet diese Population einen Anteil von < 10 % aller CD19+
Zellen des Blutes, dieser kann jedoch beispielsweise bei Patienten mit systemischem Lu-
pus erythematodes (SLE) bis auf 40 % steigen (25). DN B-Zellen kdnnen weiter unterteilt
werden in CXCR5-CD21+CD11c- DN1 und CXCR5+CD21'°CD11c+ DN2 (25, 35). Bei DN1
handelt es sich vermutlich um friih aktivierte B-Gedachtniszellen, wohingegen DN2 Vor-
ganger antikérperproduzierender Zellen zu sein scheinen, welche aus neu aktivierten,
naiven B-Zellen durch extrafollikuldre Differenzierung entstanden sind (24, 25). Der Be-
griff ,,atypische Gedachtniszelle” ist daher unter Umstanden irrefiihrend, da es sich zu-

mindest bei DN2 eigentlich nicht um Gedachtniszellen handelt (24).

In einer wachsenden Zahl chronischer Infektions-, Autoimmun- und Autoinflammations-
erkrankungen des Menschen konnte eine Expansion aktivierter und/oder atypischer B-
Gedachtniszellen beobachtet werden (25, 35-41). Der Phanotyp dieser Populationen ist
heterogen, allerdings war im Gegensatz zu klassischen B-Gedachtniszellen haufig eine
niedrige Expression von CD21, CD23 und CD27, sowie die Expression von CD11c und des
Transkriptionsfaktors T-bet (T-box expressed in T cells) zu beobachten (40, 42). Phano-
typische Uberlappungen bestehen einerseits zu den oben beschriebenen DN2 B-Zellen,
andererseits zu sogenannten altersassoziierten B-Zellen (age-associated B cells, ABC),
welche initial in alternden Mausen sowie in SLE-Mausmodellen beschrieben wurden. Als
phanotypische Kriterien dieser ABC wurden ebenfalls eine fehlende Expression von

CD21 und CD23 sowie die Expression von CD11c definiert (43, 44). Die Expression von



CD11c und Herabregulation von CD21 wird maligeblich reguliert durch den Transkripti-
onsfaktor T-bet, welcher in Mausen als Folge von Stimulation via BCR und Toll-like Re-
zeptor (TLR) 7 in Verbindung mit IL-21 und IFN-y induziert zu werden scheint (45, 46).
Ein CD21'/T-bet+CD11c+ Phanotyp kann jedoch in verschiedenen B-Zell-Populationen
durch TLR7-Stimulation in Anwesenheit von IFN-y- und IL-21 induziert werden, sodass
diese Marker allein vermutlich eher fur einen aktivierten Status der B-Zellen als fiir eine
spezifische B-Zellpopulation stehen (24, 47). Die zusatzliche Bestimmung von CD27, IgD
bzw. 1gM erscheint daher ratsam zur Identifizierung ,atypischer B-Gedachtniszel-
len” bzw. DN2 B-Zellen (24). Bei Menschen wird T-bet in B-Zellen besonders durch BCR-
und TLR7-Signal in Verbindung mit IFN-y induziert und die IL-21-abhdngige Differenzie-
rung in Antikérper-sezernierende Zellen wird durch TLR-Stimulation und IFN-y ver-
starkt(48-50). Diese Erkenntnisse legen nahe, dass T-Helferzellen, durch Stimulation via
BCR, IFN-y und IL-21, in Verbindung mit TLR7-Signal, die entscheidende Rolle bei der
Entstehung von CD21"°T-bet" B-Zellen spielen (25, 49-51).

1.2.3 Die Rolle von B-Zellen in der Pathogenese der JIA

Das Auftreten von Autoantikérpern in bestimmten Subgruppen der JIA deutet darauf
hin, dass autoreaktive B-Zellen eine bisher unvollstandig aufgeklarte Rolle in der Patho-
genese der JIA spielen (52, 53). Im peripheren Blut von Oligo- und Polyarthritispatienten
wurde eine Expansion klassengewechselter B-Gedachtniszellen festgestellt, welche be-
sonders bei Patienten mit friihem Erkrankungsbeginn starker ausgepragt war (54). In der
Synovialflissigkeit konnte ebenfalls eine Akkumulation klassengewechselter B-Gedacht-
niszellen beobachtet werden, darunter auch antinukleare B-Zellen (52, 54, 55). Unter
den IgM-1gD- klassengewechselten B-Zellen waren auch CD27- DN B-Zellen (52). Die Ge-
dachtniszellen der Synovialfliissigkeit scheinen unabhangig von der Produktion von Au-
toantikorpern auch eine Funktion als antigenprasentierende Zellen zu haben und

dadurch eine Rolle bei der pathologischen Aktivierung von T-Zellen zu spielen (52).
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1.2.4 T-Zellen

Eine essenzielle Rolle in der Funktion des adaptiven Immunsystems spielen T-Zellen. Sie
werden als Vorlauferzellen im Knochenmark gebildet und wandern von dort in den Thy-
mus, wo sie durch NOTCH-Rezeptor-Signale auf die T-Zell-Linie festgelegt werden und
sich bereits friih in zwei Entwicklungslinien, die a:- und die y:6-Linie aufteilen. Die sich
dort entwickelnden, unreifen Lymphozyten werden auch Thymozyten genannt. Analog
zur B-Zell-Entwicklung entsteht der spezifische T-Zell-Rezeptor (engl. T cell receptor, TCR)
durch Genumlagerungen, beginnend mit den Genen der 3-Kette. Sind diese beendet und
beginnt die Umlagerung der Gene fiir die a-Kette, werden parallel die Ko-Rezeptoren
CD4 und CD8 exprimiert. Wahrend der weiteren Entwicklung miissen Mechanismen der
sogenannten positiven und negativen Selektion durchlaufen werden. Einerseits empfan-
gen nur diejenigen Thymozyten Uberlebenssignale, welche kérpereigene Peptid-MHC-
Komplexe binden kénnen (positive Selektion), andererseits flihrt eine zu starke Reaktion
auf Selbst-Peptid:Selbst-MHC-Komplexe zur Apoptose, sodass potenziell autoreaktive T-
Zellen beseitigt werden. Diesen Prozess Uberleben nur ca. 2 % der Zellen. Thymozyten
mit MHC-I-spezifischen Rezeptoren entwickeln sich dabei zu CD8+ zytotoxischen T-Zel-
len (CTL), wahrend Thymozyten mit MHC-lI-spezifischen Rezeptoren ihre CD8-Expres-

sion verlieren und sich zu CD4+ T-Helferzellen entwickeln (21).

1.2.5 Die antigenabhangige T-Zell-Aktivierung

Nachdem die Entwicklung der T-Zellen im Thymus abgeschlossen ist, werden sie als reife,
naive T-Zellen in das periphere Blut entlassen und rezirkulieren von dort in die sekunda-
ren lymphatischen Organe bis zum Kontakt mit ihrem spezifischen Antigen, welches
ihnen mittels MHC-Molekiils prasentiert werden muss. Wahrend beinahe alle kernhalti-
gen Zellen MHC-I-Molekiile besitzen, befinden sich die fiir die Antigenprasentation ge-
genliber CD4+ T-Zellen notwendigen MHC-II-Molekiile nur auf spezialisierten antigen-
prasentierenden Zellen (APC). Deren wichtigste Vertreter sind dendritische Zellen, da-
neben kénnen jedoch auch Makrophagen und B-Zellen eine antigenprasentierende

Funktion Gbernehmen (21).
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Fir die Aktivierung naiver T-Zellen sind drei Arten von Signalen notwendig (Abbildung
1). Das erste Aktivierungssignal ist der Antigenkontakt selbst. Dieser findet durch Bin-
dung des Peptid-MHC-Komplexes auf der APC mithilfe des TCR und der Korezeptoren
CD4 oder CD8 auf der T-Zelle statt. Die zweite Art von Signalen erhalten T-Zellen von
APC (iber kostimulatorische Molekiile. Hierdurch wird das weitere Uberleben der Zelle
wahrend der Aktivierung ermdoglicht. Zu den kostimulatorischen Molekiilen auf T-Zellen
gehoren beispielsweise CD28, ICOS, OX40 oder der CD40-Ligand. Kostimulatorische Mo-
leklle werden von antigenprasentierenden Zellen nicht konstitutiv, sondern nur nach
vorheriger Aktivierung exprimiert. Dies ist bedeutsam, da auch korpereigene Antigene
via MHC-Molekiil prasentiert werden. Durch fehlende kostimulatorische Signale wird je-
doch in der Regel verhindert, dass hierdurch autoreaktive T-Zellen aktiviert werden kon-
nen. Problematisch sind allerdings mit bakteriellen Adjuvanzien gemischte korpereigene
Antigene, da diese zur Aktivierung der antigenprasentierenden Zelle und Expression ko-
stimulatorischer Molekile fihren kdnnen. Das dritte Signal wird durch Zytokine tber-
mittelt und bestimmt den weiteren Differenzierungsweg der T-Zelle. Durch Stimulation
Uber diese drei Signalwege gemeinsam wird die klonale Expansion der T-Zelle ausgelost.
Dabei entsteht eine Vielzahl an T-Zellen mit identischer Antigenspezifitat, welche sich
anschliefend in T-Effektorzellen und -Gedachtniszellen differenzieren. Die T-Effektorzel-
len kdnnen anschlieRend das sekundar-lymphatische Organ verlassen und an den Ort

der Infektion migrieren (21).

Antigenerfahrene und naive T-Zellen kdnnen phanotypisch anhand von Unterformen
der Thyrosinphosphatase CD45 unterschieden werden. Bei Antigenkontakt wird deren
Isoform durch alternatives Spleien von Exons von CD45RA zu CD45R0 gewechselt. Na-
ive T-Zellen exprimieren zudem den Chemokinrezeptor CCR7, der ihnen die Zirkulation
in die T-Zell-Zonen der lymphatischen Gewebe ermoglicht. Wahrend T-Effektorgedacht-
niszellen (Tem) die Expression von CCR7 verlieren, bleibt sie in den sogenannten zentra-
len T-Gedachtniszellen (Tem) erhalten und erméglicht diesen so weiterhin die Rezirkula-

tion zwischen Blut und sekundar-lymphatischen Organen (21).
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Abbildung 1: Antigenabhangige Aktivierung von T-Helferzellen durch antigenprasentierende Zellen.
Durch die Bindung eines mittels MHC-II prdsentierten Antigens durch den T-Zell-Rezeptor und durch Kosti-
mulation via CD28 mittels CD80 und CD86 kommt es zur Aktivierung der T-Helferzelle. Dies ist Vorausset-
zung fir die weitere Differenzierung der T-Zelle. Zusatzliche kostimlatorische Molekile und das vorherr-
schende Zytokinmilieu bestimmen den weiteren Differenzierungsweg. Beispielhaft dargestellt sind die ko-
stimulatorischen Molekile (ICOS und OX40) sowie Zytokine, die eine Differenzierung in follikulare T-Helfer-
zellen (TFH) induzieren (56). IL-12 ist das Zytokin mit der groRten induzierenden Wirkung auf TFH-Molekule
wie IL-21, CXCR5, Bcl6, ICOS und c-Maf. TGF-B und Activin A bewirken synergistisch ebenfalls eine TFH-
Differenzierung. IL-23 und IL-6 haben supportive Funktion (56). Grafik adaptiert von Ueno, 2016 (56).

1.2.6 Polarisierung von CD4+ T-Helferzellen

Wahrend CD8+ CTL darauf spezialisiert sind, mit einem Pathogen infizierte Zellen zu er-
kennen und zerstoren, regulieren CD4+ T-Helferzellen eher die Funktion anderer Zellar-
ten. Diese vielfdltige Helferfunktion wird durch Zytokine vermittelt, die in unterschiedli-
chen Mustern von funktionell definierten Subgruppen von CD4+ T-Helferzellen sezer-
niert werden. Abhangig von ihrer jeweiligen Funktion und insbesondere ihres Zytokin-
musters werden diese in Tul, Tu2, Tul7, TH9, Tu22, regulatorische T-Zellen (Teg) oder
follikulare T-Helferzellen (Trn) unterteilt. Das Zytokinmilieu wahrend der antigenabhan-
gigen Aktivierung naiver T-Zellen vermittelt hierbei die Polarisierung und Funktion der

spateren T-Effektorzelle (21).
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Tul-Zellen sind proinflammatorische T-Zellen, die eine wichtige Rolle in der Immunitat
gegenuber intrazelluldaren Erregern spielen und sich unter anderem durch die Expression
von Interferon-gamma (IFN-y) und Tumornekrosefaktor a (TNF-a) auszeichnen. Die Dif-
ferenzierung in Tyl Zellen wird induziert durch IL-12, IFN-y und IL-2 und vermittelt unter
anderem durch die Transkriptionsfaktoren T-bet und STAT4 (signal transducer and acti-
vator of transcription 4). Das Signatur-Zytokin von Ty1-Zellen, IFN-y, tragt einen wichti-
gen Teil zur Pathogenese von Autoimmunerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ 1,
Multiple Sklerose und rheumatoider Arthritis bei, indem es die Expression von Toll-like
Rezeptoren in Zellen des angeborenen Immunsystems induziert, die Antigenprasenta-
tion (iber MHC-Molekiile fordert und zu gesteigerter Zytokinsekretion und Makropha-

genaktivierung fiihrt (57).

Tu2-Zellen sind besonders in epithelialen Geweben zu finden, wo sie an der Abwehr pa-
rasitarer Infektionen beteiligt sind. Sie werden charakterisiert tGber die Produktion von
IL-4, IL-5 und IL-13, sowie die Expression der Transkriptionsfaktoren GATA3 und STAT6.
IL-4 fordert die Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen und induziert Immunglo-
bulin-Klassenwechsel zu IgG1 und IgE und ist hierdurch an der Pathogenese von Aller-
gien und Asthma, aber auch Autoantikdrper-vermittelter Erkrankungen wie dem syste-

mischen Lupus erythematodes beteiligt (21, 57).

Tul7-Zellen werden durch IL-6, TGF-B, IL-1 und IL-23, vermittelt durch die Transkripti-
onsfaktoren STAT3 und RORyt (thymusspezifische Form des retinoic acid-related orphan
receptory), induziert und sind in ihrer physiologischen Funktion an der Bekampfung ext-
razellularer Bakterien und Pilze beteiligt. Durch Sekretion von IL-17 werden neutrophile
Granulozyten rekrutiert, B-Zellen unterstiitzt und vermehrt proinflammatorische Zyto-
kine freigesetzt, was Tn17-Zellen zu wichtigen Vermittlern organspezifischer Autoimmu-
nitat macht. Andererseits kénnen Tyl7-Zellen ebenso einen antiinflammatorischen Ef-

fekt durch die Induktion von IL-10-Sekretion haben (57).

Die Gegenspieler der proinflammatorischen T-Helferzellen sind regulatorische T-Zellen
(Treg). Durch Unterdriickung der T-Zell-Antworten tragen sie dazu bei, die Immunantwort
zu begrenzen und Autoimmunitdt entgegenzuwirken (21). Sie zeichnen sich durch die
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Produktion des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 und TGF-B (transforming growth
factor B), sowie durch die Expression von CD25 und der Transkriptionsfaktoren FoxP3

und STATS aus (57, 58).

Follikuldre T-Helferzellen (Ten) sind spezialisiert darauf, B-Zellen bei der Differenzierung
in B-Gedachtniszellen bzw. Plasmazellen Hilfe zu leisten und spielen eine entscheidende
Rolle bei der Bildung von Keimzentren in sekundar-lymphatischen Organen. Sie zeichnen
sich vor allem durch die Expression des Chemokinrezeptors CXCR5, welcher fiir die Lo-
kalisation dieser Zellen in die T-B-Zell-Zone von B-Zell-Follikeln bendtigt wird, sowie eine
hohe Expression der immunmodulatorischen Rezeptoren PD-1 (programmed cell death
protein 1) und ICOS aus (59). Bcl-6 (B cell CLL/lymphoma 6) ist der essenzielle Transkrip-
tionsfaktor fur die Tru-Linie und wird unter anderem durch die von dendritischen Zellen
sezernierten Zytokine TGF-B, IL-12 und IL-23 induziert (60, 61). CXCL13, der Ligand von
CXCR5, wird ebenfalls von Trn exprimiert und rekrutiert CXCR5+ B-Zellen in die Follikel.
IL-21 wird in groBen Mengen von Tru-Zellen gebildet, wobei PD-1 einen wichtigen Bei-
trag zur Produktion dieses Zytokins leistet (62). Daher steht IL-21 in enger Verbindung
zu Trw und wird haufig zur Charakterisierung dieser Zellpopulation mit herangezogen,
die Expression von IL-21 ist jedoch nicht auf Tey beschrankt, sondern konnte auch in NK-
Zellen, Tul, Tv2 und Ty17 gezeigt werden (63). IL-21 ist mit verantwortlich fiir die Keim-
zentrumsentwicklung und bewirkt B-Zell-Proliferation (59). Insbesondere induziert es je-
doch die Expression des Transkriptionsfaktors Blimp-1 in B-Zellen und bewirkt somit die
Differenzierung zu Plasmazellen (64, 65). Diverse Arbeiten schreiben IL-21 zudem einen
autokrinen Effekt auf das Uberleben von Ty zu, kommen jedoch zu uneinheitlichen Er-
gebnissen in Bezug auf das Ausmal? dieses Effekts (63). In aktuellen Differenzierungsmo-
dellen wird zwischen Keimzentrums-Tey (engl. germinal center T, GC-Ten) und Tew au-
Rerhalb von Keimzentren (non-GC-Tgy oder nur Ten) differenziert. GC-Tey weisen den aus-
gepragtesten Tey-Phdnotyp mit hoher Expression von CXCR5, ICOS, PD-1 und Bcl-6 auf
und unterscheiden sich auch in ihrem Zytokinprofil durch die ausgepragteste IL-21-Ex-

pression in Verbindung mit reduzierter IL-17- und IFN-y-Expression von non-GC-Tgn (59).
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1.2.7 CDA4+ T-Helferzellen in den Gelenken von JIA-Patienten

Auch in der Oligo-JIA haben Tz der SF vermutlich einen begrenzenden oder sogar riick-
bildenden Einfluss auf das Inflammationsgeschehen. Eine Expansion von CD4+CD25+ Treg
in der SF von Oligoarthritis-Patienten scheint mit einem giinstigeren Krankheitsverlauf

assoziiert zu sein (58).

Den grofSten Anteil der Tu-Zellen der Synovialflissigkeit bilden Ty1-Zellen. Weitaus sel-
tener sind hingegen Tu17-Zellen. Dennoch wird ihnen zunehmende Bedeutung in der
Pathogenese der JIA beigemessen. In Patienten mit aktiver JIA lassen sich in der Synovi-
alflissigkeit erhohte Zahlen von Tul7-Zellen und erhdohte Konzentrationen von IL-17A

nachweisen (66-68).

In diversen chronisch-inflammatorischen Erkrankungen konnten Tny17-Zellen beobach-
tet werden, welche sich in Richtung eines Th1l-Phanotyps entwickelt hatten (69). Auch
in der JIA exprimiert ein Teil der TH-17-Zellen der SynovialflUssigkeit zusatzlich zu IL-17
das Tw1-Signaturzytokin IFN-y. In vitro konnte gezeigt werden, dass sich Ty17-Zellen der
Synovialfliissigkeit von JIA-Patienten unter dem Einfluss von IL-12 und TNF-a in Richtung
eines Tul-Phanotyps entwickeln und ihre IL-17-Expression ganz verlieren kdnnen (68).
Diese sogenannten atypischen Ty1-Zellen sind von klassischen Tyl anhand ihrer persis-
tierenden Expression von CD161 zu unterscheiden. Auch bei der JIA scheint es sich bei
einem Teil der IFN-y exprimierenden Zellen nicht um klassische Tu1-Zellen, sondern ur-
spriinglich um Tuyl7-Zellen zu handeln, die unter dem Einfluss von IL-12 und TNF-a ihre

IL-17-Expression verloren und ein Ty1-Muster angenommen haben (68, 70).

1.2.8 Follikuldre T-Helferzellen in der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen

Trn zeigen eindrucksvoll die kritische Balance des Immunsystems zwischen Immundefi-
zienz und Autoimmunitat. Auf der einen Seite weisen beispielsweise bestimmte Patien-
ten mit variablem Immundefektsyndrom (CVID) einen Defekt des Korezeptors ICOS (in-
ducible co-stimulator) auf, welcher fir die Entwicklung und Aufrechterhaltung des Ten-
Phanotyps und die Generierung von Keimzentrumsantworten essenziell ist. Bei diesen

Patienten lasst sich eine deutlich gestorte Keimzentrumsentwicklung in Verbindung mit
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einem schweren Mangel an Gedachtnis-Tey-Zellen und B-Gedachtniszellen im Blut nach-
weisen. Ebenso gehen das Bruton-Syndrom (XLA) und das Hyper-lgM-Syndrom mit deut-
lich reduzierten Gedachtnis-Ten-Zellen im peripheren Blut einher (71). Auf der anderen
Seite beglinstigt eine GbermaRige Bildung bzw. Aktivierung von Tru-Zellen die Entwick-
lung von Autoantikdrpern in Autoimmunerkrankungen. Die Aktivierung von Trx kann da-
bei nicht nur in Keimzentren, sondern auch in Inflammationsgebieten — gegebenenfalls
in keimzentrumsahnlichen Strukturen (sogenannten ektopen Keimzentren) — stattfin-
den (56). Durch die inflammationsbedingte Gewebeschadigung ist die Umgebung dieser
ektopen Keimzentren mit kdrpereigenen Antigenen angereichert, sodass die Interaktion
von B-Zellen mit autoreaktiven Tey zu somatischer Hypermutation und somit zur Selek-

tion hochaffiner autoreaktiver B-Zellen fihren kénnte (56).

Neuere Studien deuten darauf hin, dass es sich bei im Blut detektierbaren CXCR5+CD4+
T-Zellen um zirkulierende Gedachtniszellform von Tew (cTrn) handeln kdnnte (72). Seither
konnten numerische Abweichungen dieser zirkulierenden Tru-Zellen mit diversen Auto-
immunerkrankungen wie dem systemischen Lupus erythematodes, dem Sjogren-Syn-
drom, Myasthenia gravis, der rheumatoiden Arthritis und Diabetes mellitus Typ 1 in Ver-
bindung gebracht werden (73-77). Im Vergleich dieser Studien fallen allerdings deutliche
Unterschiede im Phanotyp der beschriebenen cTry auf. cTew kOnnen anhand ihrer Ex-
pression von CXCR3 und CCR6 in weitere Untergruppen eingeteilt werden. CXCR3+CCR6-
Zellen ahneln Tyl-Zellen und werden daher haufig auch als cTryl bezeichnet, CXCR3-
CCR6- Zellen waren entsprechend als cTen2 und CXCR3-CCR6+ als cTryl7 zu bezeichnen
(56, 78). PD-1, ICOS und CCR7 dienen zusatzlich als Marker des Aktivierungszustands.
Bei PD-1MICOS+CCR7'°CXCR5+ Zellen handelt es sich um kiirzlich aktivierte cTFH, wohin-
gegen PD-1"°ICOS-CCR7"CXCR5+ Zellen eine ruhende cTru-Subpopulation bilden (56, 79,
80). Die Verschiebungen in der Zusammensetzung der genannten Subgruppen in den
verschiedenen Autoimmunerkrankungen korrelierten zum Teil mit klinischen Parame-
tern, der Expansion von Plasmazellen oder der Hohe von Autoantikorpertitern (73, 75,
76, 81, 82). Diese Veranderungen der Zusammensetzung schienen haufig durch Expan-
sion von PD-1" aktivierten cTry und/oder Uberwiegen der cTenl- und cTerl7-Phénotypen

zustande zu kommen (56). Es gibt Hinweise, dass sich die genannten Subpopulationen
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in ihrer Funktion in Bezug auf B-Zellen unterscheiden. Wahrend beispielsweise beson-
ders cTru2, aber auch cTryl7 die Differenzierung naiver B-Zellen zu Plasmablasten und
IgG-Sekretion induzieren konnten, wurde diese Fahigkeit bei cTen1 bisher nicht beobach-
tet (78, 81, 82). Viele der genannten Arbeiten fokussierten sich jedoch auf numerische
Analysen der cTey-Populationen, sodass dariiber hinaus bisher wenige Ergebnisse funk-

tioneller Untersuchungen vorliegen.

Klassische Try-Zellen werden allgemein tber die kombinierte Expression von CXCR5, Bcl-
6, PD-1, ICOS und IL-21 definiert, wobei Bcl-6 als der zuverlassigste Marker fir die Teu-
Linie gilt (63). Der Phdanotyp von T-Zellen, welche B-Zell-Hilfe in Inflammationsherden
von chronischen Autoimmunerkrankungen leisten und so vermutlich zu deren Pathoge-
nese beitragen, scheint jedoch heterogener zu sein. Im Kontrast zu ,klassischen” Teu-
Zellen der sekundar-lymphatischen Organe wurden in autoimmunen Mausmodellen
und auch bei Patienten mit chronisch-inflammatorischen- bzw. Autoimmunerkrankun-
gen sogenannte , periphere” T-Helferzellen (Ten) beschrieben (83, 84). In der Synovial-
flissigkeit von Patienten mit rheumatoider Arthritis wurden beispielsweise T-Zellen
identifiziert, welche zwar hohe Expression von PD-1, IL-21 und CXCL13, jedoch nicht Bcl-
6, ICOS oder CXCR5 zeigten (85).

Die Zytokine, welche bei der antigenabhangigen Aktivierung naiver T-Zellen die Diffe-
renzierung in Richtung Tru bewirken, Gberschneiden sich teilweise mit denjenigen, wel-
che auch die Differenzierung von Ty17- bzw. Tul-Zellen regulieren (61, 86). Besonders
IL-12 ist beim Menschen essenziell an der Entwicklung von Try beteiligt, induziert jedoch
Uber STAT4 Ubergangsweise auch bei Tyl-Zellen ein Tey-dhnliches Transkriptionspro-
gramm (87). Die weitere Entwicklung in eine der beiden Zelllinien wird durch zusatzliche
Transkriptionsfaktoren bestimmt (86). Dies weist auf eine mogliche Plastizitat zwischen
Tew und anderen T-Helferzell-Populationen hin. Obwohl Try der Keimzentren sekundar
lymphatischer Organe generell als distinkte Zelllinie gelten, ist fraglich, ob dies auch fiir
die Tew-ahnlichen T-Zell-Populationen in chronischen Inflammationsgebieten gilt. Bisher

ist unklar, ob diese peripheren T-Helferzellen aus Try hervorgehen oder ob es sich um
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andere Tu-Zelllinien handelt, welche einen Teu-dhnlichen Effektorstatus mit B-Helfer-

Funktion annehmen (83).

1.2.9 Modulare Betrachtung von CD4+ T-Helferzellen mit B-Helfer-Funktion

Die bisherigen wissenschaftlichen Arbeiten zur Rolle von Ty, cTry und weiteren Tey-dhn-
lichen Zellen lassen erkennen, dass es sich bei CD4+ T-Helferzellen mit B-Helfer-Funktion
im Kontext von Autoimmunerkrankungen nicht um eine einzelne, homogene Zellpopu-
lation handelt, sondern dass diese sich zwischen den Krankheitsentitaten deutlich in
Phanotyp, Polarisierung, und damit vermutlich auch in ihrer Funktion unterscheiden und
teilweise einer deutlichen Plastizitat zu unterliegen scheinen. Dies macht es schwer, ei-
nen universellen Biomarker-Satz fiir B-Helfer-Funktion zu definieren. Stattdessen soll in
dieser Arbeit eine modulare Betrachtungsweise von T-Helferzellen mit B-Helfer-Funk-
tion vorgeschlagen werden, welche die Charakterisierung von T-Zellen in folgende finf

,Dimensionen” unterteilt.

e Transkriptionsfaktoren: Anhand der Expression von Bcl-6, T-bet, Blimp-1, FoxP3,
RORyt, GATA3 und weiteren Transkriptionsfaktoren kénnen Riickschliisse auf die
Zugehorigkeit zu einer der Ty-Subpopulationen gezogen werden. Bcl-6 ist als
Master-Transkriptionsfaktor fiir die Tru-Differenzierung verantwortlich und steht
im reziproken Antagonismus zu Blimp-1, dessen Expression die Tgu-
Differenzierung inhibiert und die Differenzierung in non-Tgy, also alle anderen T-
Effektorzell-Populationen vermittelt (60). Bcl-6 kann auch die Master-Trans-
kriptionsfaktoren anderer Tu-Subpopulationen inhibieren, diese Antagonismen
sind jedoch nicht vollstandig. Es sind also Zellpopulationen mit dualen Charak-

teristika von Trn und non-Try moglich (59).

e Polarisierung und Zytokinprofil: Die Polarisierung von T-Zellen zu einem
bestimmten Zytokinmuster hat maligeblichen Einfluss auf die Interaktion mit B-
Zellen. 1L-21 gilt als Signatur-Zytokin von Trn und ist essenziell fiir B-Zell-Hilfe,
allerdings ist die Expression von IL-21 nicht auf TFH beschrankt, sondern kann

auch in anderen Ty-Populationen auftreten (88). Umgekehrt werden von Try auch
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charakteristische Zytokine von Tul (IFN-y), Tu2 (IL-4) und Tw17 (IL-17) exprimiert,

wenn auch auf einem niedrigeren Level (88).

Differenzierung und Aktivierung: Anhand der Expression von CD45RO kénnen T-
Gedachtniszellen identifiziert werden, welche sich durch ihre CCR7-Expression
weiter unterteilen lassen in zentrale T-Gedéachtniszellen (Tcv) und
Effektorgedachtniszellen (Tem). Die Expression von PD-1 und ICOS lasst auf den

Aktivierungszustand der CD4+ Zellen schliel3en.

Chemokinrezeptormuster: Chemokine und ihre zugehdérigen Rezeptoren vermit-
teln unter anderem die Einwanderung mononuklearer Zellen in Inflammations-
gebiete. CD4+ T-Effektorzellen exprimieren hierfir ein fur ihre Effektordifferen-
zierung charakteristisches Rezeptormuster, beispielsweise CCR2, CCR5, CXCR3
und CXCR6 fur Tyl oder CCR4, CCR8, CX3CR1 und CRTH2 fur Tu2 (89). Fir die
Lokalisation von Tey an die T-/B-Zell-Grenze der Keimzentren ist die Expression
von CXCR5 in Verbindung mit Herabregulation des Homing-Rezeptors fir die T-
Zell-Zone, CCR7 verantwortlich (89, 90). Auf diese Weise kdnnen beispielsweise
yfollikulare” von ,extrafollikularen” bzw. ,inflammatorischen” Expressions-
mustern unterschieden und so auf eine wahrscheinliche Lokalisation der betref-

fenden Zelle geschlossen werden.

Funktion: Letztlich soll der Einfluss bestimmter T-Helferzell-Populationen auf B-

Zellen in in vitro Kokulturen analysiert werden.

Keine dieser Dimensionen kann isoliert fiir die Charakterisierung von Tu-

Populationen mit B-Helfer-Funktion herangezogen werden. Auch funktionelle in vitro

Experimente konnen, aufgrund der arbitraren Bedingungen, welche durch eine

Auswahl der in den Inflammationsgebieten tatsachlich vorhandenen Zellpopulatio-

nen und Zytokine entstehen, nicht zum alleinigen Nachweis von B-Helfer-Funktion

ausreichen. Durch die Kombination dieser Dimensionen soll daher eine feinere

Betrachtung von B-Helfer-Zellen erreicht werden, die unter anderem auch

Zellplastizitat besser bericksichtigen kann.
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1.3 Fragestellung der Arbeit

In aktuellen Studien zu verschiedenen Autoimmunerkrankungen konnte die Expansion
von sogenannten ,peripheren T-Helferzellen” (Ten) gezeigt werden, welche sich unter
anderem durch hohe Expression von PD-1 bei fehlender Expression von CXCR5 auszeich-

neten.

Ziel der Arbeit ist die phanotypische und funktionelle Analyse von CD4+ T-Helferzellen
mit B-Helfer-Funktion, sowie deren Verteilung in der Synovialfllssigkeit von Patienten

unterschiedlicher Subgruppen der Juvenilen Idiopathischen Arthritis.
Hieraus ergeben sich mehrere Teilfragestellungen:

e Inwiefern unterscheiden sich CD4+CD45RO+ T-Gedachtniszellen in ihrer
Zytokinproduktion zwischen der Synovialflissigkeit und dem peripheren Blut von
JIA-Patienten?

e Ldsst sich eine PD-1 exprimierende T-Helferzell-Population auch in der
Synovialfliissigkeit von JIA-Patienten feststellen?

o Weist diese Population, entsprechend dem vorgeschlagenen modularen Konzept,
Merkmale auf, welche auf eine ,,B-Helfer-Funktion“ schliefen lassen?

e |st die Expansion dieser T-Zellpopulation abhangig von der JIA-Subgruppe bzw.

vom Vorhandensein Antinukledrer Antikorper?

Dariiber hinaus soll der funktionelle Einfluss von PD-1" T-Helferzellen der SF auf die

B-Zell-Differenzierung untersucht werden.

e Gibt es Hinweise, dass PD-1" T-Helferzellen eine Rolle in der Differenzierung

autoreaktiver B-Zellen spielen?
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2 Material und Methoden

2.1 Ethikvotum
Fir die Arbeit liegt ein positives Ethikvotum der Ethik-Kommission der Universitat Wiirz-

burg mit dem Aktenzeichen 299/17 vor.

2.2 Probanden

Die Gelenkproben wurden von 53 JIA-Patienten im Rahmen von therapeutischen Ge-
lenkpunktionen gewonnen. Die Einwilligungserklarungen liegen vor. Die PBMC-Proben
der gesunden Kontrollen stammen von gesunden Spendern. Die Einwilligungserklarun-
gen dieser Probanden liegen ebenfalls vor. Die klinischen Daten der eingeschlossenen

Patienten sind in Tabelle 1 und 2 zusammengefasst.

Tabelle 1: Klinische Daten der untersuchten JIA-Patientenkohorte fiir die Zytokinanalyse innerhalb der
CD4+CD45R0O+ T-Gedachtniszellen

EAA Oligo Poly Gesamt
Gruppengrofe n=7 n=28 n=6 n=41
Weiblich 0 (0,0 %) 19 (67,9 %) 3 (50 %) 22 (53,7 %)
Alter bei Beginn £ SD 11,1+4,4 7,3%5,2 6,1+3,5 6,8+4,6
ANA-Titer 21:160 4 (57,1 %) 15 (53,6 %) 4 (66,6 %) 23 (56,1 %)
Therapie
Keine Medikation 2 (28,6 %) 5(17,8 %) 1(16,7 %) 8 (19,5 %)
Nur NSAR 4 (57,1 %) 15 (53,6 %) 1(16,7 %) 20 (48,8 %)
MTX und/oder Steroide 1(14,3 %) 8 (28,6 %) 4 (66,7 %) 13 (31,7 %)
Biologika 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
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Tabelle 2: Klinische Daten der Patientenkohorte fiir die Untersuchung von PD-1"CD4+ Tex

EAA Oligo Poly PsA Gesamt
Gruppengrofe n=9 n=32 n=38 n=4 n=>53
Weiblich 2(22,2%) 23(71,9%) 6(750%) 4(100%) 35(66,0%)
Alter bei Beginn * SD 12,7+49 6,9+4,8 54134 124+13 8,1%5,2
ANA-Titer 2 1:160 5(55,6%) 18(56,3%) 5(62,5%) 3(75,0%) 31(58,5%)
Therapie
Keine Medikation 2(22,2%) 9(28,1%) 1(12,5%) 0(0,0%) 12 (22,6 %)
Nur NSAR 2(22,2%) 14(43,8%) 0(0,0%) 1(25,0%) 17(32,0%)
DMARDs 1(11,1%) 7(21,9%) 4(50,0%) 2(50,0%) 14(26,4%)
Steroide 0 (0,0 %) 3(9,4 %) 2(250%) 1(25,0%) 6(11,3%)
Biologica 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)

2.3 Probenaufbereitung

2.3.1 Isolierung von mononukledren Zellen

Mononukledre Zellen aus peripherem Blut (PBMC) wurden mittels Dichtegradienten-
zentrifugation isoliert. Dieses Verfahren nutzt die geringere Dichte von Monozyten und
Lymphozyten im Vergleich zu den restlichen Zellbestandteilen des Blutes. Vollblut oder
Synovialfliissigkeit wurden 1:1 mit 0,9% NaCl-Lésung verdiinnt und vorsichtig mit einer
10 ml-Pipette auf 20 ml Ficoll-Hypaque-Lésung (Dichte 1,077 g/ml) in einem 50 ml-Fal-
con-Tube geschichtet, sodass sich die Phasen nicht vermischten. Nach Zentrifugation mit
1500 U/min bei Raumtemperatur und ohne Bremse waren die mononukledren Zellen,
welche eine geringere Dichte als die Ficoll-Losung aufweisen, in der Schicht oberhalb der
Ficoll-Losung verblieben, wahrend die restlichen Zellen auf den Boden des Tubes abge-
sunken waren. Die oberste Zellschicht wurde anschlieBend vorsichtig mit einer 10 ml-
Pipette abgenommen. Die mononukledren Zellen wurden entweder direkt weiterver-
wendet oder bis zur weiteren Verwendung in FCS 10% DMSO bei -180°C in flissigem

Stickstoff eingefroren.
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2.3.2 Vorbereitung der Gelenkproben

Alle untersuchten Gelenkproben wurden im eingefrorenen Zustand verwendet (mono-
nukledre Zellen in FCS 10% DMSO). Die angetauten Proben wurden in einem 15 ml-Fal-
con-Tube in 3 ml RPMI/FCS/PS (500 ml RPMI + 50 ml FCS (10%) + 5 ml PS (1%)) aufge-
nommen und — falls nicht bereits verzeichnet — die Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkam-
mer mikroskopisch bestimmt. Die Suspension wurde gut durchmischt und entsprechend
der Zellzahl auf fiinf 1,5 ml ReaktionsgefalSe aufgeteilt. Zwei Ansatze mit verschiedenen
Farbepanels wurden zur Oberflaichencharakterisierung der T-Zellen genutzt, einer zur
Analyse der B-Zellen und zwei weitere mit verschiedenen intrazelluldaren Farbungen fir

die Analyse der T-Zell-Zytokine.

2.4 Durchflusszytometrie Farbeprotokoll

2.4.1 Stimulation der T-Zytokinansdtze

Fiir die Bestimmung des intrazellularen Zytokinprofils von T-Zellen wurden diese zu-
nachst stimuliert. Hierzu wurden die T-Zytokin-Ansatze in RPMI/ 10 % FCS/ 1 % PS-Me-
dium mit 50 ng/ml Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)), 1ug/ml lonomycin und
3ug/ml Brefeldin A (1X) flir 4 Stunden bei 37°C inkubiert.

2.4.2 Oberflachenfarbung

2.4.2.1 Waschen der Zellen
Die stimulierten und unstimulierten Zellansitze wurden bei 1500 U/min und 4 °C zent-

rifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde mit 1 ml FACS-Puffer resus-
pendiert, gut durchmischt und nochmals 10 min bei gleichen Einstellungen zentrifugiert.
Danach wurde wiederum der Uberstand abgesaugt. Dieser Schritt wird im Folgenden als
»Waschen der Zellen” zusammengefasst.

2.4.2.2 Farbevorgang

Optimale Farbeergebnisse wurden erzielt, wenn die mit Fluoreszenzfarbstoff beladenen
Antikorper in eine Zellsuspension zwischen 50 und 100 ul gegeben wurden. Je Zellansatz

wurden zunachst die Antikorper entsprechend ihrer Zielkonzentration in 20 pl FACS-Puf-
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fer pipettiert (Tabelle 3, 4, 5, 6) und anschlieRend sorgfaltig durchmischt. Der Farbecock-
tail wurde auf die in 50 pl FACS-Puffer suspendierten Zellen gegeben, wiederum griind-
lich durchmischt und fiir 15 min bei 4 °C inkubiert. Um Ulberschissige, nicht gebundene
Antikorper zu entfernen, wurden die Zellen anschlieBend ein weiteres Mal mit FACS-
Puffer gewaschen. Diese Oberflachenfarbung wurde — falls nicht ndher beschrieben —in

den weiteren Experimenten analog durchgefiihrt.

Tabelle 3: Oberflichen-Panel T-Zellen 1

Fluorochrom Antikorper Menge (ul) Klon
FITC CXCR3 1,0 GO025H7
PerCP-Cy5.5 CD45R0O 0,5 UCHL1
PE-Cy7 PD-1 0,5 EH122H7
APC-Cy7 CD4 0,5 OKT4
BVv421 CXCR5 1,0 J252D4
PE HLA-DR 0,3 L243
APC ICOS 0,5 C398.4A

Tabelle 4: Oberflichen-Panel T-Zellen 2

Fluorochrom Antikorper Menge (ul) Klon
FITC CXCR3 1,0 GO025H7
PerCP-Cy5.5 CD45R0O 0,5 UCHL1
PE-Cy7 PD-1 0,5 EH122H7
APC-Cy7 CD4 0,5 OKT4
BVv421 CXCR5 1,0 J252D4
PE HLA-DR 0,3 L243
APC ICOS 0,5 C398.4A

Tabelle 5: Oberflichen-Panel B-Zellen

Fluorochrom Antikorper Menge (ul) Klon
APC CD21 0,5 Bu32
PerCP-Cy5.5 CD27 0,5 M-T271
PE-Cy7 IgM 0,3 MHM-88
APC-Cy7 CD19 0,5 HIB19
FITC FAS 0,5 DX2

PE CD11c 0,5 3.9
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Tabelle 6: Oberflachen-Panels T-Zytokine 1 + 2

Fluorochrom Antikorper Menge (ul) Klon
PerCP-Cy5.5 CD45R0O 0,5 UCHL1
PE-Cy7 PD-1 0,5 EH122H7
APC-Cy7 CD4 0,5 OKT4

2.4.3 Intrazelluldre Farbung

Nach abgeschlossener Oberflachenfarbung wurden die Ansatze ,,B-Zellen” und , T-Zyto-
kine 1 + 2“ mit je 200 pl Fixationsldsung fiir 20 min bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen zweimal mit jeweils 500 ul Permeabilisationspuffer gewaschen. Fir
jeden Ansatz wurden die Antikorper (Tabelle 7, 8 und 9) entsprechend der Zielkonzent-
ration in 20 ul Permeabilisationspuffer pipettiert und griindlich durchmischt. Die in 50
pl Permeabilisationspuffer suspendierten Zellen inkubierten mit jeweils 20 pl des jewei-
ligen Farbecocktails fiir 20 min bei 4°C und wurden anschliefend mit 500 ul Permeabili-
sationspuffer gewaschen, um liberschiissige, nicht gebundene Antikérper im Uberstand
zu entfernen. Dieser Vorgang wird in den folgenden Experimenten als intrazellulare Far-

bung zusammengefasst.

Zur durchflusszytometrischen Analyse wurden die fertig gefarbten Zellen in 300 pul FACS-

Puffer resuspendiert und in beschriftete FACS-Analyserdhrchen liberfiihrt.

Tabelle 7: Intrazelluldre Farbung B-Zellen

Fluorochrom (ic) Antikorper Menge (ul) Klon
BVv421 T-bet 0,5 4B10

Tabelle 8: Intrazelluldre Farbung T-Zytokine 1

Fluorochrom (ic) Antikorper Menge (ul) Klon
Alexa Fluor 488 (FITC) TNF-a 0,5 MAb11
PE IFN-y 1,0 B27
APC IL-21 0,5 3A3-N2
BVv421 IL-17A 0,3 BL168
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Tabelle 9: Intrazelluldre Farbung T-Zytokine 2

Fluorochrom (ic) Antikorper Menge (ul) Klon

FITC IL-2 0,5 MQ1-17H12
PE IL-10 0,5 JES3-9D7
APC IL-21 0,5 3A3-N2
BVv421 IL-4 0,5 MP4-25D2

2.5 Durchflusszytometrie

2.5.1 Grundlagen

Die Durchflusszytometrie, hier auch als FACS-Analyse bezeichnet, ist eine Methode, mit-
tels Emissionsspektren groRe Zellzahlen hinsichtlich bestimmter Oberflachenstrukturen
und intrazelluldarer Molekiile zu untersuchen. Diese Zielstrukturen werden mit einem
Antikorper markiert, welcher an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist. Die verschie-
denen Fluoreszenzfarbstoffe weisen dhnliche Absorptions-, jedoch unterschiedliche
Emissionsspektren auf. Die Zellprobe wird durch sogenannte hydrodynamische Fokus-
sierung zu einem sehr feinen Flussigkeitsstrom umgeben von einem laminaren
Hillstrom aus Tragerflussigkeit verjingt, sodass die Zellen in der Messkiivette einzeln
an einem Laserstrahl vorbeigefiihrt werden. Durch den Beschuss mit monochromati-
schem Laserlicht werden die Fluoreszenzfarbstoffe zur Emission angeregt und das Emis-
sionsspektrum jeder einzelnen Zelle durch verschiedene Filter und Photodetektoren
aufgenommen und als sogenanntes Ereignis (Event) gespeichert. Die Fluoreszenzinten-
sitat ist dabei proportional zur Menge des gebundenen Antikorpers, korreliert also mit

der Anzahl gebundener Zielstrukturen pro Zelle.

Zusatzlich zu den Fluoreszenzspektren werden zwei Streulichtwerte erhoben. Das vom
FSC (forward scatter) detektierte, vorwarts gerichtete Streulicht lasst Rickschlisse auf
die ZellgroRe zu, das vom SSC (side scatter) aufgenommene Seitwartsstreulicht gibt Auf-
schluss Uber die Granulation bzw. Komplexitdt der Zelle. Beispielsweise haben Gra-
nulozyten durch ihre hohe Menge intrazelluldarer Granula eine raue Zelloberflache, die
das Licht starker streut als eine glatte Oberflache. Das SSC-Signal eines Granulozyten ist

somit stdrker als beispielsweise das eines Lymphozyten.
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Die durchflusszytometrischen Analysen fiir diese Arbeit wurden an einem FACSCanto Il

mit der Software FACSDiva der Firma Becton, Dickinson durchgefiihrt.

Probe

Hullstrom

FSC

XN\

o e00 ‘0.0...: s,

-

L
aser SSC  Fluoreszenzdetektoren

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Durchflusszytometers.

2.5.2 Technische Einstellungen

Passiert eine Zelle den Laserstrahl, generiert das emittierte Licht an den Photodetekto-
ren einen Elektronenfluss proportional zur Anzahl der auftreffenden Photonen. Bevor
dieser Spannungspuls in ein digitales Signal umgewandelt und gespeichert werden kann,
muss er durch eine Verstarkungsspannung amplifiziert werden. Fiir eine optimale Auf-
I6sung der Messergebnisse muss die passende Verstarkungsspannung abhangig von den

verwendeten Fluoreszenzfarbstoffen individuell ermittelt werden.

Zusatzlich kann ein Schwellenwert (Threshold) fiir den FSC definiert werden. Dieser be-
wirkt, dass nur Signale, die Uber diesem Wert liegen aufgenommen werden, also nur
Zellen ab einer bestimmten ZellgréRe beriicksichtigt werden. Hierdurch lassen sich bei-

spielsweise Zellfragmente von der Messung ausschlieBen.

Die Verstarkungsspannungen wurden zu Anfang der Messreihe ermittelt und blieben fiir
die Dauer der durchflusszytometrischen Experimente unverdandert. Als Threshold fir

den Forwardscatter wurde 10.275 eingestellt.
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Tabelle 10: Verstarkungsspannungen des FACSCanto Il

Parameter Spannung
FSC 400 OF /480 IC
SSC 500 OF / 530 IC
FITC 420

PE 390
PerCP-Cy5.5 540

PE-Cy7 545

APC 530

APC-Cy7 535

BV421 375

Die Fluoreszenzfarbstoffe fiir die Durchflusszytometrie emittieren nicht nur Licht einer
einzigen Wellenlange, sondern ein Spektrum mehrerer Wellenlangen. Da sich diese
Emissionsspektren jedoch Uberlagern, wird das emittierte Licht eines Farbstoffs nie nur
in einem Farbkanal, sondern teilweise auch in Kanalen fiir angrenzende Spektren detek-
tiert. Dieser Fehler kann allerdings einfach mathematisch korrigiert werden, indem der
Anteil des Signals, welches in den falschen Kanal strahlt vom Signal des betreffenden
Kanals abgezogen wird. Dies wird Kompensation genannt. Um die Korrekturwerte flr
jedes Kanalpaar bestimmen zu kénnen, kann eine Probe mit einer im betreffenden Farb-
stoff gefarbten und einer ungefarbten Population verwendet werden. Die weitere Ein-
stellung wurde vom Durchflusszytometrie-Programm weitgehend automatisch durchge-

fahrt.

2.5.3 Auswertungsstrategien

Zur Auswertung der Durchflusszytometrie wurden im Wesentlichen zwei Darstellungs-
formen genutzt. In Histogramm-Plots kann die Auspragung einer bestimmten mit Fluo-
reszenzfarbsoff markierten Zielstruktur innerhalb einer Zellpopulation dargestellt wer-
den. Hierbei wird die Ereignisanzahl gegen die Fluoreszenzintensitat als Kurve aufgetra-
gen. Eine weitere Moglichkeit der Darstellung sind zweidimensionale Dot-Plots, in denen
die Fluoreszenzintensitdten zweier Fluorochrome gegeneinander aufgetragen wird. Zu

beachten ist hier, dass alle Ereignisse mit identischen Intensitatswerten als ein Punkt
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innerhalb des Diagramms dargestellt werden. Die Punktdichte gibt also die Ereignishau-
figkeit nicht exakt, sondern nur ndherungsweise wieder. Um eine Zellpopulation inner-
halb eines Dot-Plots exakt zu quantifizieren, werden sogenannte Gates benutzt, welche
die Ereignisse eines bestimmten Achsenbereichs zusammenfassen. Diese sind in dieser
Arbeit mit einem Prozentwert gekennzeichnet, welcher den Anteil der Ereignisse inner-
halb des Gates an allen im Diagramm dargestellten Ereignissen wiedergibt. Gates dienen
auch dazu, eine Zellpopulation zu selektieren, um sie weiter zu analysieren. Fiir alle dar-
gestellten Analysen wurden zunachst mithilfe des FSC- und SSC-Parameters Lymphozy-
ten selektiert, wobei Zelldubletten, Zellfragmente und andere Zellreihen anhand ihrer
GroRe und Granulierung moglichst ausgeschlossen wurden. T- und B-Zellen wurden an-
hand ihrer Expression von CD4 bzw. CD19 charakterisiert. Abbildung 3 zeigt beispielhaft
die Gating-Strategie zur Selektion mononukledrer Zellen und hierunter T-Gedachtniszel-

len anhand ihrer Expression von CD4 und CD45RO.

— SSC-A—
v
—FSC-W —
v
— SSC-H—
v
— CD45R0O —

— FSC-A — — FSC-H — — SSC-W ——CD4 —

Abbildung 3: Beispielhafte Darstellung der Gating-Strategie zur Selektion von CD45R0+CD4+ T-Gedachtnis-
zellen. Die Ereignisdichte ist durch ein Farbspektrum von blau nach rot gekennzeichnet. Gates sind als
schwarze Kontur innerhalb der Dot-Plots dargestellt. Der Inhalt des Gates wird im jeweils rechts benach-
barten Dot-Plot gezeigt. In der dargestellten Sequenz werden zunachst anhand der forward scatter- (FSC)
und side scatter- (SSC) Parameter mononukledre Zellen ausgewahlt (Plot 1). Anhand der Hohen- (H) und
Breitendimension (W) werden in Plot 2 und 3 Zelldubletten ausgeschlossen. In Plot 4 sind mononukledre
Zellen dargestellt, exemplarisch sind durch ein Gate T-Gedachtniszellen anhand ihrer Expression von
CD45R0 und CD4 selektiert.

2.6 Zellsortierung und Lymphozyten-Kokultur

Um die Fahigkeit synovialer T-Zellen zur B-Zell-Hilfe und T-bet- und Blimp-1-Induktion in
B-Zellen zu untersuchen, wurden Kokultur-Assays synovialer T-Zellen mit Gedachtnis-B-
Zellen aus dem peripheren Blut von gesunden Spendern durchgefiihrt, wobei PD1++ T-
Zellen mit PD1+ Zellen des Gelenks und klassischen Follikularen T-Helferzellen der Ton-

sille verglichen wurden.
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2.6.1 Sortierung von Zellpopulationen mittels FACS

Die B- und T-Zellpopulationen fir Zellkultur-Assays wurden mithilfe von Fluoreszenz-ak-
tivierter Zellsortierung (FACS) isoliert. Diese funktioniert analog zur bereits beschriebe-
nen Durchflusszytometrie, jedoch kénnen die analysierten Zellen nicht nur als Messda-
ten registriert und gespeichert, sondern auch physisch voneinander getrennt und ein-
zeln weiterverarbeitet werden. Dazu wird der Fliissigkeitsstrom in einzelne Tropfen auf-
gebrochen, von denen jeder nur eine einzelne Zelle enthalt. Diese werden anhand ihrer
Fluoreszenzeigenschaft positiv oder negativ geladen, sodass sie anschlieBend in einem
elektrischen Feld abgelenkt und so in verschiedenen GefaRen gesammelt werden kon-
nen. Diese Methode eignet sich besonders zur Sortierung kleiner Zellpopulationen mit

hoher Reinheit.

Mononukledre Zellen aus dem peripheren Blut wurden dazu wie oben beschrieben iso-
liert und Gelenkproben von JIA-Patienten und Tonsillen von gesunden Spendern aufge-
taut und gewaschen. Darauf folgte eine Oberflachenfarbung der PBMC, sowie der Syno-
vialflussigkeits- und Tonsillenzellen analog der oben beschriebenen mit der in Tabelle 11

aufgefiihrten Antikdrperkombination.

Tabelle 11: Oberflachen-Panel zur Sortierung von B- und T-Zellen

Fluorochrom Zielstruktur Volumen (ul) Klon

PE CD4 2,0 MT310
PE-Cy7 PD-1 1,0 EH12.2H7
PerCP Cy5.5 CDh27 1,0 B-T271
APC-Cy7 CD19 1,0 HIB19
BVv421 IgM 0,5 MHM-88

Die gefarbten Zellen konnten nun in folgende Populationen sortiert werden:

e PD1++HLA-DR+CD4+ TFH-dhnliche Zellen der Synovialfllssigkeit
e PD1+HLA-DR-CD4+ Zellen der Synovialflissigkeit
e PD1++CD4+ TFH der Tonsille

e (CD27+IgM-CD19+ Gedachtnis-B-Zellen des peripheren Blutes
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2.6.2 Kokultur-Assays

Die sortierten Zellen wurden durch Zentrifugieren vom FACS-Puffermedium getrennt
und in RPMI/10 % FCS/ 1 % PS aufgenommen. Jeweils 3*10* B-Zellen wurden in ver-
schiedenen Ansatzen mit der gleichen Zahl jeder der T-Zell-Populationen in einer 96-
Well-Rundboden-Platte in 200 pl RPMI/10 % FCS/1 % PS mit 1ug/ml Staphylokokken-
Enterotoxin B (SEB) bei 37 °C und 5 % CO2 kokultiviert. Um den Einfluss von IFN-y und
IL-21 auf die B-Zell-Reifung zu untersuchen, wurde der Ansatz mit PD1++ T-Zellen des
Gelenks auch unter Blockade von IFN-y (10 pg/ml anti-IFN-y) und IL-21 (10 pg/ml IL-21-

R Fc) getestet.

Tabelle 12: 9 Kultur-Ansdtze mit Kombinationen aus B- und T-Zellen mit oder ohne IL-21- und IFN-y-Blo-
ckade

Nr Bmem Bmem PD1+ PD1++ TFH SEB anti- Anti- CpG
Blut Gelenk Gelenk Gelenk Tonsille IFN-y IL-21

1 310 ---

2 3"0* --- lpg/ml -

3 310* - 3*10* lug/ml ---

4  3*10* --- 3*10* lpyg/ml -

5 3*10* --- 3*104 lug/ml 10 pg/ml -

6 3*10* --- --- 3*10* --- lug/ml --- 10 pg/ml - ---

7 3M0* --- 3*10* 3*10* lug/ml -

8 - 3*10* 3*10* lug/ml -

9 - 3*10* --- o o= --- —-- — 2 pg/ml

An Tag 2 wurden die Zellen mit PE anti-CD3, APC anti-CD4, APC/Cy7 anti-CD19 und

BV421 anti-T-bet gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert.

Die Plasmazelldifferenzierung und Immunglobulinproduktion wurden an Tag 5 unter-
sucht. Vor der Farbung mit FITC anti-CD27, PE anti-CD20, APC anti-CD4, APC7Cy7 anti-
CD19 und BV421 anti-CD38 wurden die Uberstinde zur Analyse der Immunglobulinpro-

duktion abgenommen.
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2.7 B-Zell in vitro Stimulations-Assays mit rekombinantem IFN-y und IL-21

Um den Einfluss von IFN-y und IL-21 auf die B-Zell-Reifung, die Expression von Blimp-1
und T-bet sowie die Entstehung eines CD21lo/-T-bet+ B-Zell-Phdnotyps zu untersuchen,
wurden B-Zellen mit rekombinantem IFN-y und IL-21 inkubiert. Die B-Zell-Aktivierung
via B-Zell-Rezeptor (BZR) durch anti-lgM/anti-I1gG, via Toll-like-Rezeptor (TLR) durch CpG
und via CD40 durch CD40-Ligand wurden dabei verglichen.

2.7.1 Isolation von B-Zellen mittels immunomagnetischer Separation

Zur Separation B-Zellen werden diese mit CD20-Antikérpern markiert, welche an Eisen-
partikel (Beads) gekoppelt sind, sodass sie durch ein Magnetfeld isoliert werden kénnen.
Diese Methode eignet sich zur schnellen Isolation groBer Zellpopulationen, allerdings

mit einer geringeren Reinheit als mithilfe von FACS sortierten Zellpopulationen.

2*107 PBMC wurden mit 40 pl CD20-Beads (Miltenyi Biotec) in 160 pl FACS-Puffer fur 20
min bei 4 °C gefarbt und danach mit 4 ml FACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert und der
Uberstand abgesaugt. Die Zellen wurden dann wieder in 250 pl FACS-Puffer aufgenom-
men und die Zellsuspension tber die mit 500ul FACS-Puffer vorgespiilten Magnetsepa-
rations-Saulen (Miltenyi Biotec) in ein 15ml-Falcon-Tube laufen gelassen. Das ZellgefaR
wurde mit 250ul FACS-Puffer nachgespiilt und ebenfalls durchlaufen gelassen. Die Sau-
len wurden dreimal mit je 500ul FACS-Puffer nachgesplilt. Dabei sollen die mit Beads
gebundenen Zellen durch das Magnetfeld in der Eisenwolle innerhalb der Sdule gehalten

werden, wahrend die unmarkierten ausgeschwemmt werden.

Danach wurde die Sdule in einen frischen 15ml-Falcon-Tube gesteckt und 500ul FACS-
Puffer mit einem Stempel durch die Sdule gepresst. Durch den héheren Druck wurden

die im Filter verbliebenen CD20+ Zellen aus dem Filter gelost.

2.7.2 Stimulation via BZR und TLR9 unter Einfluss von IFN-y und IL-21

Die sortierten Zellen wurden gezihlt und danach zentrifugiert, der Uberstand abgenom-
men und das Zellpellet in RPMI/FCS/PS aufgenommen. Die Reagenzien wurden auf die
benétigte Arbeitskonzentration mit RPMI/FCS/PS verdiinnt und folgende Ansitze auf

zwei 96-Well-Rundbodenplatten in je 200ul RPMI/FCS/PS pipettiert:
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Tabelle 13: Platte 1 fur Tbet-Expression an Tag 2

Ansatz B-Zellen Anti-lgM/-1gG  IFN-y IL-21 CpG

1 5*10* - - - -

2 5*104 2,0 ug/ml --- - -

3 5*10* - 0,25 pg/ml - ---

4 5%10 0,25 ug/ml -

5 5*10* - 0,25 pg/ml 0,25 pg/ml ---

6 5*10% 2,0 ug/ml 0,25 pg/ml - -

7 5*104 2,0 ug/ml - 0,25 pg/ml -

8 5*10% 2,0 ug/ml 0,25 pg/ml 0,25 pg/ml -

9 5*10% --- --- --- 2,0 pg/ml
10 5*10% - 0,25 pg/ml - 2,0 ug/ml
11 5*10% - - 0,25 pg/ml 2,0 pg/ml
12 5*104 — 0,25 pg/ml 0,25 pg/ml 2,0 pg/ml
13 5*104 2,0 pg/ml — — 2,0 pg/ml
14 5*104 2,0 ug/ml - 0,25 pg/ml 2,0 pg/ml
15 5*10% 2,0 pg/ml 0,25 pg/ml --- 2,0 pg/ml
16 5*10% 2,0 ug/ml 0,25 ug/ml 0,25 pg/ml 2,0 ug/ml

Tabelle 14: Platte 2 fur Plasmazelldifferenzierung an Tag 5

Ansatz B-Zellen Anti-IgM/-1gG  IFN-y IL-21 CpG

1 5*104 --- --- --- ---

2 5*10% 2,0 pg/ml - - 2,0 pg/ml
3 5*10% 2,0 pg/ml 0,25 pg/ml — 2,0 pg/ml
4 5*104 2,0 pg/ml 0,25 pg/ml 2,0 ug/ml
5 5*10% 2,0 ug/ml 0,25 pg/ml 0,25 pg/ml 2,0 ug/ml

An Tag 2 wurde die T-bet-Expression mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Zellen
wurden mit FACS-Puffer gewaschen und danach eine Oberflachenfarbung wie bereits
beschrieben durchgefiihrt. Nach Fixation und Permeabilisiation folgte eine intrazelluldre
Farbung mit T-bet. In der durchflusszytometrischen Analyse wurde dann die

CD19+CD27- naive B-Zell Population hinsichtlich der Expression von T-bet untersucht.
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Tabelle 15: Farbepanel zur Bestimmung von T-bet an Tag 2

Zielstruktur Klon Fluorochrom Volumen (ul)
CD19 HIB19 APC-Cy7 0,3
CD69 FN50 PE-Cy7 0,2
CD27 B-T271 PerCP Cy5.5 0,3
CD86 IT2.2 APC 0,2
T-bet (intrazellular) 4B10 Bv421 0,5

Um die Plasmazelldifferenzierung an Tag 5 zu bestimmen, wurde folgendes Farbepanel

verwendet:

Tabelle 16: Farbepanel zur Untersuchung der Plasmazelldifferenzierung an Tag 5

Zielstruktur Klon Fluorochrom Volumen (ul)
CD19 HIB19 APC-Cy7 0,3
CD11c 3.9 PE 0,3
CD27 B-T271 PerCP Cy5.5 0,3
CcD21 Bu32 APC 0,3
CD38 HIT2 Bv421 0,3

2.8 Statistische Auswertungen

2.8.1 t-Test und Mann-Whitney-U-Test

In dieser Arbeit fand der Zweistichproben-t-Test Verwendung, welcher zwei unabhan-
gige Stichproben auf signifikanten Unterschied prift. Voraussetzung flir die Anwendung
ist, dass die Messungen unabhangig voneinander sind und die zu vergleichende abhan-
gige Variable mindestens intervallskaliert ist. Darlber hinaus sollten die Daten beider
Stichproben normalverteilt sein und eine annahernd gleiche Varianz aufweisen. Mithilfe
des Shapiro-Wilk-Tests kann die Normalverteilung der einzelnen Stichproben tUberpriift
werden. Lieferte dieser Test kein signifikantes Ergebnis (p 2 0,05), wurde von einer Nor-
malverteilung der Daten ausgegangen. Andernfalls kann der Mann-Whitney-U-Test ge-

nutzt werden. Dieser untersucht — wie auch der t-Test —, ob zwei ungepaarte Stichpro-
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ben zur selben Grundgesamtheit gehoren. Im Gegensatz zum t-Test handelt es sich je-
doch beim Mann-Whitney-U-Test um einen non-parametrischen Test, welcher keine an-

ndahernde Normalverteilung der Stichproben voraussetzt.

Kann man keine Varianzhomogenitat zwischen den Stichproben voraussetzen, kann eine
abgewandelte Form des t-Tests, der sogenannte Welch-Test gewahlt werden. Dieser gilt
als robuster gegenlber Verletzungen der Varianzhomogenitat.

Der t-Test kann flr gepaarte oder ungepaarte Stichproben durchgefiihrt werden.

Messwerte wurden, falls nicht anders angegeben, immer in der Form Mittelwert + Stan-

dardabweichung angegeben.

2.8.2 Varianzanalyse von mehr als zwei Stichproben

Um mehr als zwei Gruppen auf signifikante Unterschiede zu untersuchen, kann auf die
einfaktorielle ANOVA (analysis of variance) zuriickgegriffen werden. Ein signifikantes Er-
gebnis bedeutet hier, dass sich mindestens zwei der untersuchten Gruppen signifikant
voneinander unterscheiden. AnschlieRend werden die einzelnen Gruppen mit multiplen
paarweisen Vergleichen, sogenannten post-hoc Tests untersucht. In dieser Arbeit wurde
der Tukey-Test als post-hoc-Test bei normalverteilten Daten und Varianzhomogenitat
verwendet. Bei nicht-normalverteilten Daten kann alternativ der Kruskal-Wallis-Test mit
anschlieBendem Dunn-Test als post-hoc Test bzw. die Welch-ANOVA zum Einsatz kom-

men.

2.8.3 Korrelationsanalyse

Zur Prifung eines linearen Zusammenhangs zweier mindestens intervallskalierter Vari-
ablen wurde in dieser Arbeit die Produkt-Moment-Korrelation (auch Bravais-Pearson-
Korrelation genannt) verwendet. Der Korrelationskoeffizient r kann Werte zwischen -1
und +1 annehmen, wobei +1 einen perfekten positiven Zusammenhang und -1 einen
perfekten negativen beschreiben wirde. Ware r=0, wiirde dies bedeuten, dass Uber-
haupt kein linearer Zusammenhang zwischen den beiden Variablen besteht. Zusatzlich
zum Korrelationskoeffizienten wird ein Signifikanzniveau angegeben, welches angibt,

wie signifikant sich r vom Wert Null unterscheidet.
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2.8.4 Hauptkomponentenanalyse

Die Hauptkomponentenanalyse (engl.: principal component analysis, PCA) ist eine Me-
thode zur Vereinfachung hochdimensionaler Daten. Die Daten werden dabei mit geo-
metrischen Methoden auf weniger Dimensionen reduziert, die sogenannten Hauptkom-
ponenten. Die erste Hauptkomponente wird so gewahlt, dass durch sie die groRtmaogli-
che Streuung der urspriinglichen Daten dargestellt wird. Alle weiteren Hauptkomponen-
ten werden jeweils so gewahlt, dass sie den jeweils nachstgroRten Anteil der Ge-

samtstreuung enthalten und nicht mit den anderen Hauptkomponenten korrelieren.

Fiir die Hauptkomponentenanalyse wurde das Webtool ClustVis mit der Methode Sin-

gularwertzerlegung (engl. Singular value decomposition, SVD) verwendet.

2.8.5 Hierarchische Clusteranalyse

Die hierarchische Cluster-Analyse ist ein Verfahren zur Darstellung der Distanz zwischen
Daten. Datenobjekte, die eine geringere Distanz zueinander aufweisen als zum restli-
chen Datensatz werden in Clustern gruppiert. Durch Zusammenfassung der bereits ge-
bildeten Cluster zu grofReren Clustern entsteht eine Cluster-Hierarchie, welche beispiels-

weise als Baumdiagramm dargestellt werden kann.

In dieser Arbeit wird die hierarchische Cluster-Analyse in Kombination mit einer soge-
nannten Heatmap dargestellt, in welcher Datenwerte in ein Farbspektrum umgewandelt
werden, beispielsweise von blau fir niedrige Werte bis rot flir hohe Werte. Beim pha-
notypischen Vergleich von PD1" der Tonsille, PD1" und PD1' der Synovialfliissigkeit re-
prasentieren die Spalten der Heatmap die Zellpopulationen, entsprechend den hierar-
chischen Clustern sortiert. Die untersuchten phanotypischen Marker sind in den Zeilen

dargestellt, die Farbwerte sind zeilenweise normalisiert.

Fiir die Heatmap und hierarchische Clusteranalyse wurde ebenfalls das Webtool ClustVis

verwendet.
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2.8.6 T-Distributed Stochastic Neighbor Embedding (t-SNE)
T-Distributed Stochastic Neighbor Embedding (t-SNE) ist ein Algorithmus zur Dimensi-

onsreduktion, mithilfe dessen hochdimensionale Datensatze wie durchflusszytometri-
sche Analysen in einem zwei- oder dreidimensionalen Streudiagramm visualisiert wer-
den kénnen. Stark vereinfacht ausgedriickt ist die Ahnlichkeit zweier Datenpunkte als
raumliche Nachbarschaft in diesem Diagramm dargestellt, wobei so viel wie méglich von
der aussagekraftigen hochdimensionalen Struktur der Daten erhalten werden soll (91).
Die t-SNE-Analysen flr diese Arbeit wurden mithilfe der Barnes-Hut-Implementation
des Algorithmus in der Durchflusszytometrie-Software FlowJo mit 500 Iterationen, einer

Perplexitdt von 20 und einem Prazisionsfaktor von © = 0,5 durchgefiihrt (92).

2.8.7 Signifikanz

Ab einem Signifikanzniveau von p < 0,05 wird von statistischer Signifikanz gesprochen.
Die Signifikanzniveaus werden in dieser Arbeit mit Sternen abgebildet. Ein Stern (*) steht
fir p < 0,05, zwei Sterne (**) fir p < 0,01, drei Sterne (***) fir p < 0,001, vier Sterne
(****) fiir p < 0,0001.
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2.9 Materialien und Gerate

2.9.1 Reagenzien

Tabelle 17: verwendete Reagenzien

Reagenz

Hersteller

RPMI-1640 Medium (RPMI)

fetales Kdlberserum FBS Superior (FCS)
Penicillin / Streptomycin (PS)
Phosphate-Buffered Saline (PBS)
Bovines Serum Albumin (BSA)

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)
lonomycin 10 mg/ml

Brefeldin A Solution 5 mg/ml
Fixation/Permeabilization Concentrate
Fixation/Permeabilization Diluent
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Permeabilization Buffer 10X (stock solution)
CpG ODN 2006

Rekombinantes humanes IFN-y
Rekombinantes humanes IL-21

Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB)

2.9.2 Antikorper

Tabelle 18: Antikorper fur Durchflusszytometrie

Sigma-Aldrich, Minchen

Biochrom GmbH, Berlin

Sigma-Aldrich, Miinchen

Life Technologies, Carlsbad, CA (USA)
Sigma-Aldrich, Miinchen

Sigma-Aldrich, Miinchen

Sigma-Aldrich, Miinchen

Biolegend, San Diego, CA (USA)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA (USA)
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA (USA)
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA (USA)
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA (USA)
Invivogen, Toulouse, Frankreich

PeproTech, Cranbury, NJ (USA)

PeproTech Cranbury, NJ (USA)

Institut fur Hygiene und Mikrobiologie, Uni-

versitat Wirzburg

Zielstruktur Klon Fluorochrom Hersteller
CD11c 3.9 FITC BiolLegend
CD19 HIB19 FITC BiolLegend
CD21 Bu32 FITC BiolLegend
CD38 HIT2 FITC BiolLegend
CCR7 GO043H7 FITC BioLegend
CXCR3 GO025H7 FITC BioLegend
FoxP3 PCH101 FITC eBioscience
HLA-DR L243 FITC BioLegend
TIM3 F38-2E2 FITC BioLegend
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CD11c
CD127
cMAF
Bcl-6
CCR5
CCR6
HLA-DR
IFN-y
IL-10
KI-67
PSGL1
Cb4
CD3
TIGIT
CD38
CD69
IgD
IgM
PD-1
Bcl6
Blimp-1
CD21
CD86
CCR2
CCR?7
Fas
ICOS
ICOSL
IgM
IL-21
LAG3
0X4a0
Ccb4
CD19
HLA-DR
CD25
CD38
CD45
CXCR5
IgM
IL-17A
T-bet
CD27
CD45RO
CD57
IFN-y

3.9
hIL-7R-M21
symOF1
7D1
JA18F1
GO34E3
L243

B27
JES3-9D7
Ki-67
KPL-1
MT310
MHCD0304
A15153G
HIT2
FN50
IAG-2
MHM-88
EH12.2H7
IG191E/AS8
6D3

Bu32
1T2.2
K036C2
GO043H7
DX2
C398.4A
2D3
MHM-88
3A3-N2
7H2C65
Ber-ACT35
OKT4
HIB19
L243
BC96
HIT2

HI30
J252D4
MHM-88
BL168
4B10
B-T271
UCHL1
QA17A04
B27

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE/Cy7
PE/Cy7
PE/Cy7
PE/Cy7
PE/Cy7
APC

APC

APC

APC

APC

APC

APC

APC

APC

APC

APC

APC

APC
APC/Cy7
APC/Cy7
APC/Cy7
Pacific Blue
Bv421
Bv421
Bv421
Bv421
Bv421
Bv421
PerCP/Cy5.5
PerCP/Cy5.5
PerCP/Cy5.5
PerCP/Cy5.5
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eBioscience
BD Biosciences
eBioscience
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
DakoCytomation
Caltag
BioLegend
BioLegend
BiolLegend
BiolLegend
BiolLegend
BiolLegend
BiolLegend
BD Biosciences
BiolLegend
BiolLegend
BiolLegend
BiolLegend
BioLegend
BioLegend
BiolLegend
BiolLegend
BiolLegend
BioLegend
BiolLegend
BioLegend
BiolLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BiolLegend
BiolLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend



Tabelle 19: neutralisierende Antikérper

Typ Herkunft/Klon Hersteller
Anti-IFN-y B27 BioLegend
IL-21R-Fc Recombinant mouse IL-21R-Fc chimera BioLegend

F(ab‘’); anti-IgM
F(ab’); anti-IgG

2.9.3 Materialien

Tabelle 20: Verbrauchsmaterialien

Fragment Rabbit anti-human IgM
Fragment Rabbit anti-human IgG

Jackson Laboratories
Jackson Laboratories

Materialbezeichnung

Hersteller

SafeSeal ReagiergefaR 1,5ml

Cellstar tube 15ml

Cellstar tube 50ml

Pipetten (eppendorf research)
Pipettenspitzen 20ul, 200ul, 1000ul
Cellstar Serologische Pipette 10ml, steril
FACS-R6hrchen

Parafilm M

Safety-Multifly Venenpunktionsbesteck
S-Monovette Blutentnahmeréhrchen
Zellkulturplatten (96 well, Rundboden)
MACS Separations-Kit (CD20 Microbeads)

2.9.4 Gerate

Tabelle 21: Gerate

Sarstedt, Nimbrecht

greiner bio-one, Frickenhausen

greiner bio-one, Frickenhausen

Eppendorf AG, Hamburg

Sarstedt, Nimbrecht

greiner bio-one, Frickenhausen
Sigma-Aldrich, Minchen

Pechiney Plastic Packaging, Washington, NJ
Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA (USA)

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach

Gerdtebezeichnung

Hersteller

Zentrifuge (5804 R)

Pipettierhilfe (Pipetboy acu)

Pumpe

Abzugshaube

Durchflusszytometer BD FACSCanto Il

Eppendorf AG, Hamburg

Integra Biosciences, Hudson, NH (USA)

HLC

Gelaire, Sydney (Australien)

Becton, Dickinson and Company, Franklin

Lakes (USA)
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Durchflusszytometer BD FACSAria lll Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes (USA)

Vortexmischer (MS2 Minishaker) IKA Werke, Staufen im Breisgau

-80°C Gefrierschrank Forma Scientific, Inc.

-20°C Gefrierschrank Liebherr, Bulle (Schweiz)

Kiihischrank 4°C Liebherr, Bulle (Schweiz)
Neubauer-Zahlkammer Marienfeld Superior, Lauda-Konigshofen

Mikroskop (Wilovert 30, Objektiv A 10/0.25 Helmut Hund GmbH, Wetzlar
(100x))
Brutschrank (Heraeus B 5060 EK/CO2) Heraeus, Hanau

2.9.5 Software

Tabelle 22: Software

Software Hersteller

FACSDiva Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes (USA)
FlowJo Becton, Dickinson and Company, Franklin

Lakes (USA)

Inkscape The Inkscape Project

EndNote Clarivate Analytics, Boston, MA (USA)
LibreOffice The Document Foundation

Microsoft Office Microsoft Corporation, Redmond, WA (USA)
Prism GraphPad Software, San Diego, CA (USA)
ClustVis Web-Tool von T. Metsalu und J. Vilo
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3 Ergebnisse
3.1 Zytokinmuster von T-Helfer-Zellen in Gelenken von JIA-Patienten

3.1.1 IL-21 produzierende CD4+ T-Helfer-Zellen akkumulieren in Gelenken von JIA-
Patienten

Um der Frage nachzugehen, ob in der Synovialflissigkeit (SF) von JIA-Patienten eine T-
Zell-Population existiert, welche indirekte Hinweise auf eine B-Helfer-Funktion zeigen,
wurden zunachst CD4+CD45R0+ Gedachtnis-T-Zellen hinsichtlich ihres Zytokinprofils
mit besonderem Fokus auf IL-21 untersucht. Peripheres Blut (PB) und SF von 14 JIA-Pa-
tienten wurde hierzu fir einen gepaarten Vergleich der Gedachtnis-T-Zell-Populationen
verwendet, wobei insbesondere die Signatur-Zytokine von Tul (IFN-y), Tu2 (IL-4), Tul7
(IL-17) und Ten -Zellen (IL-21) untersucht wurden.

Ein deutlicher Anteil der CD4+CD45R0O+ Zellen der SF exprimierte die fur Tyl Zellen cha-
rakteristischen Zytokine IFN-y und TNF-a (Abbildung 4). Wahrend sich der Anteil TNF-a
produzierender Zellen nicht deutlich zwischen SFt und peripherem Blut unterschied (PB
57,7 +12,5 % vs. SF 67,0 £ 15,1 %; p = 0,12), war der Anteil IFN-y exprimierender Zellen
in der SF gegenliber dem PB signifikant erhoht (PB 29,5 + 13,2 % vs. SF 49,9+ 9,5 %; p <
0,001) (Abbildung 4).

IL-17 wurde von einer dhnlich grofRen Fraktion von Gedachtnis-T-Zellen in PB und SF ge-
bildet (PB 2,5 + 1,2% vs. SF 2,4 £+ 1,9 %; p = 0,82), allerdings war der Anteil der Zellen,
welche IFN-y und IL-17 koexprimierten geringfligig hoher in der SF (PB 0,4 + 0,6 % vs. SF
1,1+0,9 %; p <0,05) (Abbildung 4).

Die Zahl der IL-10 produzierenden Zellen war ebenfalls in der SF gegeniliber dem PB er-
hoht (PB 0,6 + 0,7 % vs. 2,2 + 1,2 %; p < 0,01; Abbildung 4). Die IL-4-Produktion war in
beiden Kompartimenten vergleichbar (PB 6,6 + 3,0 % vs. SF 4,7 + 3,2 %; p = 0,08; Abbil-
dung 4).

Interessante Unterschiede ergaben sich in der Expression von IL-21. Wahrend IL-21 pro-

duzierende Zellen unter den CD4+CD45R0+ Zellen des PB kaum vertreten waren (0,8 +

1,0 %), waren sie in der SF deutlich angereichert (11,4 + 11,1 %; p < 0,01; Abbildung 4).
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Allerdings unterlag die GréRRe der IL-21+ Fraktion einer breiten Streuung und machte

zwischen 0,9 % und 39,4 % der CD4+CD45R0O+ Zellen der SF aus.

Diese Untersuchungen deuteten also darauf hin, dass innerhalb der SF von JIA-Patienten
das Zytokin-Milieu in Richtung der Tul-typischen Zytokine IFN-y und TNF-a verschoben
ist. Zusatzlich konnte jedoch eine Expansion von IL-21+CD4+CD45R0+ Zellen beobachtet
werden. IL-21 gilt als Signatur-Zytokin von Follikuldaren T-Helferzellen (Trn) und leistet
einen entscheidenden Beitrag zur B-Zell-Differenzierung (57). Dies lasst also vermuten,
dass eine T-Helferzell-Population in den Gelenken von JIA-Patienten akkumuliert, wel-
che eventuell zusétzlich zu IL-21 weitere Ahnlichkeiten mit Follikuldren T-Helferzellen

aufweisen konnte.
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Abbildung 4: Zytokinexpression in CD4+CD45R0O+ Populationen aus PB und SF von JIA-Patienten. A Repra-
sentative Kontur-Plots der Zytokinexpression von CD4+CD45R0+ Gedachtnis-Zellen des peripheren Blutes
und der SynovialflUssigkeit eines JIA-Patienten B Anteil der Zytokin exprimierenden Zellen an allen
CD4+CD45R0+ Zellen verglichen zwischen gepaarten Blut- und Synovialflissigkeitsproben von JIA-Patien-
ten (n=14, 2 ANA- Oligoarthritis, 9 ANA+ Oligoarthritis, 1 ANA- Polyarthritis, 1 ANA+ Polyarthritis, 1 ANA-
EAA). Einzelwerte als Punkte, Mittelwert + Standardabweichung als Sdulen dargestellt. Gepaarter t-Test.
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3.1.2 Dichotome Expression von IL-21 und IL-17 in T-Helferzellen der Synovialfliissig-
keit

Um fiur die JIA charakteristische Koexpressionsmuster von T-Gedachtniszellen der SF
praziser beschreiben zu kénnen, wurde eine Dimensionalitatsreduktion mithilfe des t-
SNE-Algorithmus durchgefiihrt. Die hierfiir verwendeten durchflusszytometrischen
Daten von 6 ausgewadhlten JIA-Patienten wurden in einem simultanen Farbe- und
Analysevorgang erhoben um das Risiko einer Verfalschung der t-SNE-Analyse durch
mogliche tagesabhangige Schwankungen des Stimulations- und Farbeprozesses zu

minimieren.

Zwei Zellpopulationen schienen hier anhand ihrer Expression von IL-17 (,,P1“) bzw. IL-21
(,P2“) voneinander abgrenzbar (Abbildung 5 A). Die IL-17 exprimierende Population P1
zeigte ein fur Tyl/Tul7-Zellen typisches Zytokinmuster mit Koexpression von TNF-a
(94,9 + 7,8 %) und IFN-y (68,4 + 14,3 %) (Abbildung 5 B). In der IL-21 produzierenden
Population P2 war jedoch wider Erwarten keine Expression des fiir B-Zell-Hilfe typischen
Zytokins IL-10 zu sehen, sondern ebenfalls eine hohe Produktion von TNF-a (85,1 +
20,7 %) und IFN-y (65,1 £ 15,2 %) (Abbildung 5 B). P1 und P2 waren also durch ihre
nahezu ausschlieRliche Expression von IL-21 oder IL-17 voneinander separiert, zeigten
dariiber hinaus allerdings ein eher gleichformiges, Thl-dhnliches Zytokinmuster mit IFN-

y- und TNF-a-Expression.
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Abbildung 5: Zwei T-Zell-Populationen in der Synovialfliissigkeit von JIA-Patienten grenzen sich durch ihre
Expression von IL-21 bzw. IL-17 voneinander ab, koexprimieren jedoch beide IFN-y und TNF-a. A t-SNE-
Analyse der zusammengefihrten durchflusszytometrischen Analysen synovialer CD4+CD45R0O+ Zellen von
6 JIA-Patienten (1 ANA- Oligoarthritis, 3 ANA+ Oligoarthritis, 2 ANA- Polyarthritis). Heatmaps zeigen die
Expressionslevel (blau: niedrig, rot: hoch) von IL-17, TNF-a, IL-2, IL-21, IFN-y und IL-10 innerhalb der
CD4+CD45R0+ Population. Zwei Subpopulationen, P1 und P2 sind anhand ihrer Expression von IL-17 bzw.
IL-21 markiert. B Prozentualer Anteil Zytokin-exprimierender Zellen innerhalb von P1 und P2 fiir jeden ein-
zelnen der 6 JIA-Patienten. Saulen mit Fehlerbalken zeigen Mittelwert + Standardabweichung, Einzelwerte
sind als Punkte dargestellt; gepaarter t-Test.
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Abbildung 6: Zwischen IL-17+ und IL-21+ T-Gedachtniszellen der SynovialflUssigkeit besteht eine negative
Korrelation. A Reprasentative Kontur-Plots zweier JIA-Patienten (JIA-3 und JIA-5) zeigen die Expression von
IL-17 und IL-21 in CD4+CD45R0O+ T-Gedachtniszellen. B Korrelation des Anteils IL-17+ und IL-21+ Zellen
innerhalb der CD4+CD45R0+ T-Gedachtniszellpopulation der Synovialflissigkeit von n=41 JIA-Patienten.
Einzelwerte sind als Kreise dargestellt. Die gestrichelten Linien markieren die Einteilung in 4 Subgruppen,
der relative Anteil dieser Subgruppen ist als Prozentwert angegeben. r, Korrelationskoeffizient nach Pear-
son.

Bei individueller Betrachtung der PopulationsgréfRen innerhalb jedes einzelnen der 6
Patienten liel sich erahnen, dass diese beiden Populationen hinsichtlich ihres Anteils an
der gesamten CD4+CD45R0O+ T-Gedachtniszellpopulation einer negativen Korrelation zu
folgen schienen. Dieser Verdacht erhdrtete sich durch die Analyse IL-17 bzw. IL-21
exprimierender Zellen innerhalb der CD4+CD45RO+ T-Gedachtniszellen in einer
grofReren Kohorte mit 41 JIA-Patienten, welche als EAA, Oligoarthritis oder Polyarthritis
klassifiziert wurden (Tabelle 1). Die Anteile IL-17+ und IL-21+ T-Zellen folgten in der Tat
einer negativen Korrelation (r =-0,39; p = 0,01; Abbildung 6). Die JIA-Patienten konnten
darliber hinaus in Gruppen eingeteilt werden, die entweder eine hohe Frequenz von IL-
17+ oder IL-21+ T-Helferzellen oder keine der beiden T-Helferzell-Populationen

aufwiesen. Ein gleichzeitiges Auftreten beider Populationen war bei fast keinem der

untersuchten JIA-Patienten in nennenswertem Malf3e festzustellen (Abbildung 6 B).
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3.1.3 IL-21+ T-Helferzellen akkumulieren bevorzugt in Gelenken von ANA+ JIA-
Patienten

Das gegenlaufige Auftreten von IL-17+ und |IL-21+ T-Helferzellen in der
Synovialfliissigkeit warf die Frage auf, ob diese Zellpopulationen sich in ihrem Auftreten
mit der klinischen Klassifikation in EAA, Oligoarthritis und Polyarthritis decken. Daher
wurden die Anteile IL-17 bzw. IL-21 exprimierender Zellen zwischen den genannten JIA-
Subgruppen verglichen (n = 41). Da ANA+ Patienten eine klinisch homogene Subgruppe
innerhalb der Oligo- und Polyarthritis-Gruppe bilden, wurden zudem ANA+ und ANA-
Patienten innerhalb dieser beiden ILAR-Gruppen miteinander verglichen. In Anlehnung
an existierende Studien zu ANA+ JIA-Patienten wurden 4 Patienten mit grenzwertig

positivem ANA-Titer von 1:80 von diesem Teil der Analyse ausgeschlossen (17).

Im Vergleich zwischen den JIA-Subgruppen war der Anteil IL-17 exprimierender T-Zellen
bei EAA-Patienten groBer als in der Gruppe der Oligo- und Polyarthritispatienten (EAA
3,2 £ 2,4 % vs. Oligoarthritis 1,7 £ 1,3 %, p = 0,03 und vs. Polyarthritis 1,2 + 1,5 %, p <
0,03; Abbildung 7 B). ANA+ Patienten wiesen mit 1,3 + 1,3 % einen tendenziell etwas
geringeren Anteil IL-17-exprimierender Zellen auf als ANA- Patienten mit 2,3+ 1,3 % (p
= 0,05). IL17+IFN-y+ T-Zellen bildeten ebenfalls bei EAA-Patienten einen geringfligig
erhohten Anteil von 1,5+ 1,0 % aller CD4+CD45R0+ Gedachtniszellen gegeniliber Oligo-
(0,8 +0,7 %; p =0,04) und Polyarthritispatienten ( 0,7 + 0,8 %; p = 0,06)(Abbildung 7 C).

Im Gegensatz dazu war der Anteil IL-21 produzierender Zellen tendenziell etwas héher
in der Oligoarhtritis-Gruppe als bei EAA-Patienten (Oligoarthritis 9,6 + 6,7 % vs. EAA 2,1
+ 1,3 %; p = 0,05; Abbildung 8 B). Der Vergleich zwischen ANA+ und ANA- Patienten
ergab hier allerdings einen deutlich auffilligeren Unterschied. ANA+ Oligo- oder
Polyarthritispatienten wiesen einen sehr signifikant hoheren Anteil IL-21+ T-Zellen auf
als die entsprechende ANA- Gruppe (ANA-2,9+2,1 % vs. ANA+ 12,7 + 10,2 %; p = 0,004;
Abbildung 8 B). Auch der Anteil IL-21 und IFN-y koexprimierender T-Zellen waren bei
ANA+ Patienten mit 9,4 + 9,5 % aller CD4+CD45R0O+ Zellen signifikant hoher als bei ANA-
Patienten (2,0 £ 1,6 %; p = 0,02; Abbildung 8 C).
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Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass sich das Zytokinmuster von
T-Helferzellen zwischen den JIA-Subgruppen unterscheidet und dass insbesondere IL-21

ein Signatur-Zytokin von T-Helferzellen bei ANA+ JIA-Patienten zu sein scheint.
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Abbildung 7: Erhéhter Anteil IL-17 produzierender T-Zellen in der Synovialflissigkeit von EAA-Patienten. A
Reprasentative Kontur-Plots zeigen beispielhaft die Expression von IL-17 und IFN-y von CD4+CD45R0O+ T-
Zellen in der Synovialflissigkeit von 5 JIA-Patienten. B, C, D Prozentualer Anteil IL-17 produzierender Zellen,
sowie IL-17+IFN-y+ und IL-17+IFN-y- Zellen an allen CD4+CD45R0+ Zellen in der SynovialflUssigkeit vergli-
chen zwischen EAA- (n = 7), Oligoarthritis- (n = 28) und Polyarthritispatienten (n = 6). Innerhalb der kombi-
nierten Oligo- und Polyarthritisgruppe wurden zudem ANA+ (n = 19) mit ANA- (n = 11) Patienten verglichen.
Von diesem Teil der Analyse wurden Patienten mit grenzwertigem ANA-Titer von 1:80 (n = 4) ausgeschlos-
sen. Sdulen mit Fehlerbalken zeigen Mittelwert + Standardabweichung, Einzelwerte sind als Punkte darge-
stellt; ungepaarter t-Test.
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Abbildung 8: Erhohter Anteil [L-21 produzierender T-Zellen in der Synovialfliissigkeit von ANA+ Oligo-/Po-
lyarthritispatienten. A Reprasentative Kontur-Plots zeigen beispielhaft die Expression von IL-21 und IFN-y
von CD4+CD45R0+ T-Zellen in der Synovialflissigkeit von 5 JIA-Patienten. B, C, D Prozentualer Anteil IL-21
produzierender Zellen, sowie IL-21+IFN-y+ und IL-21+IFN-y- Zellen an allen CD4+CD45R0O+ Zellen in der
Synovialflissigkeit verglichen zwischen EAA- (n = 7), Oligoarthritis- (n = 28) und Polyarthritispatienten (n =
6). Innerhalb der kombinierten Oligo- und Polyarthritis-Gruppe wurden zudem ANA+ (2 1:160; n = 19) mit
ANA- (< 1:40; n = 11) Patienten verglichen. Von diesem Teil der Analyse wurden Patienten mit grenzwerti-
gem ANA-Titer von 1:80 (n = 4) ausgeschlossen. Sdulen mit Fehlerbalken zeigen Mittelwert + Standardab-
weichung, Einzelwerte sind als Punkte dargestellt; ungepaarter t-Test.
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3.2 Expression von PD-1 charakterisiert eine Subpopulation von Gedachtnis-T-Zellen
in der Synovialfliissigkeit von JIA-Patienten

In verschiedenen systemischen Autoimmunerkrankungen wie dem systemischen Lupus
Erythematodes, dem Sjogren-Syndrom und der rheumatoiden Arthritis konnte eine Ex-
pansion von sogenannten peripheren T-Helferzellen im Blut der Patienten nachgewie-
sen werden (75, 85). Diese exprimieren, wie follikulare T-Helferzellen sekundar lympha-
tischer Organe, IL-21 und PD-1, scheinen sich von diesen jedoch hinsichtlich ihrer Ex-
pression von Transkriptionsfaktoren, Zytokinen und Chemokinrezeptoren teilweise zu
unterscheiden. Daher verwendeten wir im Rahmen dieser Arbeit PD-1 als hinweisgeben-
den Marker fiir potenzielle ,,B-Zell-Helfer“-T-Zellen in den betroffenen Gelenken von JIA-

Patienten.

In einer Kohorte von 12 Patienten, von welchen gepaarte Blut- und Synovialflissigkeits-
proben zur Verfliigung standen, konnte in der Synovialfliissigkeit eine Expansion von PD-
1M Zellen innerhalb des T-Helferzell-Kompartiments festgestellt werden. Wie Abbildung
9 zeigt, machte diese Population 22,93 + 13,95 % der CD4+ Zellen der Synovialflissigkeit
aus, wahrend sie weder im Blut der Patienten noch dem gesunder Kontrollen zu finden

war (PB JIA 2,20 + 2,13 % und PB Kontrolle 0,92 + 0,66 %).
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Abbildung 9: PD1MCD4+ Zellen lieRen sich in der Synovialflissigkeit von JIA-Patienten, jedoch nicht im pe-
ripheren Blut nachweisen. A Représentative Dotplots zeigen die durchflusszytometrische Analyse der PD-1
Expression auf CD4+ Zellen im Blut einer gesunden Kontrolle, sowie in PB und SF eines JIA-Patienten. B
Prozentualer Anteil PD-1" T-Helferzellen im PB gesunder Kontrollen (GK, n=12, ungepaarter t-Test), sowie
in gepaarten PB- und SF-Proben von JIA-Patienten (n=12, gepaarter t-Test). Sdulen und Fehlerbalken zeigen
Mittelwert und Standardabweichung, Einzelwerte als Kreise dargestellt.

52



3.2.1 Verteilung von PD1MCDA4+ innerhalb der T-Zell-Subklassen
Innerhalb der PD-1'- und PD-1" T-Zellen der SF wurde anhand der Expression von CCR7

und CD45R0 bestimmt, zu welchen T-Zell-Subgruppen sich die Zellen jeweils zuordnen
lassen. Abbildung 10 zeigt, dass innerhalb der PD-1"/- Zellen des Gelenks CD45RO+ Ge-
dachtnis-T-Zellen vorherrschten, welche sich zu etwa gleichen Teilen in CCR7+ Zentrale
T-Gedachtniszellen (Tewm) (44,52 + 21,62 %) und CCR7- Effektor-T-Gedéachtniszellen (Tem)
(49,60 + 20,15 %) aufteilten. Nur ein geringer Teil waren naive T-Zellen. Bei den PD-1"
Zellen hingegen fanden sich ausschliefSlich CD45RO+ T-Geddchtniszellen, unter welchen

wiederum CCR7- Tem Zellen den grofRten Anteil bildeten (82,8 + 12,5 %).
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Abbildung 10: Auftreten von PD-1'" und PD-1" Zellen innerhalb der T-Zell-Subklassen. A Exemplarische
Dotplots zeigen PD-1'" und PD-1" CD4+ Zellen der SF eines JIA-Patienten. Die Gates unterteilen die Zellpo-
pulation in CCR7+CD45R0O+ Zentrale T-Gedachtniszellen (Tem), CCR7-CD45RO+ Effektor-T-Gedachtniszellen
(Tem) und CD45R0O- naive T-Zellen. B Der durchschnittliche Anteil der in A dargestellten Subklassen inner-
halb der PD-1'" und PD-1" CD4+ Population in der untersuchten Stichprobe (n = 6) ist in Kreisdiagrammen
gezeigt.

3.2.2 PD-1"CD4+ der Synovialfliissigkeit zeichnen sich durch Koexpression von IL-21
und IFN-y aus

Eine hohe Expression von PD-1 wird oft als Zeichen eines Erschopfungszustandes von T-
Zellen gesehen (85). Daher testeten wir die Fahigkeit von PD-1"CD4+ Zellen zur Zytokin-
produktion auf Stimulation und verglichen diese zu PD-11°"CD4+ Zellen der Synovialfliis-
sigkeit und des Blutes in gematchten Proben von 8 JIA-Patienten. Besonderen Fokus leg-
ten wir dabei auf das Signatur-Zytokin von Try-Zellen, IL-21. Wahrend sich die PD-1'°/-
Fraktionen des peripheren Blutes und der Synovialflissigkeit nicht signifikant hinsicht-

lich ihrer Expression von IL-21 unterschieden (PB PD-1'-2,1 + 1,4 % vs. SF PD-1"/- 13,2
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+12,4 %, p = 0,07), fielen PD-1"CD4+ Zellen der Synovialfliissigkeit durch einen gegen-
iber der PD-1'/ Population deutlich erhéhten Anteil von 35,2 + 15,4 % IL-21+ Zellen auf
(p <0,001) (Abbildung 11 C).

Im weiteren Vergleich zeigten PD-1" T-Zellen auBerdem eine hohe Expression der pro-
inflammatorischen, fiir Ty1l-Zellen charakteristischen Zytokine IFN-y und TNF-a. PD-1"
Zellen der Synovialflissigkeit waren zu 58,9 + 14,1 % IFN-y+ und zu 70,99 + 14,00 % TNF-
a+ wahrend PD-1"/ Zellen zu 43,9 + 11,9 % IFN-y (p = 0,04 fiir PB vs. SF) und zu 58,00 +
13,44 % TNF-a (p = 0,08 fir PB vs. SF) bildeten. IL-17 wurde von allen drei Subgruppen
in vergleichbarem MalRe exprimiert (PB PD-1'- 1,8 + 0,7 % vs. SF PD-1' 0,8 + 0,7 % vs.
SFPD-1"1,2 +1,6 %; p = 0,23; Abbildung 11 C).

Um die Analyse des Zytokinprofils zu verfeinern, nutzten wir wiederum den t-SNE-Algo-
rithmus mit den kombinierten durchflusszytometrischen Zytokinexpressions-Daten der
Synovialfliissigkeit von 5 JIA-Patienten. Dieser Ansatz konnte die bisherigen Ergebnisse,
dass PD-1"CD4+ Zellen der Synovialfliissigkeit eine gemischte Zytokin-Signatur aus ,,B-
Helfer“-Zytokinen und Ty1-Zytokinen aufweisen, untermauern. Innerhalb der manuell
selektierten PD-1" Population erbrachte die t-SNE-Analyse eine spezifische Population,
welche sich insbesondere durch IL-21-Expression, sowie Koexpression von IFN-y und
TNF-a, nicht jedoch IL-17 auszeichnete (Abbildung 12 A). Dies lieR sich auch auf Einzel-
zellebene nachvollziehen, indem anhand von Booleschen Gates polyfunktionale Zytokin-
Kombinationen zwischen PD-1" und PD-1'- Zellen 7 weiterer JIA-Patienten verglichen
wurden (Abbildung 12 B). Das PD-1" Kompartiment beinhaltete eine signifikant erhéhte
Zahl CD4+ Zellen, die IL-21, IFN-y und TNF-a, nicht jedoch IL-17 exprimierten (18,0+ 13,8 %
der PD-1""vs. 4,9 + 5,4 % der PD-1"°/-; p < 0,01; Abbildung 12 B).
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Abbildung 11: Vergleich des Zytokinprofils von PD-1 CD4+ versus PD-1"CD4+ Zellen.
A, B Reprdsentative Dotplots zeigen beispielhaft die durchflusszytometrische Analyse der Zytokinexpres-
sion von PD-1"" T-Zellen des peripheren Blutes (PB), sowie PD-1'" und PD-1" T-Zellen der Synovialfliissig-
keit (SF) eines JIA-Patienten nach Stimulation in vitro mithilfe von SEB. Oberflachen- und intrazelluldre Far-
bung. C Balkendiagramme zeigen den prozentualen Anteil Zytokin-exprimierender Zellen in gematchten
PB- und SF-Proben von 8 JIA-Patienten. Die Kreise reprasentieren einzelne Patientenproben, Sdulen und
Fehlerbalken zeigen Mittelwert und Standardabweichung der Stichprobe. Einfaktorielle ANOVA fiur ge-
paarte Stichproben mit Tukey-Test fir multiple Vergleiche. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Abbildung 12: Detaillierte Analyse des Zytokinprofils synovialer PD-1" CD4+ Zellen. A t-SNE-Plots von PD-
1" und PD-1'° CD4+ Zellen aus zusammengefiihrten Daten von 5 JIA-Patienten. In der linken Spalte sind
die kombinierten Expressionsdaten von IL-21, IFN-y, TNF-a und IL-17 von manuell gegateten CD4+ Zellen
gezeigt, geteilt in PD-1" (oben) und PD-1'" (unten) Zellen. Eine fir PD-1" Zellen als spezifisch erkannte
Population ist umrandet. In der mittleren und linken Spalte sind t-SNE-Plots des gleichen Datensatzes nach
Zytokinen getrennt als Heatmap dargestellt. Die Farben geben die Expressionslevel der einzelnen Zytokine
wieder. B Durchflusszytometrisch bestimmte, polyfunktionale Expressionsdaten synovialer PD-1" vs. PD-
1'°/- CD4+ T-Zellen von 7 weiteren JIA-Patienten wurden mittels Boolescher Gates analysiert. Einzelwerte
sind als Kreise dargestellt, waagrechte und senkrechte Linien geben Mittelwert und Standardabweichung
an. Gepaarter t-Test; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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3.3 Phinotypischer Vergleich PD-1" Tpy der Synovialfliissigkeit und Ten der Tonsille

Weiterhin gingen wir der Frage nach, ob die PD1"CD4+ Zellen der Synovialfliissigkeit
phanotypische Ahnlichkeit mit Ten der humanen Tonsille besitzen. Hierzu wurden PD-
1MCD4+ T-Zellen aus Tonsillen 5 gesunder Spender und der Synovialfliissigkeit von 5 JIA-
Patienten durchflusszytometrisch untersucht und hinsichtlich ihres Repertoires von
Chemokinrezeptoren, Transkriptionsfaktoren sowie Differenzierungs- und Aktivierungs-
markern untersucht (Abbildung 14 A). Die Farbungen und Messungen wurden wiederum
simultan durchgefiihrt, um das Risiko einer Verfalschung der Hauptkomponentenana-

lyse durch tagesabhangige Schwankungen zu minimieren.

Insbesondere der Chemokinrezeptor CXCR5, welcher neben PD-1 vielfach zur Charakte-
risierung von TFH verwendet wird und in den meisten tonsilliren PD-1"MCD4+ Zellen in
hohem MaRe vorhanden war (88,5 + 7,8 %), wurde von den PD-1"CD4+ Zellen der Sy-
novialflissigkeit nicht exprimiert (3,9 + 1,7 %; p < 0,01) (Abbildung 13). Daher nahmen
wir an, dass es sich zwar bei den CD4+ Zellen mit hoher Expression von PD-1 um eine
CXCR5-negative B-Helfer-T-Zell-Population handeln kénnte, welche sich jedoch phano-
typisch deutlich von den Tru der Tonsille unterscheidet. In der Tat waren auch in der
ausfiihrlicheren durchflusszytometrischen Analyse der Chemokinrezeptoren, Transkrip-
tionsfaktoren, Differenzierungs- und Aktivierungsmarker die synovialen PD-1"" Zellen
eindeutig von der tonsilliren PD-1" Population zu unterscheiden, wie Abbildung 14, zu-

sammengefasst als hierarchische Cluster- und Hauptkomponentenanalyse, zeigt.

Die die Ten-Linie definierenden Transkriptionsfaktoren Bcl-6, c-MAF sowie ICOS wurden
in PD-1"CD4+ der Synovialfliissigkeit ebenfalls in geringerem MaRe exprimiert. Die MFI
von BCL-6 betrug bei den PD-1" T-Zellen der Tonsille durchschnittlich 303 + 122, bei PD-
1M T-Zellen der Synovialfliissigkeit hingegen 189 + 58 (p = 0,13; Einfaktorielle ANOVA mit
Tukey-Korrektur). Die MFl von ICOS (Tonsille 14156 + 2652 vs. SF 4260 + 342; p < 0,0001)
und c-MAF (Tonsille 170 + 64 vs. SF 83 * 20; p < 0,05) unterschieden sich hingegen noch

deutlicher zwischen den tonsilldren und synovialen PD-1" T-Helferzellen.
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Stattdessen zeigten PD-1" T-Zellen der Synovialfliissigkeit mehr phianotypische Ahnlich-
keit mit der PD-1'- Population auf. Beide Zellpopulationen der Synovialfliissigkeit wie-
sen zum Teil typische Merkmale von Tn1-Zellen auf, unter anderem CCR5 (PD-1" 82,6 +
10,0 % vs. PD-1"- 64,3 + 13,1 %; p < 0,05) und den Ty1-Transkriptionsfaktor T-bet (MFI
PD-1" 149 + 21 vs. PD-1" 120 + 21 %; p = 0,11). Allerdings grenzten sich synoviale PD-
1 Zellen durch eine deutlich héhere Expression von 0X40 (Tonsille PD-1" 23,4 +5,2 %
vs. SF PD-1" 36,6 + 6,5 % vs. SF PD-1'12,3 + 6,7 %; p < 0,001; einfaktorielle ANOVA mit
Tukey-Test) und HLA-DR (Tonsille PD-1" 5,5 + 5,9 % vs. SF PD-1" 32,7 + 8,8 % vs. SF PD-
1'°/-6,8 + 1,4 %; p < 0,0001) als Tr und SF PD-1'~ ab. In der Hauptkomponentenanalyse
(Abbildung 14 C) zeigten sich somit alle drei untersuchten Populationen deutlich vonei-

nander separiert.

Tonsille Synovialflissigkeit —
Ges. Kontrolle JIA 1007 %
: 61,2 0,01 751
, .
‘_|| §<) 50.
e o)
X 254
0 1 game

CD4* ————— CXCR5 ——— pD-1" pp-1M

To SF

Abbildung 13: CXCR5-Expression von PD-1"CD4+ Zellen der Tonsille und der Synovialfliissigkeit. A Exemp-
larische Dotplots der durchflusszytometrischen Untersuchung CD4+ Zellen aus der Tonsille eines gesunden
Spenders und der Synovialflissigkeit eines JIA-Patienten. B Prozentualer Anteil CXCR5-exprimierender Zel-
len an allen PD-1"CD4+ Zellen der Tonsille (n=4) und der Synovialfliissigkeit (n=5). Die Saulen mit Fehler-
balken zeigen Mittelwert und Standardabweichung der Stichprobe. Ungepaarter t-Test; **** p<0,0001
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Abbildung 14: Phanotypischer Vergleich von PD-1" und SF PD-1' der Synovialflussigkeit, sowie Ten der
Tonsille. A Reprasentative Histogramme zeigen beispielhaft die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) ver-
schiedener Transkriptionsfaktoren und Oberflichenmarker verglichen zwischen PD-1"CD4+ (rote Kurve)
und PD-1'"CD4+ Zellen (blaue Kurve) der Synovialfliissigkeit eines JIA-Patienten und PD-1" Teyder Tonsille
(To) eines gesunden Spenders (griine Kurve). Als graue Kurve ist die Isotypen-Kontrolle mithilfe einer un-
gefarbten Zellprobe dargestellt. B Hierarchische Cluster-Analyse der in A dargestellten Untersuchung an 5
Tonsillen (erste Zeile griin), sowie PD-1" (erste Zeile rot) und PD-1'"" (erste Zeile blau) von 5 JIA-Patienten.
MFI oder prozentualer Anteil positiver Zellen dargestellt als Heatmap von blau (niedrig) nach rot (hoch) mit
zeilenweiser Normalisierung der Daten. Zusatzlich ist die Cluster-Hierarchie als Baumdiagramm gezeigt. C
Hauptkomponentenanalyse der in B dargestellten Zellpopulationen und Marker.

3.4 Expansion von PD-1"HLA-DR+ T-Zellen vermehrt bei ANA+ JIA-Patienten
Nachdem also in den vorausgehenden Untersuchungen eine Gedachtnis-T-Zell-Popula-

tion identifiziert werden konnte, welche spezifisch in Inflammationsgebieten von JIA-
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Patienten aufzutreten scheint und sich besonders durch hohe Expression von PD-1 und
HLA-DR abhebt, wurde einem weiteren Schritt das Auftreten dieser Zellpopulation in

den jeweiligen JIA-Subgruppen an einer grofleren Kohorte von 53 JIA-Patienten analy-

siert (Tabelle 2).
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Abbildung 15: Anteil PD-1"HLA-DR* CD4+ Zellen innerhalb der JIA-Subgruppen und in Abhéngigkeit vom
ANA-Status. A Exemplarische Darstellung der durchflusszytometrischen Analyse der PD-1 und HLA-DR Ex-
pression von CD4+ Zellen innerhalb der untersuchten JIA-Subgruppen. B Anteil an PD-1"HLA-DR* Zellen an
allen CD4* T-Zellen, verglichen zwischen Enthesitis-assoziierter Arthritis (EAA) (n=9), Psoriasis-Arthritis (PsA)
(n=4), Oligoarthritis (n=32) und Polyarthritis (n=8). C Anteil an PD1"HLA-DR* Zellen an allen CD4+ T-Zellen
verglichen zwischen 26 ANA+ (> 1:160) und 14 ANA- (< 1:40) Patienten innerhalb der Oligo- Poly- und Pso-
riasisarthritisgruppe. Ausschluss von 4 JIA-Patienten mit grenzwertig positivem ANA-Titer von 1:80. Punkte
reprasentieren einzelne Patientenproben, Sdulen und Fehlerbalken zeigen Mittelwert und Standardabwei-
chung der Stichprobe; Einfaktorielle ANOVA mit Tukey-Test fir multiple Vergleiche (B); ungepaarter t-Test
(C), *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Der Anteil an PD-1"HLA-DR+CD4+ T-Zellen unterschied sich hierbei nicht signifikant zwi-
schen Psoriasis-Arthritis (9,7 + 4,0 %), Oligoarthritis (12,9 + 9,1 %) und Polyarthritis (12,7
+ 10,3 %) (p = 0,84). Bei EAA-Patienten waren hingegen nahezu keine PD-1"HLA-DR+

Zellen nachweisbar (1,8 + 1,1 %) (Abbildung 15 B). Beim Vergleich von ANA+ mit ANA-

Patienten innerhalb der kombinierten Gruppen der Oligo- Poly- und Psoriasisarthritis-
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Patienten fiel allerdings bei ANA+ Patienten ein hochsignifikant hoherer Anteil dieser
Zellpopulation auf (ANA- 6,9 + 4,3 % vs. ANA+ 15,6 + 8,4 %, p < 0,001) (Abbildung 15 C).
Fir diesen Teil der Analyse wurden wiederum 4 Patienten mit grenzwertigem ANA-Titer

von 1:80 ausgeschlossen.

3.5 Funktionelle Analyse von PD-1" Tpy der Synovialfliissigkeit und Tey

3.5.1 Tpn und Trn leisten B-Zell-Hilfe und induzieren Plasmazellen

Aus dem durch IL-21 geprigten Zytokinmuster der PD-1"CD4+ der SF ergab sich die
Frage, ob diese Zellen trotz ihrer phianotypischen Unterschiede funktionelle Uberschnei-
dung zu T4 der Tonsille aufweisen, insbesondere, ob sie zur B-Zell-Hilfe und Induktion
von Plasmazellen in der Lage sind. Hierzu fiihrten wir in vitro Aktivierungs-Assays mit
FACS-sortierten PD-1"CD4+ Zellen der Tonsille und der Synovialfliissigkeit mit
CD27+IgM- CD19+ Gedachtnis-B-Zellen von gesunden Spendern unter Zugabe von

Staphylokokken-Enterotoxin B durch.

Die PD-1"CD4+ Zellen der Synovialfliissigkeit zeigten in diesem Ansatz eine dhnliche Fi-
higkeit zur Plasmazellinduktion und Immunglobulinsekretion wie die klassischen Try der
Tonsille. Nach 5 Tagen zeigten 28,8 + 18,4 % (Tonsille) bzw. 28,8 + 20,5 % (SF) der B-
Zellen eine hohe Koexpression von CD27 und CD38. Um den individuellen Beitrag von
IFN-y und IL-21 auf die Plasmazellentstehung zu untersuchen, wurden zusatzlich diese
Zytokine einzeln und in Kombination blockiert. Die Blockade von IL-21 mittels rekombi-
nantem loslichem IL-21-Rezeptor-Fc (IL-21R-Fc) hatte einen starkeren hemmenden Ef-
fekt als die Blockade von IFN-y. Wahrend die IFN-y-Blockade die Plasmazellinduktion auf
59,0 + 30,8 % des Referenzwertes reduzierte, entstanden nach Blockade von IL-21 nur
noch 34,8 + 24,6 % der Plasmazellen im Vergleich zur Referenzprobe ohne Inhibition (p
< 0,001 fiir IL-21R-Fc vs. Referenzprobe). Jedoch konnte auch die kombinierte Blockade
beider Zytokine die Plasmazellentstehung nicht vollstandig unterdriicken. Dies gelang
nur durch Blockade des JAK/STAT-Signalwegs mithilfe von Ruxolitinib, eines Inhibitors
der Janus-assoziierten Kinasen (JAK) 1 und 2 (2,3 + 2,7 % des Referenzwertes; p < 0,0001)

(Abbildung 16).
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Abbildung 16: Induktion von Plasmazelldifferenzierung durch tonsilldre und synoviale PD-1" T-Zellen. A In
vitro Kokultur-Experiment mit FACS-sortierten CD19+CD27+IgM- klassengewechselten B-Gedachtniszellen
gesunder Kontrollen mit PD-1" T-Zellen der Synovialflissigkeit von JIA-Patienten oder der Tonsille. Exemp-
larische Konturplots zeigen die Plasmazelldifferenzierung (CD27"CD38") nach 5 Tagen in der unstimulier-
ten Probe (NS), mit Stimulation durch SEB alleine (SEB) sowie in Anwesenheit von PD-1" T-Zellen der Ton-
sille (To) oder der Synovialfliissigkeit (SF) B Prozentualer Anteil von CD27"CD38" Plasmablasten an allen
CD19+ B-Zellen nach 5 Tagen aus 6 Einzelexperimenten (6 Tonsillen, 9 JIA-Patienten). C Immunglobulinkon-
zentration in Zelliberstanden nach 5 Tagen aus 5 Einzelexperimenten (5 Tonsillen, 6 JIA-Patienten) in ug/ml.
D Kokultur wie in A beschrieben unter einzelner und kombinierter Blockade von IFN-y (anti-IFN-y) und IL-
21 (IL-21R-Fc), sowie unter Blockade des JAK/STAT-Signalweges durch Ruxolitinib (Ruxo). 100% entspre-
chen der Probe ohne Blockade. n=6 Einzelversuche B-D Die Saulen mit Fehlerbalken zeigen Mittelwerte
und Standardabweichung. Ungepaarter t-Test (B, C) bzw. Einfaktorielle ANOVA mit Tukey-Test fir multiple
Vergleiche (D); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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3.5.2 Vermehrte Induktion atypischer CD21'°/-T-bet+CD11c+ B-Zellen durch PD-1M
Ten der Synovialfliissigkeit ist abhdngig von IL-21 und INF-y
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Abbildung 17: Induktion eines CD21"/-CD11c+ B-Zell-Phdnotyps durch SF PD-1". A Kokultur-Experimentmit
mit CD19+CD27+IgM- B-Gedichtniszellen und PD-1" T-Zellen, wie in Abbildung 16 beschrieben. Exempla-
rische Konturplots zeigen die Expression von CD21 und CD11c nach 5 Tagen in der unstimulierten Probe
(NS), mit Stimulation durch SEB alleine (SEB) sowie in Anwesenheit von PD-1"" T-Zellen der Tonsille (To)
oder der Synovialfliissigkeit (SF) B Prozentualer Anteil CD21'%"CD11c+ Zellen nach 5 Tagen als Saulendia-
gramm. Kombinierte Daten aus 3 Einzelversuchen mit insgesamt 7 JIA-Patienten und 5 Tonsillen C Prozen-
tualer Anteil CD21'"CD11c+ Zellen nach 5-tagiger Kokultur von B-Ged&chtniszellen und PD-1" der Synovi-
alflussigkeit ohne Blockade und unter einzelner und kombinierter Blockade durch anti-IFN-y und/oder IL-
21R-Fc, sowie unter Blockade des JAK/STAT-Signalweges durch Ruxolitinib. 100% entsprechen der Probe
ohne Blockade. B, C Die Saulen mit Fehlerbalken geben den Mittelwert und die Standardabweichung an.
Ungepaarter t-Test (B) bzw. Einfaktorielle ANOVA mit Tukey-Test flr multiple Vergleiche (C); *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

Zusatzlich zur Plasmazelldifferenzierung konnte jedoch noch ein weiterer Effekt der sy-
novialen PD-1"CD4+ Zellen auf B-Zellen in vitro beobachtet werden, welcher durch ton-
sillare Tey in bedeutend geringerem Malie auftrat. Nach 5-tagiger Kokultur von PD-

1MCD4+ Zellen und B-Zellen hatten mehr als ein Drittel der B-Zellen einen CD21'°CD11c+

63



Phanotyp angenommen (Abbildung 17 A, B). Auch hier wurde der Einfluss von IL-21 und
IFN-y auf die Entstehung dieses B-Zell-Phanotyps Uberprift, indem diese Zytokine ein-
zeln und in Kombination blockiert wurden. Die Blockade von IFN-y (p = 0,52) oder IL-21
(p = 0,27) allein hemmte die Differenzierung von CD21'°CD11c+ nicht signifikant und
auch die kombinierte Blockade hatte nur einen geringen, jedoch signifikanten hemmen-
den Effekt (p < 0,05). Ruxolitinib konnte hingegen auch die Differenzierung von

CD21'°CD11c+ B-Zellen signifikant vermindern (p < 0,01) (Abbildung 17 C).

CD21'°CD11c+ B-Zellen wurden bereits in Assoziation mit diversen Autoimmun- und
chronischen Inflammationsprozessen beschrieben und werden auch zur heterogenen
Gruppe der sogenannten atypischen Memory B-Zellen (aMBC) gezahlt (40, 43). Ein Teil
dieser aMBC exprimiert den Transkriptionsfaktor T-bet (T-box expressed in T cells), wo-
bei dessen Expression unter anderem durch die Tey-Zytokine IFN-y und IL-21 reguliert
wird (93). Daher untersuchten wir weiterhin, ob synoviale PD-1"" T-Zellen auch T-bet-
Expression in B-Zellen in vitro induzieren. Im parallelen Kokultur-Experiment zeigten B-
Zellen, welche mit PD-1"CD4+ T-Zellen der Synovialfliissigkeit inkubiert wurden, eine um
den Faktor 4,1 £ 1,6 erhdhte Expression von T-bet im Vergleich zur nur durch SEB stimu-
lierten Probe. Es zeigte sich somit eine tendenziell héhere Expression von T-bet als in
den mit Tey der Tonsille inkubierten B-Zellen (2,5 + 0,5 -fache Expression; p = 0,08) (Ab-
bildung 18).

Durch einen zusatzlichen B-Zell-Assay mit rekombinantem IL-21, IFN-y und CD40-Ligand
(CD40-L) Stimulation konnte gezeigt werden, dass B-Zellen unter dem Einfluss von CD40-
L und IFN-y eine signifikante T-bet-Expression zeigten (6,4 + 2,1 -fache Expression im
Vergleich zur unstimulierten Probe; p < 0,01), wohingegen eine Stimulation durch CD40-
L alleine zu keiner Induktion von T-bet fihrte (1,4 + 0,5 -fache Expression im Vergleich
zur unstimulierten Probe; p > 0,99) (Abbildung 19). IL-21 hatte nur in Kombination mit
CD40-L und IFN-y einen verstarkenden Effekt auf die T-bet-Induktion (9,8 + 2,6 -fache

Expression; p < 0,0001).
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Abbildung 18: Induktion von T-bet-Expression in Gedachtnis-B-Zellen durch SF PD-1". A T-/B-Zell Kokultur
mit MACS-sortierten CD20+ B-Zellen gesunder Kotrollen und PD-1" T-Zellen der Synovialflissigkeit von JIA-
Patienten und der Tonsille. Histogramme zeigen beispielhaft die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) von
T-bet in CD19+CD27- naiven B-Zellen in der unstimulierten Probe (gestrichelte Kurve), der B-Zell-Probe mit
SEB und F(ab)2-anti-IgM allein und in Anwesenheit von PD-1"" T-Zellen der Tonsille oder der Synovialflissig-
keit (grau hinterlegte Kurven) nach 2 Tagen. B T-bet-Expression als Vielfaches der MFl in der nur durch SEB
stimulierten Probe. Daten aus 3 Einzelversuchen mit insgesamt 4 Tonsillen und 7 JIA-Patienten. Saulen mit
Fehlerbalken geben den Mittelwert und die Standardabweichung an. Kruskal-Wallis-Test mit Dunn-Test fur
multiple Vergleiche; **p<0,01.
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Abbildung 19 Die Induktion von T-bet in B-Zellen ist abhangig von IL-21 und IFN-y. A Reprasentative Histo-
gramme zeigen beispielhaft ein Kultur-Experiment mit MACS-aufgereinigten CD20+-B-Zellen gesunder
Spender. Die T-bet Expression wurde in CD19+CD27- naiven B-Zellen analysiert. Stimulation allein durch
CD40-L und unter Hinzugabe von rekombinantem IL-21 und/oder IFN-y). B Durchschnittliche MFI als Viel-
faches der unstimulierten B-Zell-Probe. n=4 Einzelexperimente. Die Sdulen mit Fehlerbalken geben den
Mittelwert und die Standardabweichung an. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001, Einfaktorielle
ANOVA mit Tukey-Test fir multiple Vergleiche.
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3.6 Atypische CD21'/T-bet+CD11c+ B-Gedichtniszellen in ANA+ JIA-Patienten

Nachdem in vitro also ein funktioneller Zusammenhang zwischen PD1" T-Zellen der SF
und der Entstehung einer CD21'"CD11c*T-bet* B-Zell Population hergestellt werden
konnte, stellte sich die Frage, ob dieser Effekt auch in situ beobachtet werden kann. In
einer kleinen Kohorte von 5 JIA-Patienten wurden zundchst Unterschiede im B-Zell-Pha-
notyp zwischen gepaarten Blut- und Synovialflissigkeitsproben gesucht. In einer hierar-
chischen Clusteranalyse konnten CD19+ B-Zellen der Synovialfllssigkeit klar von B-Zel-
len des peripheren Blutes abgegrenzt werden (Abbildung 20 A). Die B-Zellen der Synovi-
alflissigkeit zeigten zum grof3en Teil einen IgG+, klassengewechselten B-Gedachtniszell-
Phanotyp mit Zeichen der Aktivierung (CD69, FAS, HLA-DR, CD86), wohingegen es sich
bei B-Zellen des peripheren Blutes zum Grof3teil um naive, ruhende B-Zellen handelte.
Weiterhin war in B-Zellen der Synovialfliissigkeit eine vermehrte Expression von CD11c
und T-bet in Verbindung mit Herabregulation von CD21 — passend zu unseren Beobach-
tungen im in vitro Experiment — zu beobachten. Anschliefend versuchten wir, die Ver-
teilung definierter B-Zell-Subgruppen anhand ihrer Expression von CD21, CD27 und IgM
auch quantitativ zwischen dem peripheren Blut und der Synovialflissigkeit zu verglei-
chen (Abbildung 20 B, C). Unter den CD21'" B-Zellen der Synovialfliissigkeit bildeten
CD27+IgM- klassengewechselte B-Gedachtniszellen mit 53,4 + 20,2 % sowie CD27-IgM-
»doppelt-negative” (DN) B-Zellen mit 24 + 14,6 % den Uberwiegenden Anteil. Diese bei-
den Populationen bildeten zudem in der Synovialflissigkeit zu einem signifikant groRe-
ren Anteil an allen CD19+ Zellen als im peripheren Blut (CD21-CD27+IgM-0,6 £ 0,3 % im
PBwvs. 29,9+ 12,0% in SF; p <0,05) (CD21-CD27-1gM- 1,9+ 1,6 % in PBvs. 13,4+7,6 %
in SF; p < 0,05). Der Anteil von Plasmazellen war mit 3,0 £ 2,1 % ebenfalls etwas hoher

in der Synovialflissigkeit als im peripheren Blut (0,2 + 0,1 %, p < 0,05).
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Abbildung 20: Phanotyp von B-Zellen der Synovialflussigkeit von JIA-Patienten. A hierarchische Clusterana-
lyse der durchflusszytometrisch bestimmten mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) verschiedener Marker
von CD19+ B-Zellen des peripheren Blutes (PB) und der Synovialflissigkeit (SF) von 5 JIA-Patienten. Die MFI
ist als Farbspektrum von blau (niedrig) nach rot (hoch) dargestellt. B Reprasentative Kontur-Plots zeigen
die Gating-Strategie verschiedener, in C analysierter B-Zell-Populationen anhand von CD21, CD27 und IgM
C Verteilung naiver B-Zellen, nicht klassengewechselter (NSM) und klassengewechselter B-Gedachtniszel-
len (SM) sowie doppelt negativer (DN) B-Zellen innerhalb der CD19+ B-Zellen der Synovialflissigkeit von 5
JIA-Patienten im Vergleich zum peripheren Blut. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; gepaarter t-Test.

In einer groReren Kohorte von 39 JIA-Patienten verglichen wir zudem die Anteile der
oben genannten B-Zell-Subgruppen zwischen ANA+ und ANA- JIA-Patienten, wobei 4 Pa-
tienten der Kohorte 2 mit einem grenzwertigen ANA-Titer von 1:80 von diesem Teil der
Analyse ausgeschlossen wurden. Wir konnten jedoch tiberraschenderweise keine signi-
fikanten Unterschiede des Plasmazellanteils zwischen ANA- und ANA+ Patienten erken-
nen und auch die meisten anderen der oben genannten B-Zell-Subpopulationen zeigten
keine quantitativen Unterschiede (Abbildung 21). Lediglich der Anteil von CD21'°/-CD27-
IgM- Bpn-Zellen war in der ANA+ Gruppe signifikant erhoht (ANA+ 20,15 + 7,49 % vs.

ANA- 12,88 + 4,35 %; p < 0,01).
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Ein ahnliches Ergebnis ergab auch die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen PD-
1MHLA-DR+ Tpy bzw. IL-21 exprimierenden T-Zellen und CD27++CD38++ Plasmazellen
bzw. CD21'°"CD11c+ B-Zellen, deren Verteilung in der Synovialfliissigkeit in einer Subko-
horte von 25 JIA Patienten direkt miteinander verglichen werden konnte. Abbildung 22
A zeigt, dass in der untersuchten JIA-Kohorte keine Korrelation zwischen der Zahl PD-
1MHLA-DR+ Ten-Zellen sowie der IL-21 exprimierenden T-Gedichtniszellen und dem An-
teil Plasmazellen in der SF bestand (r = -0,09; p = 0,56 sowie r=-0,11, p=0,53). Anders
jedoch in Bezug auf CD21'%-CD11c+ Zellen: Diese Population korrelierte in ihrer GroRe
signifikant mit dem Tpu-Anteil (r = 0,32; p < 0,05) sowie hochsignifikant mit dem Anteil

IL-21 exprimierender T-Gedachtniszellen (r=0,57; p<0,001) (Abbildung 22 B).
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Abbildung 21: Verteilung von B-Zell-Populationen der Synovialflussigkeit von ANA+ und ANA- JIA-Patienten.
A Die Kontur-Plots zeigen exemplarisch die durchflusszytometrische Bestimmung der B-Zell-Subgruppen
anhand ihrer Expression von CD21, CD27 und IgM in der SynovialflUssigkeit eines ANA- (obere Zeile) und
eines ANA+ Patienten (untere Zeile). B Verteilung der B-Zell-Subpopulationen innerhalb synovialer CD19+
B-Zellen verglichen zwischen ANA- (graue Saulen, n=14) und ANA+ (schwarze Saulen, n=26) JIA-Patienten.
ANA-Titer > 1:160 wurden als positiv gewertet, Titer < 1:80 als negativ. Grenzwertige ANA-Titer von 1:80
wurden von dieser Analyse ausgeschlossen. Die Sdulen mit Fehlerbalken stehen fir Mittelwert und Stan-
dardabweichung, Einzelwerte sind als Kreise dargestellt. Ungepaarter t-Test.
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Abbildung 22: Plasmazellen und CD21' Bon Zellen in der Synovialflissigkeit. A zeigt den Anteil an
CD38"CD27** Plasmazellen (Angabe in Prozent an allen B-Zellen) gegen PD-1"CXCR5 'HLA-DR* CD4+ T-Zel-
len (oben), sowie gegen IL-21+ CD4+CD45R0+ T-Gedachtniszellen (unten) aufgetragen. B Korrelation zwi-
schen CD21'%°CD11c* B-Zellen und PD-1"CXCR5 HLA-DR* CD4+T-Zellen, sowie IL-21+ CD4+CD45RO+ T-Ge-
dachtniszellen. A, B Die Korrelation der jeweiligen Zellpopulationen zueinander wurde mithilfe von linearer
Regression berechnet und im Diagramm als Gerade veranschaulicht. Jeder Punkt steht flr eine SF-Probe
(n=40). Mit angegeben sind der Korrelationskoeffizient r nach Bravais-Pearson und das Signifikanzniveau p.
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4 Diskussion

ANA-Positivitat ist in der JIA mit einem distinkten klinischen Phanotyp und Krankheits-
verlauf assoziiert (17, 18). Dies flihrt zu der Vermutung, dass der ANA+ JIA auch eine
spezifische Pathogenese zugrunde liegt, diese ist jedoch bislang noch unvollstandig ver-
standen. Ubergeordnetes Ziel dieser Arbeit war daher die Aufkldrung des zelluldren
Musters innerhalb der ANA+ Patientengruppe der JIA. Hierzu wurden insbesondere
CD4+ T-Helferzellen mit ,B-Helfer“-Funktion in der Synovialflissigkeit entziindeter Ge-
lenke von JIA-Patienten untersucht. Die Charakterisierung von ,B-Helfer“-Funktion
wurde, da hierfir bislang keine einheitlichen Surrogat-Parameter existieren, anhand ei-
nes modularen Betrachtungskonzepts mit 5 Modulen vorgenommen: Expression von
Transkriptionsfaktoren, Polarisierung und Zytokinprofil, Differenzierung und Aktivierung,
Chemokinrezeptor-Muster sowie funktioneller Einfluss auf die Differenzierung von B-

Zellen.

4.1 Polarisierung und Zytokinprofil

Im ersten Teil der Arbeit konnten wir zeigen, dass T-Zellen der Synovialflissigkeit von
JIA-Patienten unterschiedlicher Subgruppen ein individuelles Zytokinmuster exprimie-
ren. Es lieBen sich zwei Populationen CD4+ Zellen anhand ihrer Signaturzytokine IL-17
bzw. IL-21 unterscheiden, deren Auftreten abhangig von der JIA-Subgruppe bzw. ANA-

Positivitat war.

Zunehmende Bedeutung gewinnt die Erkenntnis, dass die Polarisierung von Ty-Zellen
wahrend der initialen Aktivierung in Richtung eines Subgruppen-spezifischen Transkrip-
tionsprogramms und Zytokinmusters kein endgiiltiger Vorgang ist, sondern dass einige
dieser Zellen ein hohes MaR an Plastizitat aufweisen, also abhangig vom umgebenden
Zytokinmilieu lhren Effektorzell-Status wechseln kénnen (94). Friihere Arbeiten kamen
bereits zu dem Ergebnis, dass sich Tyl7 Zellen im inflammatorischen Milieu der JIA in
Richtung eines Tul-Phdnotyps mit Koexpression von IFN-y entwickeln (sogenannte
Tul/Tul7-Zellen) und teilweise sogar ihre IL-17-Expressison verlieren kénnen (soge-

nannte nicht-klassische Tu17-Zellen). Letztere lassen ihre Abstammung lediglich durch
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eine persistierende Expression von CD161 erkennen (68, 70). Unsere Beobachtungen,
dass zwar die Zahl IL-17-exprimierender Zellen nicht signifikant zwischen dem periphe-
ren Blut und der Synovialflussigkeit von JIA-Patienten differierte, allerdings insbeson-
dere IL-17 und IFN-y koexprimierende Zellen in den entziindeten Gelenken akkumulier-
ten, konnen diese These unterstiitzen. Hier besteht jedoch eine Einschrankung dieser
Arbeit. Da die Expression von CD161 in den synovialen CD4+ Zellen nicht bestimmt
wurde, kann keine Aussage Ulber den Anteil ,nicht klassischer” TH17-Zellen innerhalb

der IFN-y produzierenden Population getroffen werden.

Tul7-Zellen scheinen besonders in der Gruppe der Spondylarthritiden eine wichtige
Rolle zu spielen (95). Da die EAA zahlreiche klinische und pathophysiologische Parallelen
zu dieser Erkrankungsgruppe aufweist, war es interessant zu beobachten, dass IL-17+ T-
Helferzellen auch in dieser JIA-Subgruppe besonders zahlreich vertreten waren. Dass
dies allerdings fur alle IL-17+ T-Helferzellen, unabhangig von einer Koexpression von IFN-
y galt, lasst vermuten, dass die Ty17-Differenzierung selbst einem Spektrum innerhalb
der JIA-Subgruppen folgt, mit den hoéchsten Anteilen in der EAA-Subgruppe und den
niedrigsten in der ANA+ Oligo-/Polyarthritis.

Im Gegensatz zu IL-17+ Zellen waren Zellen, welche das ,,B-Helfer“-Zytokin IL-21 produ-
zierten besonders in Gelenken von ANA+ Oligo-/Polyarthritispatienten angereichert,
wohingegen sie in der EAA-Gruppe selten waren. IL-21 gilt als Signatur-Zytokin von Tex-
Zellen, welche an der Pathogenese zahlreicher Autoimmunerkrankungen beteiligt sind,
indem sie die Differenzierung autoreaktiver B-Zellen in Plasmazellen fordern (59). Auch
bei JIA-Patienten konnten bereits in histologischen Untersuchungen der Synovia organi-
sierte lymphatische Aggregate und Plasmazellinfiltration mit dem Auftreten antinuklea-
rer Antikorper in Verbindung gebracht werden (96). Dies lasst vermuten, dass auch hier
IL-21 produzierende T-Helferzellen an der Differenzierung und Aktivierung von B-Zellen
beteiligt sind. Anders als klassische Tru-Zellen exprimierten die IL-21+ T-Zellen der Syno-
vialflissigkeit jedoch keine weiteren B-Helfer-Zytokine wie IL-10 oder IL-4, sondern zeig-
ten durch Koexpression von IFN-y und TNF-a ein proinflammatorisches, Tyl-dhnliches

Zytokinmuster. Beachtung verdient die Tatsache, dass Populationen Tey-dhnlicher bzw.
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peripherer T-Helferzellen — ebenfalls charakterisiert durch Koexpression von IL-21 und
Twl-Zytokinen —bereits in Mausmodellen von Autoimmunerkrankungen und auch in Ge-
lenken von erwachsenen Patienten mit seropositiver rheumatoider Arthritis beschrie-

ben wurden (83, 85).

Die Haufigkeitsverteilung IL-17+ und IL-21+ T-Helferzellen in den Gelenken von JIA-Pati-
enten folgte einer negativen Korrelation, was daflirsprechen kénnte, dass voneinander
abweichende inflammatorische Milieus innerhalb der JIA-Subgruppen Einfluss auf die
Polarisierung von T-Zellen entweder in Richtung von IL-21- oder IL-17-Expression haben
konnten. Allerdings folgen Twl7 und Try beim Menschen einem gemeinsamen frithen
Entwicklungsweg, gepragt von IL-23, IL-1B, IL-6 und TGF-B (61). Tw17-Zellen scheinen zu-
dem unter dem Einfluss von IL-12 und niedrigen TGF-B-Leveln in der Synovialflissigkeit
von JIA-Patienten einen Tul7/Tul-Phdnotyp mit Ko-Produktion von IL-17 und IFN-y an-
zunehmen (68). Die Expression von CD161 in Ty1-Zellen und die Analyse des TCRVB-Re-
pertoires lassen vermuten, dass sogar ein Teil der Tyl der Synovialflussigkeit urspriing-
lich aus Tul7 entstanden sind, unter anderem unter dem Einfluss von IL-12 (68, 70).
GleichermaRen scheint IL-12 an der Entstehung eines Tu1l/Ten-Phédnotyps mit Koexpres-
sion von IL-21 und IFN-y beteiligt zu sein(87, 97-100). In naiven murinen T-Zellen vermit-
telt IL-12 Giber STAT4 die Produktion von IL-21 und Gber STAT3 die Bcl-6-Expression. IFN-
y scheint in der Frihphase der Tul-Entwicklung in Synergie mit IL-12 die IL-21-Produk-
tion zu férdern, spater jedoch die Expression von Bcl-6, IL-21 und CXCR5 zu hemmen und
Uber die Expression von T-bet die Differenzierung in Richtung des Ty1-Phanotyps zu be-
wirken (87). Jedoch nicht nur naive CD4+, sondern auch Tyl kénnen unter IL-12-Einfluss,
vermittelt Gber STAT4 und STAT1, einen Tu1l/Ten-Phdnotyp mit gleichzeitiger Produktion
von IL-21 und IFN-y annehmen (99, 100). In einer friiheren Arbeit konnte bereits beo-
bachtet werden, dass aktivierte B-Zellen der Synovialflissigkeit von JIA-Patienten als an-
tigenprasentierende Zellen fungieren und durch IL-12-Sekretion die Aktivierung und Po-
larisation von T-Zellen in Richtung eines Ty1-Phanotyps fordern kénnten (52). Hieraus

lasst sich also die Vermutung ableiten, dass IL-21 und IFN-y koproduzierende T-Zellen
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erst an den Inflammationsherden der JIA unter dem Einfluss von durch aktivierte B-Zel-
len sezerniertem IL-12 aus Tu1l-Zellen hervorgehen, welche wiederum gegebenenfalls

ihren Ursprung in Ty17-Zellen haben kénnten.

4.2 Differenzierung und Aktivierung

In einem weiteren Schritt konnte gezeigt werden, dass die Expression von IL-21 von ei-
ner spezifischen Effektor-T-Zell-Population in der Synovialflussigkeit ausging, welche
sich zusatzlich durch hohe Expression der Aktivierungsmarker PD-1, OX40 und HLA-DR,

jedoch fehlende CXCR5-Expression auszeichnete.

Diese PD-1" Ty-Zellen der Synovialfliissigkeit wiesen phanotypische Ahnlichkeit mit an-
deren PD-1" Ty-Zell-Populationen auf, die bereits in Inflammationsherden diverser chro-
nischer Infektions- und Autoimmunerkrankungen nachgewiesen werden konnten. All
diesen Zellpopulationen war eine hohe Expression von PD-1, ICOS, HLA-DR, sowie IL-21
gemein, jedoch ohne Expression von CXCR5 (83, 101-104). Interessanterweise wurden
diese sogenannten ,peripheren T-Helferzellen” (Tpn) zuerst bei Patienten mit seroposi-
tiver rheumatoider Arthritis beschrieben und durch hohe Expression der Aktivierungs-
marker PD-1, HLA-DR und OX40, ein hohes Blimp-1/Bcl-6 Verhaltnis gemeinsam mit c-
MAF- und ICOS-Expression und ein extrafollikuldares bzw. inflammatorisches Chemokin-
rezeptormuster (CXCR5- CCR2+ CCR5+) charakterisiert (85). Auflerdem zeichneten sich
auch die Tpn der rheumatoiden Arthritis durch Koexpression von IL-21 und IFN-y sowie
die Fahigkeit zur effizienten B-Zell-Hilfe zu Plasmazelldifferenzierung und Immunglobu-

linproduktion in vitro aus (85).

Unsere auf der Zytokin-Analyse von T-Gedachtniszellen der Synovialflissigkeit aufbau-
ende Vermutung, dass es sich bei der abgegrenzten IL-21+ Population um eine Form
potenzieller ,B-Helfer”“-T-Zellen handeln kénnte, erhartete sich somit in der Analyse des
Differenzierungs- und Aktivierungszustands dieser Zellen. Es konnte eine PD-1" Ty-Zell-
Population identifiziert werden, welche sich einerseits durch geringere Expressionslevel
von ICOS und insbesondere fehlende Expression von CXCR5 von klassischen Tey der Ton-

sille abgrenzte, andererseits durch hohe Expression von Aktivierungsmarkern (HLA-DR,
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0X40) und besonders durch Koexpression von IL-21 und Tu1-Effektorzytokinen phano-
typische Kriterien peripherer T-Helferzellen erfiillte. Zum Uberwiegenden Teil ent-

stammte diese Population der Gruppe der CD45R0O+CCR7- Effektor-Gedachtniszellen.

4.3 Chemokinrezeptormuster

Zwar war es uns mangels geeigneter Synovia-Gewebeproben nicht moglich, die genaue
raumliche Verteilung der T-Helferzell-Subgruppen zu bestimmen, jedoch legte die feh-
lende Expression von CXCR5 eine extrafollikuldre Lokalisation der synovialen PD-1" Ty-
Zellen der JIA nahe. Letztere zeigten ein Tyl-ahnliches, proinflammatorisches Zytokin-
muster mit Expression von CCR2 und CCR5, ahnlich den in der rheumatoiden Arthritis

nachgewiesenen Tpu-Zellen (85).

4.4 Transkriptionsfaktoren

Die Koexpression von IL-21 und IFN-y in T-Zellen wird insbesondere durch IL-12, sowie
die Transkriptionsfaktoren cMAF und T-bet induziert (98, 99, 105-107). Auch in der Dif-
ferenzierung von Tey kommt es voriibergehend zu einer Koexpression von IL-21 und IFN-
v, jedoch scheint der Grof3teil der IL-21 und IFN-y koproduzierenden Zellen unabhangig
vom Tey-charakteristischen Transkriptionsfaktor Bcl-6 zu sein und somit nicht zur klassi-
schen Tru-Linie gehoren (87, 108). Die Transkriptionsfaktoren der synovialen Tpy gemein-
sam mit der bekannten Expression von IL-12 in B-Zellen der Synovialflissigkeit von JIA-
Patienten lasst vermuten, dass synoviale B-Zellen selbst die Differenzierung von IL-

21/IFN-y koexprimierenden Tu-Zellen bewirken.

Eine kleine, im peripheren Blut von JIA-Patienten zirkulierende Population PD-1+HLA-
DR+ Tu-Zellen, die ebenfalls IFN-y und TNF-a koexprimierte wurde bereits friher be-
schrieben (109). Diese sogenannten ,pathogenic-like“ Ty-Zellen waren mit synovialen
Klonen angereichert und korrelierten in ihrem Auftreten mit der Krankheitsaktivitat. Im
Gegensatz zu dieser Population zeigten die in unserer Studie untersuchten synovialen
PD-1"HLA-DR+ Ty-Zellen allerdings keine zusitzliche Koexpression von IL-17, sondern
stattdessen eine mit der PD-1-Expression korrelierende Expression von IL-21. Die Pro-

duktion erheblicher Zytokinmengen auf Stimulation spricht dariiber hinaus gegen einen
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Erschopfungszustand dieser Zellen, der aufgrund ihrer PD-1-Expression vermutet wer-

den konnte.

4.5 Funktion
Dariiber hinaus zeigten PD-1"CXCR5-HLA-DR+ T-Helferzellen der Synovialfliissigkeit ent-

scheidende funktionelle Merkmale von Tpu-Zellen, indem sie B-Zell-Hilfe zu Plasmazell-
differenzierung und Immunglobulinsekretion in vitro in vergleichbar hohem Malie wie
klassische Tru-Zellen leisteten. Bei genauerer Betrachtung erwies sich der funktionelle
Einfluss auf B-Zellen allerdings als vielschichtiger. Wahrend ein kleiner Teil der B-Zellen
im in vitro Experiment sich in Gegenwart von PD-1" Ty-Zellen der SF zu Plasmazellen
differenzierte, entwickelte ein weit gréoRerer Teil einen CD21'"CD11c+ Phdnotyp mit Ex-
pression von T-bet. Diese Beobachtung lieB sich auch durch einen erhéhten Anteil dieses

Phanotyps ex vivo bestatigen.

Mehrere unserer Beobachtungen sprechen dafiir, dass der synergistische Effekt der von
PD-1M Ty-Zellen sezernierten Zytokine IFN-y und IL-21 essenziell fiir die Entwicklung von
CD-21'"/-CD11c+ Bpy innerhalb der Synovialfliissigkeit von JIA-Patienten ist. Zum einen
konnte die Induktion dieses Phanotyps in vitro durch Tey der Tonsille, welche zwar IL-21
und IL-4, jedoch kaum INF-y exprimierten, nicht beobachtet werden. Andererseits
konnte dieser durch PD-1"CD4+ Zellen der Synovialfliissigkeit vermittelte Effekt nur
durch die kombinierte Blockade von IL-21 und IFN-y signifikant gehemmt werden. Re-
kombinantes IL-21 und IFN-y hatten zudem im in vitro Experiment eine synergistische
Wirkung auf die T-bet-Induktion in durch CD40L stimulierten Kontroll-B-Zellen. Zuletzt
deutete auch die deutliche Korrelation von CD21'°/"CD11c+ Bpw Zellen mit IL-21 und IFN-
y koexprimierenden PD-1MCD4+ Zellen der Synovialfliissigkeit ex vivo auf einen funktio-

nellen Zusammenhang dieser beiden Populationen in JIA-Patienten hin.
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Polarisierung

Transkriptionsfaktoren Zytokinmuster
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*  cMAF- ...
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Abbildung 23: Modulare Betrachtung von T-Helferzellen mit B-Helferfunktion in der Synovialflissigkeit von
ANA+ JIA-Patienten. Dargestellt sind die funf Aspekte, unter denen T-Helferzellen in dieser Arbeit charak-
terisiert wurden: anhand der exprimierten Chemokinrezeptoren, Aktivierungsmarker und Transkriptions-
faktoren, des Zytokinmusters sowie der funktionellen Eigenschaften in Kokultur mit B-Zellen. Die in dieser
Arbeit charakterisierte T-Helferzell-Population exprimierte nicht den TFH-typischen Chemokinrezeptor
CXCR5, sondern zeigte mit CXCR3 und CCR6 ein , extrafollikulares” Zytokinmuster. Ebenso wurden weder
Bcl-6 noch cMAF exprimiert. HLA-DR und OX40 wiesen auf einen aktivierten Zustand hin. Charakteristisch
war die Koexpression von IL-21 und IFN-y. In Kokultur mit B-Zellen wurden Plasmazellen induziert, gleich-
zeitig entwickelten sich CD21,CD11c+Tpet+ B-Zellen.

Extrafollikulire B-Zell-Aktivierung mit Entstehung von CD21'°CD11c+ Bpn Zellen wurde
unter anderem bereits bei Patienten mit systemischem Lupus erythematodes beschrie-
ben (25). Diese spezifische Zellart weist phanotypische Ahnlichkeit mit sogenannten

»age-associated B cells” (ABC) auf, einer zuerst in Mausmodellen entdeckten CD11c+ B-

Zell-Population, die sich unter anderem durch CD21-Negativitat und Expression von T-
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bet auszeichnete und auf Stimulation mit Sekretion von Autoantikdrpern reagierte (43,
44). Seither wurden ABCs auch beim Menschen mit einem breiten Spektrum von Auto-
immun- und Autoinflammationserkrankungen in Verbindung gebracht (42). Bei diesen
humanen ABCs handelte es sich vorwiegend um Antigen-erfahrene, klassengewechselte
B-Gedachtniszellen, von denen allerdings nur ein Teil T-bet und CD11c exprimierte (42).
In Lupuspatienten scheinen Aktivierung der Toll-like Rezeptoren TLR7 und TLR9Y unter
gleichzeitigem Einfluss von IFN-y und IL-21 zur Induktion dieses Zelltypus zu fiihren, wo-
bei insbesondere IL-21 fiir die Differenzierung in (ggf. autoreaktive) Plasmazellen ver-
antwortlich zu sein scheint (25). Hingegen gibt es Hinweise, dass T-bet besonders durch
Stimulation via B-Zell-Rezeptor (BCR) gemeinsam mit Kostimulation via CD40 induziert
wird und BCR-Stimulation zumindest synergistisch mit TLR-Signalen auf die ABC-Prolife-
ration wirkt (44, 50). AuRerdem ist bekannt, dass T-bet-Expression — in Ubereinstim-
mung mit unseren Beobachtungen in vitro — durch IFN-y und IL-21 gefordert wird (93).
Die Bindung von Antigenen, die TLR9-Agonisten enthalten durch den BCR scheint nor-
malerweise ein intrinsisches Zelltodprogramm in der betreffenden B-Zelle zu initiieren
(110). Dies stellt vermutlich ein Element der peripheren Toleranz dar, welches verhin-
dert, dass TLR-Liganden wie Nukleinsduren durch gleichzeitige Stimulation von BCR und
TLR als Autoadjuvanzien zur Aktivierung autoreaktiver B-Zellen fithren. Durch CD40-Co-
stimulation und Uberlebensférdernde Zytokine konnen die betreffenden B-Zellen jedoch
vor dem programmierten Zelltod bewahrt werden und unter dem Einfluss von IFN-y und
IL-21 einen ABC-Phanotyp annehmen (42). Ein Versagen bzw. Umgehen dieses periphe-
ren Toleranzmechanismus kénnte also ein Grund fiir den Zusammenhang von ABCs mit
Autoimmunitét sein. Ob die von uns beschriebenen CD21'°/"CD11c+ Bpn in JIA-Patienten
ebenfalls mit autoreaktiven B-Zell-Klonen angereichert sind, wurde noch nicht unter-
sucht. Dass diese Population im in vitro Experiment jedoch durch Stimulation endoso-
maler TLRs in Verbindung mit IFN-y und IL-21 induziert wurde (46) und in unseren Be-
obachtungen bevorzugt bei ANA+ JIA-Patienten vermehrt auftrat, kdnnte ein Hinweis
darauf sein, dass sich unter diesen B-Zellen antinukledre Klone befinden, welche auf

dem oben beschriebenen Weg der Kontrolle der peripheren Toleranz entkommen sind.
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Wir konnten zudem einen deutlichen quantitativen Zusammenhang zwischen CD21'°/
Bon und PD-1MCXCR5-HLA-DR+ Ty-Zellen bzw. IL-21+ T-Gedéchtniszellen in den Gelenken
von JIA-Patienten herstellen, was einen funktionellen Zusammenhang dieser Zellpopu-
lationen nahelegt. Auf dieser Grundlage lielRe sich spekulieren, dass das gemeinsame
Auftreten IL-21 und IFN-y koexprimierender PD-1"CXCR5- T-Helferzellen und CD21'°
CD11c+ Bpn das zellulare Korrelat der Autoimmunreaktion gegen nukledre Antigene bei
ANA+ JIA-Patienten darstellt. Ob den gemeinsamen klinischen Merkmalen ANA+ JIA-Pa-
tienten jedoch tatsachlich ein spezifischer Pathomechanismus zugrunde liegt und ob das
Zusammenspiel dieser beiden Populationen in den Gelenken ANA+ Patienten zum Tole-
ranzverlust gegenliber nukledren Antigenen beitragt, muss allerdings in weiteren Expe-

rimenten untersucht werden.

4.6 Limitationen

Bei der Interpretation der Ergebnisse sind gewisse Einschrankungen der Studie zu be-
ricksichtigen. Zunachst konnten aufgrund des Querschnittdesigns der Studie von jeder
Patientin und jedem Patienten nur zu jeweils einem Zeitpunkt innerhalb des individuel-
len Krankheitsverlaufs Blut- und Synovialflissigkeitsproben untersucht werden. Hierbei
handelt es sich um eine Momentaufnahme und Einfliisse der antirheumatischen Thera-
pie auf die untersuchten Lymphozytenpopulationen konnten nicht untersucht oder kor-
rigiert werden. Zudem ist zu bedenken, dass die Proben zu unterschiedlichen Zeitpunk-

ten im jeweiligen individuellen Krankheitsverlauf entnommen wurden.

Zudem ist anzuerkennen, dass wir den detaillierten phanotypischen Vergleich von PD-
1" und TFH der Tonsille an einer kleinen Stichprobe durchgefiihrt haben, um innerhalb
derer konsistentere und besser vergleichbare Messungen zu erhalten. Die folgenden
guantitativen Vergleiche dieser Lymphozytenpopulationen zwischen den JIA-Subgrup-
pen und zwischen ANA- und ANA+ Gruppe wurden anhand der dort definierten phano-
typischen Kriterien durchgefiihrt. Es kdnnte phanotypische Heterogenitat zwischen sy-
novialen PD-1""in den verschiedenen Krankheitssubgruppen der JIA oder einzelnen Pa-

tienten bestehen, die mit diesem Experimentdesign somit nicht erfasst wurde.
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Letztlich sollte erwdhnt werden, dass der Schwellwert fiir ANA-Positivitat von > 1:160
aus Grinden der Vergleichbarkeit mit friiheren Publikationen gewahlt wurde. Ein ein-
heitlicher Schwellwert existiert jedoch nicht, sodass unsere Ergebnisse nur bedingt mit

denen anderer Publikationen zu verglichen sind, die ANA-Positivitat anders definieren.
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5 Zusammenfassung

Der Begriff Juvenile Idiopathische Arthritis (JIA) umfasst eine klinisch heterogene
Gruppe chronisch-entziindlicher Erkrankungen der Gelenke im Kindesalter. ANA-posi-
tive Patienten scheinen Subgruppen-tbergreifend eine klinisch homogene Erkrankungs-
gruppe zu bilden. Ob diesen klinischen Gemeinsamkeiten jedoch auch eine einheitliche
Pathogenese zugrunde liegt, ist bisher unbekannt. In den letzten Jahren wurde die Rolle
von sogenannten peripheren T-Helferzellen (Tpu) bei der aberranten Aktivierung auto-
reaktiver B-Zellen im Kontext zahlreicher Autoimmunerkrankungen untersucht. Ziel die-
ser Arbeit war daher die phinotypische und funktionelle Analyse von PD-1MCXCR5-CD4+
Teu-Zellen, sowie deren Verteilung in der Synovialflissigkeit von Patienten unterschied-
licher Subgruppen der JIA.

Hierzu wurden Phanotyp und Zytokinprofil von PD-1"CD4+ T-Zellen durchflusszytomet-
risch mithilfe von Oberflaichen- und intrazelluldaren Zytokinfarbungen analysiert. Der
funktionelle Einfluss von PD-1MCD4+ T-Zellen auf die B-Zell-Differenzierung wurde mit-
tels in vitro Kokulturen FACS-sortierter PD-1"CD4+ T-Zellen der Synovialfliissigkeit un-
tersucht und mit klassischen Ty der Tonsille verglichen.

Die Analyse des Zytokinprofils CD4+CD45R0+ T-Gedachtniszellen dichotomer Expres-
sion von IL-17 oder IL-21 und jeweils Koexpression von IFN-y und TNF-a. Diese Populati-
onen zeigten eine negative Korrelation zueinander, wobei IL-21+ T-Gedachtniszellen be-
vorzugt in Gelenken ANA-positiver Oligo-/Polyarthritispatienten akkumulierten. Die IL-
21-Produktion ging besonders von PD-1"CXCR5-HLA-DR+CD4+ T-Zellen aus, welche be-
sonders in den Gelenken ANA-positiver JIA-Patienten akkumulierten. Diese Population
zeigte phanotypische Ahnlichkeit mit Tpu-Zellen und leistete in in vitro Experimenten ef-
fiziente B-Zell-Hilfe zu Plasmazelldifferenzierung und Immunglobulinsekretion, indu-
zierte jedoch — im Gegensatz zu klassischen Ten-Zellen der Tonsille — zusatzlich einen
CD21'°/-CD11c+T-bet+ Phdnotyp in B-Zellen. Passend zu diesem Ergebnis konnte auch in
ex vivo Analysen eine signifikante Korrelation zwischen PD-1"CXCR5-HLA-DR+ T-Helfer-
zellen und CD21'"CD11c+T-bet+ doppelt-negativer B-Zellen (Bpn) festgestellt werden.

Es konnte also die Expansion einer spezifischen T-Zellpopulation mit phanotypischen
und funktionellen Charakteristika von Tpy-Zellen beobachtet und deren funktioneller Zu-
sammenhang mit CD21'%"CD11c+T-bet+ Bpn in der Synovialflissigkeit von JIA-Patienten
aufgezeigt werden. Dies kdnnte die Autoimmunantwort auf ubiquitare Autoantigene in-
nerhalb betroffener Gelenke ANA-positiver JIA-Patienten widerspiegeln.
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