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1 Einleitung

1.1 Das erworbene Immunsystem

Das biologische Abwehrsystem von hoheren Lebewesen bezeichnet man als
Immunsystem, welches von dem lateinischen Wort immunis (=frei, rein) stammt.
Nicht nur fur den Menschen, sondern fur alle Organismen ist ein funktionierendes
Immunsystem entscheidend fiir das Uberleben der Spezies. Dabei hat es die
Aufgabe, Feinde von aulden wie Bakterien, Pilze oder Parasiten abzuwehren.
Auch eigene Zellen, die ihre Funktion verloren haben, muissen vom
Immunsystem erkannt und zerstort werden [1].

Zwar besitzen alle Lebewesen ein Schutzsystem fur Einflisse von auf3en und
innen, allerdings unterscheidet sich dieses stark in ihrer Effektivitat.

Bereits fruh in der Stammesgeschichte entwickelte sich die angeborene
Immunabwehr, die hauptsachlich aus phagozytierenden Zellen, physiologischen
Barrieren und einfachen Entzindungsreaktionen besteht, und sich daher nicht
an bestimmte Erreger anpassen kann.

Im Vergleich dazu entwickelte sich bei Wirbeltieren eine zusatzliche, komplexere
adaptive Immunabwehr, die sich selbst im Laufe des Lebens verandert, an neue
Situationen anpasst und ein immunologisches Gedachtnis aufbaut, welches die
Arbeit gegen Krankheitserreger deutlich effektiver macht. Die wichtigsten Zellen
dafur sind neben den antigenprasentierenden Zellen und B-Lymphozyten die
T-Lymphozyten, die mittels spezifischer Antigene dazu in der Lage sind Feinde

zu erkennen und zu eliminieren [2].

1.1.1 T-Zell Differenzierung

Die T-Lymphozyten als Teil der adaptiven Immunabwehr werden aus
Stammzellen im Knochenmark gebildet und reifen anschlieRend als
Vorlauferzellen im Thymus heran. Im Rahmen der Reifung der Zellen exprimieren
diese Proteine wie Cluster of Differentiation 3 (CD3), sowie CD4 und CD8 auf der
Zelloberflache, welche als Korezeptoren anschlie3end an unterschiedliche Major



histocompatibility complex Molekile (MHC-Molekule) binden, um mit
antigenprasentierenden Zellen (APC) in Kontakt zu treten [1].

Die Moglichkeit der Erkennung einer Vielzahl verschiedener Antigene entsteht
durch somatische Desoxyribonukleinsaure Rekombination
(DNA-Rekombination), bei welcher Gensegmente bei der Entstehung eines
Lymphozyten neu gebildet werden, und somit unterschiedliche Rezeptoren
entstehen. Durch den Mechanismus der positiven und negativen Selektion reifen
die T-Zellen, welche Peptid- und MHC-Komplexe erkennen, aus und beenden
die Expression von CD4 oder CD8. Zellen, die auf Autoantigene ansprechen,
werden durch Apoptose aussortiert, um Autoimmunreaktionen zu vermeiden. Auf
diese Weise entstehen im Thymus einfach CD8%-T-Zellen, die als zytotoxische
Zellen den MHC-I Rezeptor erkennen, der auf allen Korperzellen vorhanden ist,
und infizierte Zellen zerstoren konnen. Dies ist insbesondere bei der Bekampfung
von Viren wichtig. Daneben entstehen CD4*-T-Zellen, die den MHC-Il Rezeptor
erkennen, der auf antigenprasentierenden Zellen vorhanden ist, und somit
Zellfragmente nach der Phagozytose prasentiert bekommen(3].

Als Untergruppe der CD4*-T-Zellen gehen aus dem Thymus aullerdem
regulatorische T-Zellen (Tregs) hervor. Diese bilden wahrend ihrer Reifung unter
Stimulation des Interleukin-2-Rezeptors (IL-2R) Forkhead-Box-Protein 3 (FoxP3)
zur Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz. Nach vollstandiger Ausreifung der
T-Zellen werden sie in die Peripherie ausgeschuttet und zirkulieren zwischen Blut
und sekundaren lymphatischen Organen [4].

Der Chemokinrezeptor 7 (CCR7-Rezeptor) auf Lymphozyten und dendritischen
Zellen erkennt den Chemokin-Liganden 19 (CCL-19), welcher als Chemokin von
Endothelzellen im Lymphknoten gebildet wird. Dendritische Zellen selbst
erzeugen CCL-21, um die Chemokin-Wirkung zu verstarken. Die Wanderung in
den Lymphknoten erfolgt durch Selektine (CD62) und Adressine (CD34), welche
ein ,Rolling“ erméglichen. Die anschlieRende Uberwindung der Barriere wird
durch Integrine gewahrleistet, sodass die Lymphozyten in die Lymphknoten
gelangen, um dort mit Antigenen in Kontakt treten zu kénnen. Uber CD69 und
Sphingosin-1-Phosphatrezeptor 1 (S1PR1) werden die Zellen fur eine gewisse
Zeit im Lymphknoten gehalten, bis sie anschliefend wieder in den Blutstrom



gelangen. Diese Wanderung der Lymphozyten zwischen dem Blut und sekundar
lymphatischem Gewebe geschieht kontinuierlich. Bei Erkennung eines
passenden Antigens verbleibt die T-Zelle im Lymphknoten und durchlauft eine
klonale  Expansion. Es entstehen hierbei  T-Effektorzellen und
T-Gedachtniszellen [1].

1.1.1 T-Zell Subpopulationen

Naive T-Zellen werden charakterisiert durch die Expression von CD45RA, als
Korezeptor fur die Bindung und Erkennung von Antigenen. Bei CD45 handelt es
sich um eine Tyrosinkinase. Nach Aktivierung und Proliferation der naiven
T-Zellen kommt es zur Differenzierung von T-Effektorzellen, welche die sofortige
Immunabwehr darstellen und anschliefend durch Apoptose zugrunde gehen.
Diese Effektorzellen sind unter anderem durch Veranderung des Splicings der
Messenger Ribonukleinsaure (mRNA) des CD45-Rezeptors zur Isoform
CD45RO charakterisiert, welche eine schnellere Stimulation der T-Zelle durch
Antigene bewirkt [5].

CD27 ist ein kostimulierender Rezeptor aus der Familie der Tumornekrosefaktor
Rezeptoren (TNF-Rezeptoren), der fur die Aktivierung von naiven T-Zellen
notwendig ist. Effektorzellen verlieren den Rezeptor durch wiederholte
Stimulation [6].

Nach dem Untergang der Effektorzellen bleibt eine Untergruppe der
Aktivierungskaskade als T-Gedachtniszellen bestehen. Diese Zellen sind durch
den Verlust von CD45RA und das Vorhandensein von CD27 gekennzeichnet.
Die Aufgabe der Zellen liegt darin, bei erneutem Antigenkontakt schnell
reaktiviert werden zu konnen, um eine erneute Immunreaktion auszuldsen.
Hierfur sind die Zellen deutlich empfindlicher bei der Antigenprasentation im
Vergleich zur naiven T-Zelle und produzieren nach Aktivierung zusatzlich
proinflammatorische Zytokine wie Interferon y (IFNy), TNFa und Interleukin 2
(IL-2) [1].

Eine weitere Untergruppe der T-Gedachtniszellen stellt die Gruppe der
Terminalen Effektor-Memory-Zellen (TEMRA) dar. Diese Zellen exprimieren den
CD45RA-Rezeptor, wie er auch auf naiven T-Zellen zu finden ist. Zudem werden



sie durch einen Verlust von CD27 charakterisiert. Sie spielen bei
humanpathogenen Viren wie Dengue und Zytomegalievirus (CMV) eine Rolle,
wobei die genaue Funktion noch nicht vollstandig geklart ist [5].

Eine Grafik Uber die Verteilung der Subpopulationen in Abhangigkeit der
Oberflachenmarker ist in Abbildung 1 dargestellt.

Memory

CD27 +++
CD28 +++
CCR7 +
CD45RA -
CD45R0O +

Naive Effektor

CD27 ++ CD27 +/-
CD28 ++ CD28 +/-
CCR7 + CCR?7 -
CD45RA + CD45RA -
CD45RO0 - CD45R0 +

TEMRA

CD27 -
CD28 +
CCR7 -
CD45RA -
CD45R0O +/-

Abbildung 1: Subpopulationen der T-Zellen mit Oberflichenmolekiilen.

In unserer Arbeit erfolgt die Unterscheidung zwischen den 4 verschiedenen
Subpopulationen tber die Expression von CD27 und CD45RA. Die Entwicklung der
Memory-, Effektor-, und TEMRA-Zellen erfolgt aus naiven Zellen. Die Veranderung
der Oberflachenmarker wird neben der Zelle gezeigt (modifiziert nach [7]).

1.1.2 Th-Zell Subpopulationen

Die CD4*-T-Helferzellen (Th-Zellen) entwickeln sich aus naiven CD4*-T-Zellen.
Bei Bindung an eine antigenprasentierende Zelle Uber das Leukozyten
Funktions-Antigen 1 (LFA-1) und CD2-Rezeptoren auf der T-Zelle werden uber
MHC-II-Molekule die Antigene prasentiert. Bei Erkennung eines passenden
Antigens verstarkt sich die Bindung zwischen der naiven T-Zelle und der APC.

Durch kostimulierende Signale und Zytokine beginnt das Priming der naiven



T-Zelle. Insbesondere B7-Molekule auf der APC stimulieren die T-Zellen Uber
den CD28-Rezeptor. Die T-Zellen treten nun in den Zellzyklus ein und
proliferieren. Sie beginnen, IL-2 als Stabilisationsfaktor zu bilden und CD25 als
Teil des IL-2-Rezeptors zu transkribieren. Die T-Zellen wandeln sich nun von
naiven T-Zellen in verschiedene Subpopulationen um. Dies geschieht in
Abhangigkeit der Prasenz verschiedener Zytokine wahrend des Primings durch
Stimulation unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren der Signal transducers and
activators of transcription (STAT)-Familie, wie in Abbildung 2 gezeigt [1].
Th1-Zellen sind gekennzeichnet durch die Produktion von IFNy. Diese Zellen
werden stimuliert durch IL-12 und IFNy, welches v.a. durch Makrophagen
gebildet wird. Somit unterstiitzen sie die Zerstorung von Uberresten, welche nach
Zerstorung durch Makrophagen ubriggeblieben sind. Beispiele hierfur sind
intrazellulare Bakterien, Viren oder Protozoen.

Th2-Zellen spielen insbesondere bei der Abwehr extrazellularer Parasiten eine
Rolle. Sie unterstiutzen die Abwehr eosinophiler Zellen und Immunglobulin E
(IgE) Antikorper, indem sie determiniert durch IL-4 selbst IL-4, IL-5 und IL-13
produzieren und damit den Isotypenwechsel von B-Zellen zu IgE stimulieren.
Th17-Zellen werden insbesondere durch extrazellulare Bakterien stimuliert und
produzieren IL-17 sowie IL-22. Dabei stimulieren sie B-Zellen sowie Epithelzellen
zur Produktion antimikrobieller Peptide. Auf Th17-Zellen wird in einem
Extrakapitel noch genauer eingegangen [2]. In Abbildung 2 wird die Entwicklung
der einzelnen Subpopulationen in Abhangigkeit der Zytokine dargestellt.



Naive Th-Zelle

Th2 Th17

Abbildung 2: Differenzierung unterschiedlicher Th-Zell Subpopulationen.

In der Grafik finden sich 4 Hauptpopulationen von Th-Zellen. Uber den Pfeilen
werden die Zytokine dargestellt, unter welchen eine Differenzierung in die
jeweilige Subpopulation stattfindet. Innerhalb der Zellen findet sich oberhalb das
Hauptzytokin, welches die Th-Zelle produziert und unterhalb die aktivierten
Transkriptionsfaktoren (modifiziert nach [8]).

1.1.3 Regulatorische T-Zellen (Tregs)

Regulatorische T-Zellen erfullen die Aufgabe, im Korper eine Toleranz gegen
Autoantigene zu erhalten und damit Autoimmunkrankheiten zu verhindern.
Bereits in den 1970er Jahren wurde erstmals die Notwendigkeit von T-Zellen fur
die Selbsttoleranz des Immunsystems beschrieben [9]. Im weiteren Verlauf
konnten die Zellen als CD4*CD25*-T-Zellen charakterisiert werden [10, 11].
Tregs entstehen im Thymus als naturliche Tregs (nTreg oder tTregs), aber auch
aus naiven CD4*-T-Zellen, den induzierten und peripheren Tregs (iTregs und
pTregs). Die unterschiedliche Entwicklung wird in Abbildung 3 grafisch gezeigt.
nTregs entwickeln sich aus CD4*CD8*-Thymozyten mit hoher Affinitat zu
Selbst-MHC:Selbst-Peptid-Komplexen. Die Bindung aktivierter dendritischer
Zellen unter Kostimulation fuhrt zu einer Expression von CD25*-T-Zellen [12].
Unter dem Einfluss von IL-2 und IL-15, welches unter anderem durch



Makrophagen und B-Zellen gebildet wird, kommt es zu einer Differenzierung in
FoxP3* nTregs [13].

iTregs entwickeln sich aus CD4*-T-Zellen nach Stimulation in Anwesenheit von
Transforming Growth Factor-3 (TGF-B), IL-2 und Abwesenheit von IL-6 und
anderer proinflammatorischer Zytokine. In einem Mausmodell konnte eine
verminderte Anzahl von iTregs im Vergleich zu nTregs bei TGF-p1-defizienten
Mausen nachgewiesen werden [14]. Die Treg Entwicklung geschieht in sekundar
lymphatischem Gewebe und dient dazu, eine Immunantwort auf eine
kommensale Mikroflora wie beispielsweise im Darm zu verhindern. Neben dem
reichlichen Vorkommen von TGF-B im Intestinum fuhren Retinsaure und
dendritische Zellen Uber die conserved noncoding sequence 1 (CNS-1)
Genregion zu einer weiteren Induktion von iTregs [15]. Die Entwicklung der
unterschiedlichen Tregs wird zusammenfassend in Abbildung 3 dargestellit.

Thymus Peripherie
CD4* Thymozyt
IL-2
TGFB
(Vitamin A)
Naive Th-Zelle FoxP3*CD25*
pTreg
IL-2
IL-15
A CD25*FoxP3*
CD25* T-Zelle nTreg

Abbildung 3: Entwicklung von nTregs und pTregs.

Die Entwicklung der nTregs entsteht im Thymus durch Thymozyten mit hoher
Affinitat zu Selbst-MHC:Selbst-Peptid-Komplexen. Durch Bindung dendritischer
Zellen kommt es zur Expression von CD25 und unter Stimulation durch IL-2 und
IL-15 zur Transkription von FoxP3. Auch in der Peripherie kdnnen Tregs
entstehen, sogenannte pTregs. Hierbei erfolgt die Stimulation von naiven Th-
Zellen durch IL-2, TGF-B und Retinsaure (Vitamin A) unter Abwesenheit
proinflammatorischer Zytokine (modifiziert nach [16]).



Im Unterschied zu nTregs sind iTregs instabiler. Die Stabilitat von nTregs wird
durch die Demethylierung von CpG-Inseln in der CNS-2-Region des FoxP3 Gens
der Treg-spezifischen demethylierten Region (TSDR) gewahrleistet, auf welche
im spateren Kapitel noch weiter eingegangen wird. Im Gegensatz dazu ist diese
Region bei iTregs methyliert und fuhrt hierdurch zu einer instabilen Expression
von FoxP3 [17]. IL-2 konnte in einer Studie die Demethylierung der
CNS-2-Region fordern und somit die Foxp3-Expression stabilisieren [18].

1.1.3.1 Immunsuppressive Funktion von Tregs

Sowohl nTregs als auch iTregs besitzen den Transkriptionsfaktor FoxP3 zur
Aufrechterhaltung einer immunologischen Selbsttoleranz.

Sie tragen auf ihrer Zelloberflache das cytotoxic t-lymphocyte associated
protein 4 (CTLA-4), welcher mit dem B7-Liganden der APC als kostimulierenden
Faktor konkurriert, und damit die Proliferation von naiven T-Zellen hemmt, sowie
CD25 als Rezeptor fur IL-2, um in den IL-2 abhangigen Prozess des Primings
hemmend eingreifen zu konnen. Charakterisiert sind sie aulRerdem durch die
Produktion von Zytokinen wie IL-10, IL-35 und TGF-f.

IL-10 wirkt hierbei Uber die Hemmung von proinflammatorischen Zytokinen,
welche durch APC ausgeschuttet werden. So kann eine Inhibition von IL-12 und
IL-23 durch IL-10 zu einer Destabilisierung und verminderten Differenzierung von
Th1-und Th17-Zellen fuhren [1]. In Mausexperimenten konnte bei einer Deletion
des IL-10 Gens eine deutlich erhohte Rate an entziundlichen Darmerkrankungen
gezeigt werden [19].

IL-35 konnte als Zytokin, welches durch Tregs exprimiert wird und eine
immunsuppressive Wirkung zeigt, identifiziert werden. Bei Inhibition von IL-35
konnte in vitro eine reduzierte regulatorische Aktivitat nachgewiesen werden [20].
TGF-B kann direkt durch Zell-Zell-Kontakt immunsuppressiv wirken und die
Entstehung von iTregs fordern [21].

Neben der Suppression durch Zytokine konnen Tregs ihre Funktion mittels
Zytolyse durch die Sekretion von Granzymen ausfuhren. Dabei konnen Zellen

durch Granzym und Perforin bei Bindung an CD18 direkt getotet werden [22].



Eine weitere Moglichkeit ist die Expression von CD39 und CD73, um Adenosin
zu exprimieren, welches die Proliferation von Effektorzellen vermindert,
zusatzlich die Produktion von IL-6 reduziert, und die Freisetzung von
TGF-B induziert, wodurch es zu einer Induktion von iTregs fuhren konnte [21].

In Abbildung 4 werden die unterschiedlichen Funktionsweisen der Tregs grafisch
dargestellt.

Apoptose B7-Ligand
.. IL-2
CTLA-4 ®0

Effektor- ¢ Granzym8 . £
Zelle Perforin Py '. IL-10 §

— ° IL-35 £
Proliferation cD39 o o TGF-p E
CcD73 €

Adenosin {

Abbildung 4: Funktionsweise der Tregs.

In der Abbildung werden die unterschiedlichen Funktionsweisen der Tregs
dargestellt. Uber die Konkurrenz mit dem B7-Liganden kommt es zur Inhibition
der Verbindung zwischen APC und Effektorzellen. Die Inhibition von
Effektorzellen erfolgt Gber die Erhéhung von Adenosin, ebenso kdnnen
Effektorzellen direkt Gber Perforin und GranzymB zur Apoptose gebracht werden.
Der CD25-Rezeptor sorgt fur eine Verminderung der Proliferation von
Effektorzellen durch IL-2. Zudem produzieren Tregs weitere antiinflammatorische
Zytokine wie IL-10, IL-35 und TGF-B (modifiziert nach [23]).

1.1.3.2 FoxP3-Expression

Wie bereits oben beschrieben ist die Expression von FoxP3, welches auf dem
X-Chromosom gelegen ist, entscheidend fur die Funktion der Tregs. Die
Bedeutung von FoxP3 zeigt sich bei nur geringer Produktion oder vollstandigem
Fehlen. Dies ist bei dem seltenen angeborenen IPEX-Syndrom (X-chromosomal
vererbte Immundysregulation) aufgrund einer Mutation im FOXP3-Gen auf dem



X-Chromosom der Fall. Klinisch imponieren Durchfalle, Dermatitis und Diabetes
mellitus sowie autoimmune Polyendokrinopathie als frihe Symptome. Die
meisten Patienten versterben innerhalb von drei Jahren [24].

Das FOXP3-Gen ist auf dem X-Chromosom lokalisiert und findet sich wesentlich
in CD4*CD25*-Tregs exprimiert. Die Regulierung findet Uber epigenetische
Modifikationen statt. Bei Tregs zeigt sich die Promoter-Region demethyliert. Bei
Stimulation des T-Zell-Rezeptors kommt es durch Entfernung von PIAS1 (protein
inhibitor of activated STAT1) zur Expression von FoxP3. Ebenfalls spielen CNS
eine entscheidende Rolle. Wie bereits oben erwahnt fuhren diese zu einer
Stabilisierung von nTregs Uber CNS-2, auch Treg-specific de-methylated region
(TSDR) genannt, oder Induktion von iTregs uber CNS-1 [24, 25].

CNS-0 ist entscheidend fur die FoxP3-Expression in Reaktion auf eine
Stimulation mit IL-2. Durch die epigenetische Modifikation der CNS-Regionen
und des Promoters kann die Methylierung der Regionen zu einem Verlust der
suppressiven Funktion durch Herunterregulation von FoxP3 und einer
Expression proinflammatorischer Zytokine fuhren [26]. Dies wird in Abbildung 5

schematisch dargestellt.
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Abbildung 5: Darstellung des FOXP3-Gens auf dem X-Chromosom.

Das FOXP3-Gen besteht aus 4 CNS-Regionen, welche gemeinsam mit der
Promoterregion flr die Regulation von FoxP3 verantwortlich sind. Durch
Methylierung dieser Regionen kommt es zu einer reduzierten FoxP3 Expression
und hierdurch geminderten Funktion der Tregs. CNS-2 wird hierbei haufig auch
TSDR genannt (modifiziert nach [27]).

Die regulatorische Aktivitat durch FOXP3 erfolgt durch verschiedene
Mechanismen. Uber Runt-related transcription factor 1 (RUNX1) kénnen die
Expression von Effektorzytokinen (IL-2, IL-7, IFNy) reduziert sowie Molekule wie
CD25 und CTLA-4 hochreguliert werden [28]. Ebenso kann das FOXP3-Gen
uber direkte Interaktion mit RORy und RORa Transkriptionsfaktoren

antagonisieren und dadurch zu einer Inhibition von Th17-Zellen fuhren [29].

1.1.4 Th17 Zellen

Eine Subpopulation der CD4-T-Effektorzellen bilden die Th17-Zellen. Diese
entstehen durch Anwesenheit von IL-6 und TGF-§ nach Aktivierung einer naiven
T-Zelle uber den T-Zell-Rezeptor. IL-6 und TGF-§ entstehen durch angeborene
Immunzellen in der Reaktion auf eine Infektion durch ein Pathogen [30].

Zur weiteren Reifung und Funktion ist die Anwesenheit von IL-23 notwendig.
Uber die Aktivierung von signal transducers and activators of transcription 3
(STAT3) durch IL-6 und IL-21 sowie IL1B erfolgt die Transkription von
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IL-23-Rezeptor (IL-23R), IL-17 und RAR-related orphan receptor yt (RORyt) [31,
32]. TGF-pB sorgt indirekt durch eine Inhibierung von T-box transcription factor
(T-bet) und GATA-3 zu einer verminderten Differenzierung in Th1- und
Th2-Zellen. Jedoch zeigt sich bei hohen Konzentrationen von TGF-1 auch ein
negativer Effekt auf Th17-Zellen durch Inhibierung von IL-23R und einer
Produktion von IL-10 sowie dem im Kapitel oben beschrieben Einfluss auf die
Induktion von Tregs [33].

Th1-und Th2-Zellen und Tregs konkurrieren mit Th17-Zellen, sodass diese Uber
die Zytokine IL-2, IL-27, IL-12 und IL-4 die Entwicklung von potenten Th17-Zellen
unterdrucken.

Auf der Oberflache der Th17-Zellen findet sich CCR6 als Rezeptor fur CCL-20,
der durch TGF-B induziert wird und als Chemoattraktor fur weitere Th17-Zellen
dient [34].

Wie alle CD4-T-Effektorzellen nutzen auch Th17-Zellen fur die Umsetzung ihrer
Funktion die Produktion von membranstandigen Proteinen und Zytokinen,
welche sowohl lokal als auch auf entfernte Ziele wirken. Dies geschieht durch die
Freisetzung von IL-17, IL-21, IL-22 und GM-CSF (granulocyte macrophage
colony-stimulation factor). Hieriber entstent durch die Stimulation von
neutrophilen Granulozyten und lokalen Zellen zur Freisetzung weiterer Zytokine
und Chemokine eine Abwehr insbesondere gegen Bakterien und Pilze. Bei
Patienten mit chronischen Pilzinfektionen konnte beispielsweise ein Mangel an
IL-22 und IL-17 nachgewiesen werden [35].

Auf der anderen Seite scheinen Th17-Zellen eine kritische Rolle in
Autoimmunkrankheiten wie Multipler Sklerose, chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen, rheumatoider Arthritis und Psoriasis zu haben, worauf im

spateren noch weiter eingegangen wird [1, 36, 37].

1.1.5 IL-17

IL-17 ist ein proinflammatorisches Zytokin bestehend aus einer Zytokinfamilie
aus 6 Mitgliedern (IL17A-F), welches Uber die Rezeptoren fur IL17A und IL17F
Zellen wie beispielsweise Fibroblasten, Epithelzellen oder Keratinozyten zur
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Produktion von IL-6 und granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) anregt
und damit Neutrophile anlockt [1].

Die Produktion von IL-17 erfolgt hauptsachlich durch Th17-Zellen, wobei auch
Zellen wie beispielsweise CD8*-T-Zellen und Naturliche Killerzellen [L-17
produzieren konnen [38].

IL-17 ist wichtig fur den Korper, kann aber auch bei einigen Krankheiten in
erhdhter Konzentration wieder. Uber IL-17 erfolgt eine Immunantwort
insbesondere gegen Bakterien und Pilze als Abwehrmechanismus des Korpers.
Jedoch spielt IL-17 auch bei Autoimmunkrankheiten wie bspw. Asthma
bronchiale, Multipler Sklerose, rheumatoider Arthritis oder Systemischen Lupus
Erythematodes proinflammatorisches Zytokin eine zentrale Rolle [39].

1.1.6 T-Zell Plastizitat

Die Vorstellung, CD4*-T-Effektorzellen wirden sich aus naiven CD4*-T-Zellen
differenzieren und ihren Phanotyp fur immer beibehalten, ist nicht korrekt. Nach
Differenzierung und Ausbildung eines spezifischen Phanotyps kdnnen sich die
Zellen durchaus wieder in andere CD4"-T-Effektorzellen in Abhangigkeit des
Milieus umwandeln. Man spricht hierbei von T-Zell-Plastizitat und gewahrt eine
angepasste Immunreaktion des Korpers auf verschiedene Krankheitserreger [1].
Ebenso scheint dies eine maligebliche Rolle in der Entstehung von

Autoimmunerkrankungen zu haben [40].

1.1.6.1 Th17 Plastizitat

Insbesondere eine Plastizitat bei Th17-Zellen konnte hierbei gezeigt werden.
Durch die Stimulation von Th17-Zellen mit IFNy und IL-12 konnte eine
Polarisation zu Th1/Th17-Zellen, welche eine Expression von RORyt, T-bet und
CD161 zeigten, erreicht werden [41]. Sie scheinen eine entscheidende Rolle in
Autoimmunerkrankungen zu spielen [42].

Eine Konversion von Th17-Zellen zu Th2-Zellen konnte im Mausmodell in vivo
nach Infektion mit gastrointestinalen Helminthen festgestellt werden. Hierbei
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zeigte sich eine Reduktion von IL-17-spezifischen Zytokinen hin zu Sezernierung
von IL-4 [43].

1.1.6.2 Treg-Plastizitat

Auch bei Tregs konnte im Laufe der Zeit eine Plastizitat nachgewiesen werden.
Ein Th1-ahnlicher-Phanotyp mit Koexpression von T-bet und FoxP3 zeigte sich
zunachst im Mausmodell [44]. Unter Stimulation mit IL-12 und IL-2 konnte in vitro
eine Hochregulation von Th1-Zell-typischen Markern wie T-bet, CXCR3 und IFNy
nachgewiesen werden. Ebenso zeigte sich der Verlust der suppressiven
Funktion. Dennoch konnte epigenetisch weiterhin eine Demethylierung der
TSDR-Region, ahnlich zu funktionsfahigen Tregs, gezeigt werden [45].
Th1-ahnliche-Tregs konnten insbesondere bei unbehandelten Patienten mit
Multipler Sklerose im peripheren Blut gefunden werden und werden als moglicher
Pathomechanismus diskutiert [46].

Eine Plastizitat von Tregs zu Th-17-Zellen konnte erstmalig bei Mausen durch
Stimulation mit IL-6 in Anwesenheit von TGF- nachgewiesen werden [47].
TGF-B wird demnach sowohl bei der Induktion von Th-17 Zellen als auch bei der
Induktion von iTregs bendtigt (vgl. Kapitel 1.1.2). Weitere Studien zeigten die
Produktion von IL-17 durch FoxP3* Tregs bei Vorhandensein von IL-6 und IL-1(3
durch die Modulation von STAT3, RORyt und RORa [48, 49]. Interessanterweise
konnte in Studien ein Erhalt der suppressiven Funktion von FoxP3",
IL-17-produzierenden Tregs in Abwesenheit von IL-18 und IL-6 gezeigt werden
[50]. Langere Stimulation fuhrte jedoch zu einem zunehmenden Verlust von
FoxP3 und damit zur Reduktion der suppressiven Funktion [51]. Insbesondere
bei Patienten mit Psoriasis spielt das Ungleichgewicht der Tregs und
IL-17-produzierenden Th-17 Zellen eine mafigebliche Rolle. Durch Induktion von
Tregs mit IL-23 konnte in peripheren Hautlasionen eine starke Verschiebung von
Tregs zu Th17-Zellen nachgewiesen werden [51]. Ebenfalls wird auf
epigenetischer Ebene eine Differenzierung durch Deacetylierung von Histonen
durch die Histon-Deacetylase 1 (HDAC-1), welche in der Haut von Patienten mit
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Psoriasis erhoht ist, diskutiert [51, 52]. Eine Zusammenfassung der Plastizitat
von Tregs wird in Abbildung 6 dargestellt.

Naive Th-Zelle

IL-6
Treg Th17
?
° °
IL-10 IL-17
® o.. IL-35 ¢ " IL-21
[ ) TGF-B [ ) IL-22

Abbildung 6: Treg/Th17-Plastizitat.

In der Abbildung wird die Differenzierung von naiven Th-Zellen zu Th17-Zellen und
Tregs dargestellt. Zudem zeigt sich nach der Differenzierung unter Stimulation mit
IL-6 und TGF-p eine Plastizitat von Tregs zu Th17-Zellen unter Verlust von FoxP3
und Expression von RORyt. Die Mdglichkeit der Verschiebung von Th17-Zellen zu
Tregs ist Teil der aktuellen Forschung (modifiziert nach [53]).
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1.2 Psoriasis

Psoriasis vulgaris ist eine haufige chronisch entzindliche Erkrankung der Haut.
Sie tritt vor allem an den Streckseiten der Extremitaten in Form von scharf
begrenzten schuppenden Plaques auf. Haufig finden sich ein ausgepragter
Juckreiz und Nagelveranderungen. Neben den Veranderungen der Haut
existieren weitere psoriatrische Erkrankungen wie Dbeispielsweise die
Psoriasisarthritis, die mit Gelenkbeschwerden einhergeht, oder die Psoriasis
pustulosa, einer generalisiert auftretenden Form mit schweren

Krankheitsverlaufen.

1.2.1 Epidemiologie

Psoriasis tritt auf der ganzen Welt mit einer Pravalenz zwischen 0,09% und
11,4% in Erscheinung [54, 55]. In Deutschland wird nach aktuellen Studien die
Pravalenz zwischen 2% und 3% angegeben [56, 57]. Die Erkrankung kann in
jedem Alter auftreten. Es existieren hierzu unterschiedliche Studien, welche ein
Erkrankungsalter ab dem 3. Lebensjahrzehnt und einem Hohepunkt um das
46. Lebensjahr beschrieben oder zwei Erkrankungsgipfel zwischen dem 2.
Lebensjahrzehnt und dem 6. Lebensjahrzent [58, 59]. Ein signifikanter
Unterschied zwischen den Geschlechtern konnte nicht festgestellt werden [60].

1.2.2 Atiopathogenese

Die Ursache der Psoriasis ist bis heute nicht vollstandig verstanden. Es wurden
einige Gene als Risikofaktoren fur die Entstehung der Erkrankung diskutiert,
welche das Immunsystem betreffen und hierbei insbesondere die Th17/11-23
Achse [61]. Im Jahr 2014 konnten erstmals das Autoantigen LL37, welches ein
antimikrobielles Peptid ist und T-Zellen bei Patienten mit Psoriasis aktivieren
kann, als Unterstutzung der These einer T-Zell vermittelten Autoimmunkrankheit
gefunden werden [62]. Es wurden zudem endogene und exogene
Auslosefaktoren identifiziert, beispielsweise Arzneimittel, leichte Traumata,
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psychische Belastung und Stress [63]. Hauptgegenstand der aktuellen
Forschung ist die Rolle des Immunsystems.

In der Entstehung der Erkrankung sind zahlreiche verschiedene Zellen wie
Keratinozyten, Mastzellen, dendritische Zellen, T-Zellen, neutrophile Zellen
involviert, die miteinander in Verbindung stehen und eine chronische Entziindung
auslosen.

Der Haupttreiber fur die Entstehung der Erkrankung scheint die
IL-23/Th17-Achse zu sein. Hierbei werden an erster Stelle plasmazytoide
dendritische Zellen Uber verschiedene Toll-Like-Rezeptoren durch eigene
RNA-Fragmente oder DNA von Bakterien oder Viren aktiviert, welche
anschliefend IFNa sekretieren. Hiertuber erfolgt die Aktivierung von T-Zellen und
myeloiden dendritischen Zellen, die uber Chemokine in die Haut rekrutiert
werden und dort proinflammatorische Zytokine wie IFNy, IL-6, IL-20 und IL-23
produzieren. Dort kommt es insbesondere durch IL-23 zur Differenzierung von T-
Zellen zu Th-17 Zellen, welche neben neutrophilen Granulozyten, Mastzellen und
innaten lymphoiden Zellen den Hauptanteil an der Produktion von IL-17
ausmachen. Durch die Produktion von CCL20 werden weiterhin CCRG",
IL-17-produzierende Zellen angelockt. IL-17 stimuliert Keratinozyten und fuhrt zur
weiteren Produktion und Aufrechterhaltung des Entzindungsprozesses in der
Haut. Des Weiteren erfolgt durch IL-22 und IL-20 das Signal zur
Hyperproliferation der Keratinozyten und damit typischen klinischen Erscheinung
der schuppenden Haut [64, 65].

1.2.3 Klinik

Verschiedene Verlaufsformen werden abhangig von der Lokalisation der
typischen Effloreszenzen und des Schweregrades bei der Psoriasis

unterschieden. Diese sind in Tabelle 1 dargestellt.
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Tabelle 1: Verlaufsformen der Psoriasis [66].

Verlaufsform Erscheinungsbild

Psoriasis guttata Tropfenférmige Effloreszenzen, haufig aufgrund
Auslosefaktoren (Medikamente)

Psoriasis inversa Beugeseitig oder intertrigindse ohne typische
Schuppung

Psoriasis pustulosa Sterile Pusteln als Ausdruck der Ansammlung von
Neutrophilen

Psoriasis palmaris et Befall der Handflachen und Fuf¥flachen, haufig aufgrund

plantaris von mechanischen Reizen

Erythrodermische Maximalvariante mit Befall von Uber 95% der

Psoriasis Korperoberflache

Die Diagnosestellung folgt in der Regel durch die typische Klinik und klinischen
Zeichen. Hierbei findet sich insbesondere das Kerzenfleckphanomen, bei
welchem sich durch Kratzen die typische Schuppung l6sen lasst. Nach
Entfernung der Schuppe zeigt sich ein blattartiges, feucht wirkendes Hautchen
als Phanomen des letzten Hautchens. Anschlieend kommt es haufig zu
punktformigen Blutungen, dem Auspitz-Phanomen. Eine Biopsie zur
Diagnosesicherung ist nur selten notig. Eine Einschatzung des Schweregrades
kann Uber den PASI (,Psoriasis Area and Severity Index®) oder die BSA (,Body
Surface Area“) erfolgen [67]. Daneben wird der DLQI (,Dermatology Life Quality
Index®) zur Einschatzung der aktuellen Lebensqualitat verwendet. Hieraus ergibt
sich die unterschiedliche Einteilung der Schwere der Erkrankung. Die leichte
Psoriasis ist definiert Uber den PASI < 10 oder BSA <10 und DLQI <10. Eine
mittelschwere bis schwere Psoriasis als PASI >10 oder BSA >10 und DLQI >10
[68]. Zudem wird von einer mittelschweren bis schweren Psoriasis gesprochen,
wenn die Erkrankung in sichtbaren Arealen vorkommt, auspragt die Kopfhaut
betrifft, eine Erkrankung des Genitalbereichs oder der Hande und Ful3e aufritt,
mindestens zwei Fingernagel betroffen sind und ein ausgepragter Juckreiz,

sowie therapieresistente Plaques vorliegen [69].
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1.2.4 Therapieregime

Die Therapie der Psoriasis soll zu einer Verbesserung der Symptomatik und
damit einhergehend Verbesserung der Lebensqualitat fuhren. Hierfur dient zur
Therapieentscheidung die Einschatzung des Schweregrades der Erkrankung
nach oben genannten Kriterien. Zunachst ist es wichtig, AuslOsefaktoren
moglichst zu meiden. Hierzu zahlen beispielsweise mechanische Reize, Noxen
(bspw. Nikotin), sowie bestimmte Medikamente oder Stress. Des Weiteren sollte
auf eine Gewichtsnormalisierung und korperliche Aktivitat geachtet werden. Bei
leichtem Verlauf der Psoriasis werden zunachst topische Medikamente zur
Behandlung empfohlen. Als Basistherapie dienen Harnstoff und Salizylsaure,
sowie ruckfettende Cremes zur Keratolyse. Die weiteren in Abbildung 7
dargestellten topischen Medikamente dienen der Reduktion der Inflammation
und Proliferation von Keratinozyten.

Bei unzureichendem Ansprechen der Lokaltherapie oder mittelschwerer bis
schwerer Psoriasis kann eine systemische Therapie der Psoriasis erwogen
werden. Hierzu zahlt zum Beispiel die Phototherapie, bei der die Haut mit
UV-Licht bestrahlt wird.

Zur systemischen Therapie kommen verschiedene Klassen an Wirkstoffen in
Frage. Retinoide wie Acitretin wirken antiproliferativ auf Keratinozyten, sowie
antiinflammatorisch. Ciclosporin als Calcineurin-Inhibitor hemmt die [L-2
Produktion, wodurch T-Lymphozyten weniger stark aktiviert werden.
Fumarsaureester wirken immunmodulatorisch durch Induktion des HO-1
Proteins mit Einfluss auf IL-8 und Tumornekrosefaktoren. Methotrexat fuhrt als
Folsaureantagonist zu einer Reduktion der DNA-Synthese und damit zur
Immunsuppression.

Neuere medikamentose Ansatze aus der Gruppe der Biologika sollen
spezifischer an der Ursache der Entstehung der Erkrankung wirken. Eingesetzt
werden sie, wenn kein ausreichender Therapieerfolg durch oben genannte
Medikamente eintritt oder Unvertraglichkeiten aufgetreten sind (s. Abbildung 7),
konnen jedoch auch in der ersten Therapielinie eingesetzt werden.
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Hierzu zahlen insbesondere Antikorper gegen TNFa, IL-23 und IL-17, welche die

chronische Entziundung der Erkrankung hemmen. Studien konnten hierbei fur

alle Biologika eine positive Auswirkung auf den PASI zeigen. Fur Secukinumab

konnten Studien eine Verbesserung des PASI mit einer Reduktion um 75% des

Ausgangswertes bei Uber 80% der Patienten nach Therapie uber 12 Wochen

nachweisen [70].

Chronische
Psoriasis vulgaris

Leicht

Mittel/
Schwer

Basistherapie ﬂ

Topische Therapie

Calineurin-Inhibitoren

Dithranol
Kortikoide
Laser
Tazaroten
Teer

Acitretin
Ciclosporin
Fumarate
MTX

)

Vitamin D3 Analoga

UV-B, Photo,
Balneo-PUVA

Systemische Therapie/Phototherapie

Adalimumab (anti TNF-o)
Brodalumab (anti IL17)
Certolizumab (anti TNF-a)
Guselkumab (anti IL23)
Ixekizumab (anti IL-17)
Risankizumab (anti IL-23)
Secukinumab (anti IL-17)
Tildrakizumab (anti 11-23)

Apremilast (PDE 4)
Etanercept (anti TNF-o.)
Infliximab

Ustekinumab (anti IL12/23)

+ ggf. topische Therapie

Abbildung 7: Therapieoptionen bei Patienten mit Psoriasis.

In der Abbildung werden die verschiedenen Therapieoptionen dargestellt. Zunachst
erfolgt die Einteilung des Schweregrades. Bei leichter Psoriasis kommen zunachst
topische Therapien zur Anwendung. Bei mittlerer bis schwerer Psoriasis erfolgt eine

Therapieeskalation mittels Phototherapie bzw. Systemtherapie, ggf. auch

kombiniert mit topischer Therapie.

Neben der Therapie der Psoriasis ist es aulserdem wichtig, Begleiterkrankungen,

die haufig auftreten, frihzeitig zu erkennen und zu therapieren. Hierzu zahlen

beispielsweise

Arteriosklerose, Depressionen und das metabolische Syndrom [60].

die

Psoriasisarthritis,
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Zielsetzung und Rationale

Interleukin-17 wurde als ein entscheidendes Zytokin in der Pathogenese des
Entzindungsgeschehens bei Patienten mit Psoriasis und Psoriasisarthritis
identifiziert [65, 71, 72]. Produziert wird IL-17 hauptsachlich durch Th17-Zellen,
welche durch proinflammatorische Zytokine induziert werden. IL-17 fuhrt
anschliellend zu einer Stimulation von Keratinozyten, sowie weiterer Induktion
einer Inflammation.

In den letzten Jahren konnte eine starke Verbindung zwischen Th17-Zellen und
Tregs gezeigt werden. Unter unterschiedlichen Stimulationen konnte eine
Plastizitdt nachgewiesen werden, wodurch Tregs ihre suppressive Funktion
verloren und sogar selbst IL-17 produzierten [51, 73, 74]. Dies wird mal3geblich
als Pathomechanismus fur die Erkrankung verantwortlich gemacht. Daher
wurden therapeutische Antikdrper entwickelt, welche bereits in klinischem
Einsatz gute Wirkung zeigen.

Unter anderem konnte Secukinumab als monoklonaler Antikorper gegen IL-17A
bereits erfolgreich in der Klinik bei Psoriasis-Patienten eingesetzt werden [75].
Der Einfluss von IL-17 auf Tregs und die Wirkung der Hemmung von IL-17 auf
Tregs wurde bisher wenig untersucht. Ob IL-17 zum Verlust der
Suppressionsfahigkeit von Tregs fuhrt und die Blockade von IL-17 die
suppressive Funktion der Tregs verbessert, bleibt aktuell unbeantwortet.
Gleichfalls besteht die Frage nach Veranderung des Phanotyps von Tregs unter
einem Th17-stimulierenden, proinflammatorischen Milieu im Vergleich zur
Stimulation mit IL-17 oder unter IL-17-Blockade.

Um die Polarisierbarkeit der naiven T-Zellen und Tregs unter verschiedenen
Stimulationen und Inhibitionen des IL-17 Signalwegs zu untersuchen, wurden in

der Arbeit folgende Ziele formuliert:
- Qualitative und quantitative in vitro Charakterisierung der T-Zell

Subpopulationen bei Patienten mit Psoriasis (PSO) und gesunden
Probanden (HC)
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- Einfluss von IL-17, anti-IL17 und Th17-stimulierenden Zytokinen auf den

Phanotyp und die Funktionalitat von Tregs von PSO und HC.
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2 Material und Methoden

Im Folgenden findet sich eine Auflistung der verwendeten Materialien mit
Herstellerangaben sowie eine ausfuhrliche Beschreibung der angewandten

experimentellen Methoden.

1.1 Material

2.1.1 Gerate

Die Gerate und Instrumente fUr die experimentelle Arbeit sind in Tabelle

dargestellt.

Tabelle 2: Gerite

Handelsname

Hersteller

S.-Nr.

Mikroskop

Wilovert S 30

Helmut Hund
GmbH, Wetzlar,
Deutschland

1010335

Inkubator

B 5060 EK-CO2

Heraeus Hanau,
Deutschland

50001834

Sterilbank

Gelaire BSBS 6A -
Laminar Flow Hood

Flow
Laboratories
GmbH,
Meckenheim,
Deutschland

11031

Laborpumpe

Laborport Mini-
Laborpumpe

KNF Neuberger,
Freiburg,
Deutschland

N86KN.18

Magnetruhrer

MR 3001

Heidolph
Instruments
GmbH,
Schwabach,
Deutschland

504-10000-
001

pH-Meter

pH523

WTW, Weilheim
i. OB,
Deutschland

09070190

Zentrifuge

Universal 32R
Rotanda/K

Hettich
Zentrifugen,
Tuttlingen, D

0000645
2260
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Waage TP3002 Denver 09070190
Instrument,
Bohemia, USA
Sartorius CP124S Sartorius AG, 16208517
Géttingen,
Deutschland
Wasserbad GFL Typ 1003 Gesellschaft fur 10549879
Labortechnik
GmbH,
Burgwedel,
Deutschland
Kihlschrank Liebherr Kuhl- Liebherr- 3866-20B-
Gefrierkombination, International 001
CN 3866, 4 °C AG, Bulle,
Liebherr Comfort Schweiz 1013508
G3013/20, -20 °C
Hera Freeze -80°C
Thermo Fisher, 51019576
Langenseibold,
D
Gefrierbehalter Nalgene Cryo Freezing | Thermo Fisher 51000001
Container Scientific,
Langenselbold,
Deutschland
Eisbereiter AF 103 Scotsman Ice, 474-0110
Mailand, ltalien
Inkubator B 5060 EK-CO2 Heraeus Hanau, 50001834
Deutschland
Kohlenstoffdioxid- CO2, 101 Tank, 100 RielRner-Gase
tank bar GmbH,
Lichtenfels,
Deutschland
Stickstofftank Arpege 55- Air Liquide,
Lagerungssystem Paris,
Vakuum- Frankreich 941744
superisolierter FlUssig- Cryoson GmbH,
Stickstofftank 200- Schollkrippen,
VL/R Deutschland
Durchflusszytometer FACS Canto I BD Biosciences, 338962
Franklin Lakes,
NJ, USA
Pipetten Research 0,1-2,5ul Eppendorf AG, 326522
Hamburg,
Research plus 10ul D:Ttsgr:?and 4924997
49305772

Research plus 100ul
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Research plus 200ul 3790672
Research plus 1000yl 4945287
Easypet 3033181
) INTEGRA
PipetBoy Biosciences 101713
PipetBoy acu GmbH,
Biebertal, 200464
Deutschland
Vortexmischer Retsch Mixer A. Hartenstein,
Wirzburg,
Deutschland
Zahlkammer Neubauer-Zahlkammer | A.Hartenstein, ZK06
Wirzburg,
Deutschland
MACS VarioMACS™ Miltenyi Biotec 130-090-
GmbH, Bergisch | 282
Gladbach
Deutschland

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Materialien, welche fur die Experimente verwendet wurden, werden in Tabelle 3

aufgelistet.

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien

Deutschland

Handelsname Hersteller S.-Nr.
Falcon Cellstar, 15ml Greiner Bio-one, 188271
Rohrchen Cellstar, 50m| Frickenhausen, 297261
Deutschland
Eppendorf Safe Seal 0,5ml Sarstedt, 72.704
Rohrchen Safe Seal 1,5ml Nurnbrecht, 72.706
Deutschland
Einmalpipette Cellstar, 5ml Greiner Bio-one, 606 180
Frickenhausen,
Cellstar, 10ml Deutschland 607 180
Zentrifugen- Cellstar® Tube 15 ml Greiner Bio-one 188271
rohrchen Cellstar® Tube 50 m GmbH, 227261
Frickenhausen,
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Glaspipette Fortuna Messpipette 5ml Poulten & Graf 110032404
Fortuna Messpipette Sr;"mi:ve”he'm 110037404
10mi Deutschland 110041402
Fortuna Messpipette
20ml
Pipettenspitzen Biosphere Filter tips 10yl Sarstedt, 70.1130.210
. . : Ndrnbrecht,
g(l)%sp:here Filter tips Deutschland 70.760.211
M 70.762.211
Biosphere Filter tips
1000pl
Falcon EASYstrainer: 70um - Greiner Bio-one, 542 070
Rohrchen Filter sterile Frickenhausen,
Deutschland
Sterilfilter Nalgene Rapid Flow Thermo Fisher 291-4520
Scientific,
Langenselbold,
Deutschland
Zellkultur- 96 Well Cell Culture VWR, Radnor, 10062-902
platten Plate U-Bottom USA
Einfrierréhrchen | CyroTubes™ VWR, Radnor, 10018-734
USA
MACS- MACS Separation Miltenyi Biotec 130-042-901
Columns Columns LD GmbH, Bergisch
MACS Separation S'a‘ibsﬁlgn ] 130-042-201
Columns MS euts
FACS-Tube FACS Round Bottom Corning Science 352008
Tubes 5ml, Polystyrol México, Reynosa,
Mexiko
Blutentnahme- EDTA-Monovette Sarstedt AG & 05.1167
utensilien NH4-Heparin-Monovette | % NUmbrecht, - o5 4564
Deutschland
Z-Gel-Monovette 03.1524
Safety-Multifly 21G 85.1638.235
Serumréhrchen | Mikro-Schraubréhre Sarstedt AG & 72.692.005
1,5ml Co, Nimbrecht,
Deutschland
Handschuhe Dermagrip® Vinyl WRP, Sepang, D1501-11
Examination Gloves Malaysien
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2.1.3 Puffer und Medien

Die Puffer und Medien, die in den Experimenten verwendet wurden, werden in

Tabelle 4 aufgelistet.
Tabelle 4: Puffer und Medien

puffer

USA

Handelsname Hersteller S.-Nr.
Phosphate PBS Gibco, Life 18912-014
buffered Technologies,
saline Carlsbad, USA
Bovines BSA Sigma-Aldrich, St. A9647-100G
Serum Louis, USA
Albumin
DMSO Dimethylsulfoxid Carl Roth GmbH, 337260930
Karlsruhe,
Deutschland
Penicillin- Pen/Strep-PreMix, Carl Roth GmbH, 197258696
Streptomycin Cellpure® HP10.1 Karlsruhe,
Deutschland
RPMI RPMI-1640 Medium with | Sigma-Aldrich, St. R8758-
L-glutamine and sodium Louis, USA 500ML
bicarbonate
Ficoll FicoLite-H Linaris blue GmbH, Cat:
Wertheim, GTF1511KYA
Deutschland Lot: 151132P
Fixations- Diluent Buffer BD Biosciences, Cat:
puffer Franklin Lakes, 51-9008101
USA Lot: 7146724
Fix/Perm™ Buffer (4x) Cat:
51-9008100
Lot: 7146723
Permeabili- BD Perm/Wash™ Buffer | BD Biosciences, Cat:
. (10x) Franklin Lakes, 51-9008102
sierungs-

Lot: 7251647




2.1.4 Gebrauchsfertige Losungen

Gebrauchsfertige Losungen und deren Zusammensetzung werden in Tabelle 5

dargestellt.

Tabelle 5: Gebrauchsfertige L6sungen

Bestandteile

Nahrmedium (NM) RPMI + 1% PenStrep + 10% FBS (Fetal Bovine Serum)

Erythrozyten- 8,02 g NH4CI + 0,84 g NaHCO3 + 0,37 g EDTA in 1 |

Lysis-Puffer destilliertes Aqua, pH-Adjustierung auf 7,3

Einfriermedium RPMI + 20% FBS + 10% DMSO + 1% Pen/Strep

PBS 1 PBS-Tablette fur 500ml Volumen (aufgeldst in Aqua dest.)

FACS-Puffer 0,5% BSA + 0,01% NaN3 + 2 PBS Tabletten in 1000 ml
destilliertes Aqua

MACS-Puffer 0,5% BSA + 584,8 mg EDTA + 2 PBS Tabletten in 1000 ml

destilliertes Aqua, pH-Adjustierung auf 7,2

2.1.5 Gebrauchsfertige Kits

Gebrauchsfertige Kits, welche fur unsere Experimente verwendet wurden, zeigt

Tabelle 6.
Tabelle 6: Gebrauchsfertige Kits

Handelsname Hersteller Lot. Nr.
MACS-Kit Il Treg CD4+CD25+CD127dim/- Miltenyi Biotec, 130-094-
Cell Isolation T Cell Isolation Kit Bergisch 775
(human) Gladbach,
Deutschland
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2.1.6 Stimulationen und Hemmstoffe

Verschiedene Stimulationen und Hemmstoffe werden in Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 7: Stimulationen und Hemmstoffe

Beschreibung Hersteller Produkt- Nr.
Anti-CD3- LEAF™ Purified anti-human | BioLegend, Cat: 317315
Antikorper CD3 Antibody, Klon: OKT3 San Diego, Lot: B225107
USA
Anti-CD28- LEAF™ Purified anti-human Cat: 302923
Antikorper CD28 Antibody Klon: Lot: B247405
CD28.2
Secukinumab Cosentyx® 150 mg Novartis SF996
Injektionslésung S0014A
Anti-IL-17A Anti-Interleukin-17A, Klon Invitrogen REF:
eBio64CAP17 Thermo 16717885 Lot:
Fisher 4344992
IL-17A Recombinant Human BioLegend, Cat: 570504
Interleukin-17A San Diego, Lot: B205785
IL-1B Recombinant Human USA Cat: 579404
Interleukin-1R3 Lot: B213360
TGF-p1 Recombinant Human Cat: 580704
Transforming Growth Lot: B225284
Factor-31
IL-6 Recombinant Human Cat: 570804
Interleukin-6 Lot: B226168
IL-23 Recombinant Human Cat: 574102
Interleukin-23 Lot: B215828
lonomycin Sigma- 10634-1MG
: Aldrich, St.
PMA Phorbol 12-myristate 13- Louis, USA P1858-1MG
acetate
Brefeldin A B6542-5MG
CFSE Carboxyfluoreszeindiacetat- | BioLegend, Cat: 422701
Succinimidylester San Diego, Lot: B181903
USA

29




2.1.7 Antikorper

Antikorper, die zur Zellfarbung in den Experimenten verwendet wurden, werden

in Tabelle 8 aufgelistet.

Tabelle 8: Antikorper zur Zellfarbung

Antikorper
gegen

Fluorochrom,
Farbstoff

Hersteller

Lot. Nr.

Cat.

Klon

CD4

BVv421

BioLegend,
San Diego,
USA

B187127

317434

OKT4

CD4

Alexa Fluor
(APCFire)

BioLegend,
San Diego,
USA

B229075

344638

SK3

CD4

FITC

BioLegend,
San Diego,
USA

B176551

317408

OKT4

CD4

APC

BioLegend,
San Diego,
USA

B217365

317416

OKT4

CD8

Alexa Fluor
(APC-H7)

BD
Biosciences,
Franklin Lakes,
USA

6140812

560179

SK1

CD8

PE Cy7

BioLegend,
San Diego,
USA

B216883

344712

SK1

CD8

PerCP/Cy5.5

BioLegend,
San Diego,
USA

B216883

344712

SK1

CD25

PE Cy7

BioLegend,
San Diego,
USA

B231345

302612

BC96

CD127

BVv421

BioLegend,
San Diego,
USA

B226832

351310

A019D5

CD127

APC Cy7

BioLegend,
San Diego,
USA

B224095

351348

A019D5

CD27

PE Cy7

BioLegend,
San Diego,
USA

B218389

123216

LG.3A10
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CD45RA FITC BioLegend, B202186 304106 | HI100
San Diego,
USA
CD161 APC BioLegend, B200987 339912 | HP-
San Diego, 3G10
USA
CXCR3 PE BioLegend, B197483 353706 | GO25H7
San Diego,
USA
CCR6 APC BioLegend, B189862 353416 | GO34E3
San Diego,
USA
CCR6 PerCP/Cy5.5 | BioLegend, B205287 353406 | GO34E3
San Diego,
USA
CCR7 Alexa Fluor BioLegend, B219213 353212 | GO43H7
(APC Cy7) San Diego,
USA
FoxP3 PE BD 7096848 560046 | 259DIC7
Biosciences,
Franklin
RORyt Alexa Fluor BD E10458- 17- AFKJS-
(APC Cy7) Biosciences, 1631 6988- 9
Franklin Lakes, 82
USA
IL-17A BV421 BioLegend, B231952 512322 | BL168
San Diego,
USA
IL-10 APC BioLegend, B193895 506807 | JESS-
San Diego, 19F1
USA
IFNy PE Miltenyi Biotec | 5150112265 | 130-
GmbH, 540-
Bergisch 201
Gladbach,
Deutschland
INFy FITC BioLegend, B179400 502506 | 4S.B3
San Diego,
USA
TNFa FITC BioLegend, B147230 502906 | MAb11
San Diego,
USA
Perforin PE Miltenyi Biotec, | 5140521082 | 130-
Bergisch 096-
578
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Gladbach,
Deutschland

GranzymB | APC Miltenyi Biotec, | 5140521092 | 130-
Bergisch 101-
Gladbach, 346
Deutschland

Zombie Aqua Dye BioLegend, B223424 77143

AquaTM San Diego,

Fixable USA

Viability Kit

2.1.8 Chemikalien und Gase

Die Liste der Chemikalien und Gase, welche fur unsere Experimente verwendet

wurden, zeigt Tabelle 9.

Tabelle 9: Chemikalien und Gase.

Schollkrippen, Deutschland

Name Hersteller S.-Nr.

Aqua ad iniectabilia B. Braun Melsungen AG, 152918061
Melsungen, Deutschland

Isotonische Kochsalzlésung, Fresenius Kabi Deutschland 19KMO01GB

0,9 NaCl GmbH, Bad Homburg,
Deutschland

Natriumhydrogencarbonat Merck KGaA, Darmstadt, 6329

NaHCO3 Deutschland

Natriumazid NaN3 Sigma-Aldrich, St. Louis, S-8032
USA

Ethanol 70% vergallt Carl Roth GmbH, Karlsruhe, T913.3
Deutschland

Ammoniumchlorid NH4CI Sigma-Aldrich, St. Louis, A-4514
USA

Ethylendiamintetraessigsaure Sigma-Aldrich, St. Louis, E-5134

EDTA USA

2-Propanol VWR, Radnor, USA 20839.366

Trypanblau Merck KGaA, Darmstadt, 1.11732.0025
Deutschland

Kohlenstoffdioxid RieRner-Gase GmbH,

(4.5, Typ 10, tiefkalt, Lichtenfels Deutschland

verflussigt)

Stickstoff Cryoson GmbH,
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2.2 Methoden

2.2.1 Probanden

Die Genehmigung der Studie erfolgte durch die Ethik Kommission der Universitat
Wiurzburg (Ethikvotum Nr. 239/10). Alle Probanden wurden in einem
ausfuhrlichen arztlichen Gesprach und mit Hilfe eines Informationsblattes Uber
den Inhalt  der  Studie  aufgeklart und unterzeichneten  die
Einverstandniserklarung. Die Studie wurde nach den Kriterien der Deklaration
von Helsinki 2013 [76] durchgefuhrt und beachtet die Prinzipien der Good Clinical

und Good Laboratory Practice.

2.2.1.1 Studienpopulation

Die Rekrutierung der Patienten mit Psoriasis (n=10) erfolgte in der
Psoriasissprechstunde der Klinik fir Dermatologie, Venerologie und Allergologie
des Universitatsklinikums Wurzburg. Rekrutiert wurden Patienten nach Definition
einer geringen Krankheitsaktivitat (PASI < 10, CRP < 1 mg/dl,
Leukozyten < 12000 Zellen/pl). Ausschlusskriterien far beide
Studienpopulationen waren Malignome, hamatologische Erkrankungen,
monogenetische Syndrome, schwere Infektionen, die eine medizinische
Behandlung in den letzten 3 Monaten notig machten, sowie schwere Allergien
oder Patienten nach einer Transplantation. Die Demographie der
Studienpopulation ist in Tabelle 14 und klinische Daten in Tabelle 15 dargestellt.

2.2.2 Lymphozytenisolierung mittels Dichtezentrifugation

Mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMC) wurden aus heparinisiertem
Blut nach dem Prinzip der Dichtezentrifugation gewonnen.

Dabei nutzten wir das Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymere Ficoll als
hydrophiles Kolloid, um die Zellen von den ubrigen Bestandteilen des Blutes zu
trennen. Die maximale Dichte des Mediums uberschreitet die maximale Dichte

einiger Zellpopulationen, wie den Erythrozyten und Granulozyten, sodass sich
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diese bei Zentrifugation am Boden absetzen. Die PBMCs reichern sich aufgrund
ahnlicher Dichte im Vergleich zum Medium in einer milchigen Schicht zwischen
dem Medium und dem Plasma an. Die Thrombozyten bleiben aufgrund ihrer
geringeren Zellmasse zum grof3en Teil im Serum. [77]

Unter sterilen Bedingungen wurden 20ml des Probandenblutes vorsichtig aus
den Heparinréhrchen entnommen und auf 10ml Ficoll geschichtet, welches zuvor
in ein 50ml Rohrchen gefullt wurde. Es ist darauf zu achten, dass sich der Ficoll
und das Blut so wenig wie moglich vermischen. AnschlieBend wurde das
Rohrchen bei 1750 rpm fur 25 min ohne Bremse zentrifugiert. Dabei trennten sich
die Zellpopulationen auf und die PBMCs kdénnen als Trennschicht zwischen
Medium und Serum erkannt werden (Abbildung 8). Diese mussten nun vorsichtig
mit einer sterilen Pipette abgetragen und in ein neues 50ml Tube gegeben
werden. Dabei sollte so wenig Ficoll wie moglich mit eingesaugt werden, da
dieses zytotoxisch wirkt. Das Rohrchen wurde anschlieend zum Waschen mit
0,9% NaCl aufgefullt und 10 min bei 1700 rpm zentrifugiert. Im nachsten Schritt
wurde das Zellpellet zur Beseitigung von ubrig gebliebenen Erythrozyten mit 5 ml
Erythrozyten-Lysis-Puffer  resuspendiert. Nach 5min Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Zelllyse mittels 10ml Nahrmedium gestoppt, das
Roéhrchen erneut bei 1500 rpm fur 5 min zentrifugiert und anschlieend fur die
Zellzahlung mit 5 ml resuspendiert.

Abbildung 8:
Reaktionsrohrchen vor

Dichtezentrifugation.

Auf der linken Seite ist die
Schichtung des Vollblutes
auf den Ficoll vor der
Zentrifugation gezeigt.
Das rechte
Reaktionsrohrchen zeigt
die Aufteilung des

+— Plasma Vollblutes in seine

Schichtung Ficoll - Blut Nach Zentrifugation

Hown
(V)
AU
v O

il
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Vollblut — 15 i .
, " lymphozytenring e rschiedenen
’ 0 : Bestandteile, inklusive
Ficoll —> <« Ficoll .
- des Lymphozytenrings,
Erythrozyten, welcher die PBMC
Granulozyten darstellt (modifiziert nach

[78])
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2.2.3 Zellzahlung mit Neubauer-Zahlkammer

Die Zellmenge innerhalb eines Gemisches wurde mithilfe der Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Dabei wurden 10 pl Zellsuspension mit 90 ul Trypanblau
gemischt. Trypanblau ist eine saure Farbelosung, welche avitale Zellen blau
anfarbt. 10 yl des Gemisches wurden nun zwischen Deckglas und Zahlkammer
gegeben und unter dem Lichtmikroskop betrachtet. Vitale Zellen wurden in den
4 Groldquadranten gezahlt und daraus einen Durchschnittswert gebildet. Die
Formel zur Errechnung der Zellzahl lautet wie folgt:

Zellzahl (gezahlt) x 10* x Volumen (des Gemisches) x 10 (Verdiinnung) = Zellzahl

2.2.4 Kryokonservierung

Alle PBMC wurden nach der Isolierung eingefroren, um zu einem spateren
Zeitpunkt mit Ihnen arbeiten zu kénnen. Je 5x108 Zellen wurden daflr mit 1 ml
Einfriermedium (20%FBS 10%DMSO, 70%RPMI) in Einfrierrohrchen Uberfuhrt
und anschliel3end fur 2 Tage bei -80 °C gelagert. Danach wurden sie in Tanks
mit flissigem Stickstoff zur dauerhaften Lagerung gebracht. Da DMSO
zytotoxisch wirkt, ist beim Ein- und Auftauen der Zellen darauf zu achten, dass
moglichst schnell und auf Eis gearbeitet werden sollte, um die Aktivitat der Zellen
zu erhalten. Zum Auftauen wurden die Einfrierrohrchen in einem Wasserbad
erwarmt, bis diese aufgetaut waren. AnschlieBend wurden sie in 10 ml
Nahrmedium uberfuhrt und bei 1700 rpm zentrifugiert. Nach Resuspension des
Zellpellets mit Nahrmedium waren sie fur die weiteren Experimente zur

Verwendung bereit.
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2.2.5 Durchflusszytometrie

Die Methodik der Durchflusszytometrie

erlaubt es, Zellen anhand ihres
Volumens, ihrer Probe (Zellen in Suspension)
Oberflachenbeschaffenheit und ihrer

Fluoreszenzmarkierungen zu

Fluoreszenz-
" strahlung

charakterisieren. Das Prinzip beruht
darauf, dass Zellen einzeln durch eine

Vorwarts-und
Seitwartsstreuung

Kapillare gesaugt werden und einen

fokussierten Lichtstrahl passieren (s.
Abbildung 9). Die Streuung und
Fluoreszenz ~ werden anschlie3end
getrennt analysiert. Abbildung 9: Schema der

, Durchflusszytometrie
Detektoren messen die Streuung des (yqgjfiziert nach [79]).
Lichtes durch die Zellen. Die
Vorwartsstreuung (FSC = Forward Scatter) ist ein Mal3 fur das Volumen der Zelle,

die Seitwartsstreuung (SSC = Sidewards Scatter) ein Mal fur die Granularitat

der Zelle und die GrofRe und Struktur des g

Zellkerns. Mit diesen beiden Grolen ;| Granulozyten

lassen sich bereits die Zellen des Blutes S 3 :
O

unterscheiden  (s.  Abbildung  10). @

Zusatzlich ist es moglich, Zellen vor der

T

durchflusszytometrischen Messung

T FSC-A

Zellfragmente

mittels Fluorochrom markierter Antikdrper D
ymphozyten

zu markieren. Die Elektronen des

Fluoreszenzfarbstoffs werden durch den
Abbildung 10: Populationen der
PBMC in der Durchflusszytometrie.

gebracht und emittieren beim Zurickkehren auf die niedrigere Ebene Photonen,

Laser auf eine hohere Energieebene
die mit dem Detektor quantifiziert werden konnen. Es lassen sich dadurch bis zu

1000 Zellen pro Sekunde messen und typisieren. In der anschlielfenden Analyse

lassen sich einzelne Gates festlegen, um Teilpopulationen genauer zu
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betrachten. Durch Kombination verschiedener Farbungen und Gates konnen nun

Zellen genau charakterisiert werden.

2.2.6 Extrazellulare Fluoreszenzfarbung

Mit der extrazellularen Farbung wird die Fluoreszenzfarbung bestimmter
Oberflachenmolekule der Zellen beschrieben. Die im Stickstoff gelagerten Zellen
wurden nach Protokoll aufgetaut, gezahlt und zunachst fur einige Stunden im
Klhischrank belassen, um lhre Integritdt wiederzuerlangen. Fur die
extrazellularen Farbungen mischte man den jeweiligen Antikorper fur jedes Panel
zu einem Mastermix zusammen. Dabei gab man zu 50 yl PBS je 0,3 pl der
Antikorper, die in Tabelle 11 gezeigt sind. Zudem setzte man einen Mastermix
mit Zombie fur die Farbung der toten Zellen an. Hierfur wurden 1yl ZOMBIE auf
500 pl PBS gegeben.

Zur Vorbereitung der Zellen auf die Farbung wurden sie nach dem Auftauen
zunachst durch einen 70 um Filter gegeben, um Zellfragmente und andere
Konglomerate aus der Suspension zu entfernen. Im nachsten Schritt wurden die
Zellen auf die bendtigte Anzahl an FACS-Rohrchen verteilt. Die Zellen wurden
mit 1 ml unsterilem PBS gewaschen und 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert. Nach
dem Absaugen wurde das Zellpellet nach Schema mit 50 pl des
Antikorpergemisches und 50 ul der ZOMBIE Farbung resuspendiert, die
Negativkontrolle lediglich mit 100 yl PBS. Die Zellen wurden fur 20 min bei
Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert. Nach der Inkubation folgte das
Waschen mit 1 ml PBS fur 5 min bei 1500 rpm und Resuspension mit 200 ul

FACS-Puffer, bei den Zellen nur extrazellular gefarbt wurden.
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Tabelle 10: Farbepanel fur PBMC-Charakterisierung.

Grau hinterlegt sind dabei die intrazellularen, weil} hinterlegt die extrazellularen

Farbungen.
BD Brilliant
Kanal | Horizo PE FITC Violet ‘:}:‘J’;ﬁ' APC | PeCy7 Pgrg';'
n 500 412 yo
Kontrolle - - -
Farbung . CD4
1 Zombie IFNy TNFa IL-17 (APCFire) CD161 CD8 CCR6
Farbung . CCR7
2 Zombie | CXCR3 | CD45RA CD4 (APCcy7) CCR6 CcD27 CD8
Farbung . CD8
3 Zombie | FoxP3 CD4 CD127 (APCH?) 1-10 CD25 CCR6
Farbung . . CCR7 Granzym
4 Zombie | Perforin | CD45RA CD4 (APCcy7) B CD27 CD8
Farbung . CD127
5 Zombie | FoxP3 CD4 IL-17 (APCcy7) RORyt CD25 CCR6

2.2.7 Intrazellulare Fluoreszenzfarbung

Fir die Charakterisierung der PBMCs wurde lediglich Farbung 2 nur mit
Antikorpern fur Oberflachenmolekule gefarbt. Die restlichen Zellen wurden
aullerdem intrazellular gefarbt, womit die Farbung von Zytokinen und
Transkriptionsfaktoren gemeint ist. Damit diese intrazellular gemessen werden
konnten, mussten die Zellen vorher stimuliert werden. Um alle Farbungen
miteinander vergleichen zu konnen, wurden alle Zellen bereits vor der
extrazellularen Farbung folgendermalien stimuliert.

(PMA)

unspezifische T-Zell-Stimulatoren, die zu einer Produktion von Zytokinen und

Phorbol-12-myristat-13-acetat und lonomycin dienen als starke
Transkriptionsfaktoren fihren. PMA aktiviert dabei direkt die Proteinkinase C, die
uber weitere Signalwege zu einer Aktivierung der Zelle fuhrt. [80]

lonomycin gehdrt zu der Gruppe der lonophore und fordert die Einfluss von Ca?*
lonen in die Zelle, welches synergistisch zu PMA Signalwege aktiviert.[81]
Brefeldin B die

Transkriptionsfaktoren nicht aus der Zelle herausgeschleust werden, sondern in

sorgt dafur, dass produzierten  Zytokine  und

ihr verbleiben und anschliel3end mittels intrazellularer Antikérper markiert werden

konnen. Dies gelingt edurch die Induktion eines retrograden Transportes vom
Golgi-Apparat zum Endoplasmatischen Retikulum [82].
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Fir die Stimulation gab man die PBMC in Nahrmedium fur 4 h mit folgenden
Konzentrationen der Stimulatoren in den Inkubator:

0,03 pg/ml PMA

1,0  pg/ml lonomycin

1,0  pg/ml Brefeldin A
Fir den Mastermix der intrazellularen Farbung gab man je 0,8 ul der jeweiligen
Antikorper zu 50 yl PermWash BD und vermischte diese grandlich.
Fir die Zellen, die zudem intrazellular gefarbt wurden, folgte nach dem Schritt
des Waschens die Fixierung der Zellen mit 200 pl Fixationspuffer je FACS-
Rohrchen fur 30 min bei 4 °C im Dunkeln. Anschlieend wurden die Zellen mit
500 pl PermWash BD 5 min bei 1500 rpm gewaschen. Der Uberstand wurde
abgesaugt und das Zellpellet mit 50 pl des jeweiligen Mastermixes der
intrazellularen Farbung, die Negativkontrolle mit 50 pl PermWash BD
resuspendiert. Daraufhin inkubierten die Rohrchen fur weitere 20 min bei
Raumtemperatur im Dunkeln. Zuletzt wurden die Zellen erneut mit 500 pl
PermWash BD gewaschen und das Zellpellet mit 200 yl FACS-Puffer
resuspendiert.
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2.2.8 Treg-Zellkultur und Stimulationsexperimente

2.2.8.1 Magnetische Zellseparation (MACS)

Zur Durchfuhrung von Zellkulturen mit Tregs wurden diese mittels magnetischer

Zellseparation (MACS) aus den PBMCs isoliert. Die Zellen wurden so isoliert,
dass die Tregs am Ende die Oberflachenmarker CD4+ CD25+ und CD127dim/-
haben. MACS ist dabei eine fur die Zellen schonende Methode mit gleichzeitig

hoher Reinheit an Zellen. Dabei

werden die Zellen mit
Antikorpern, an welchen
Eisenpartikel haften, versehen.

Anschlief3end durchlaufen sie ein
Magnetfeld und verbleiben, wenn
die Antikorper an ihnen gebunden
haben, in der Saule. Der Rest der
Zellen durchlauft die Saule (s.
Abbildung 11).

Im ersten Schritt wurden die
CD4-Positivitat
Schritt
wurden die CD4*-Zellen nach
CD25-Positivitat aufgeteilt.

Zellen nach

getrennt. Im zweiten
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Abbildung 11: Schema der magnetischen
Zellseparation.
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Zellen, welche zuvor mittels Eisen-behafteter
Antikoérper markiert wurden, werden in ein
Roéhrchen zwischen zwei Magneten gegeben.
Zellen, welche markiert wurden, wandern nicht
der Schwerkraft nach durch das Réhrchen,
sondern bleiben im Magnetfeld. Zellen ohne
Antikorper kdbnnen das Magnetfeld der
Schwerkraft nach passieren (modifiziert nach
[83]).

Die PBMCs, die sich in 5ml Nahrmedium befinden, wurden fur die Isolierung

zunachst durch einen Filter gegeben und anschlieRend mit 10 ml MACS-Puffer

bei 1500 rpm fur 7 min zentrifugiert.
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Das Zellpellet wurde mit x*40 yl MACS-Puffer resuspendiert. x*10 pl der
Antikorpermischung (Biotin-Antibody Cocktail IlI) des Isolierungskits wurden
dazugegeben, gemischt und fur 5 min im Kuhlschrank belassen.

1. Separation 2. Separation

(negativ) (positiv)

Stempel
o Yy
Column
MS MS
Column Column

[ CD4+ Zellen

CD25- CD4+ CD25+
Zellen CD127dim/- Tregs

Abbildung 12: Schema der MACS-Isolierung von Tregs.

Die Separation von Tregs erfolgte durch eine zweifache Separation. Durch die erste
Separation werden CD4+ Zellen gewonnen. Hierbei durchlaufen CD4 positive Zellen
die Saule und werden aufgefangen. Bei der zweiten Separation werden die CD25
positiven Zellen mit Antikdrpern markiert, sodass diese nach Durchlaufen der Saule
darin verbleiben. Die CD25+ Zellen, welche sich in der Saule befinden werden,
anschlieftend mit Hilfe eines Stempels und Puffer aus der Saule geldst. (Grafik Saule
und Stempel modifiziert nach [84])

AnschlieBend wurden x*30 pul MACS-Puffer und x*20 ul Anti-Biotin
MicroBeads hinzugefugt, gemischt und fur weitere 10 min im Kuhlschrank
gelagert. Danach wurden 500 pl MACS-Puffer hinzugegeben und die Zellldsung
in die vorbereiteten LD-Saulen pipettiert. Fur die Vorbereitung des Sorters wurde
eine sterile Saule unter dem Abzug in das Gerat eingespannt und zweimal mit
1 ml MACS-Puffer gespult. Nachdem die Zelllésung die Saule passiert hat, wurde
nacheinander zweimal mit 1 ml MACS-Puffer gespult. Die sich nun im Falcon
Tube befindlichen PBMCs waren nun nach der ersten negativen Selektion
CD4*-Zellen. Fur die zweite positive Selektion wurde zunachst die Saule mit einer
MS-Saule ebenfalls unter sterilen Bedingungen ausgetauscht und dreimal mit
0,5 ml MACS-Puffer gespuilt.
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Die CD4*-Zellen wurden fur 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert und anschliel3end
mit x * 90 yl MACS-Puffer resuspendiert. x * 10 yl CD25 MicroBeads |l wurden
hinzugefugt, gut gemischt und fur 15min im Kuhlschrank gelassen. AnschlieRend
wurden die Zellen mit 2 ml MACS-Puffer gewaschen (1200rpm, 5min) und nach
Resuspension mit 0,5 ml MACS-Puffer auf die vorbereitete MS-Saule gegeben.
Sobald die Zellsuspension vollstandig durchgelaufen war, wurde die Saule
dreimal mit je 0,5 ml MACS-Puffer gespult. Danach wurde sie vorsichtig aus dem
Gerat entnommen, und auf ein Falcon Rohrchen gesetzt. Es wurden 1 ml
MACS-Puffer auf die Saule gegeben und mit einem Stempel durchgepresst,
sodass die Zellen, die nach der Isolierung in der Saule verblieben waren, im
Falcon Rohrchen aufgefangen wurden. Diese Zellen stellten die fertig isolierten
CD4*CD25*CD1279™" Tregs dar.

ey 98.6 =7 885

SSC-A
CD25

b1

TTT TTT T T[T T T TTTIT] LI I O " A T
50 100 150 200 250 50 100 150 200 250 10 10 10 10

FSC-A FSC-A CD127

Abbildung 13: Durchflusszytometrische Messung der Reinheit nach
Zellseparation.

Dargestellt wird der Reinheitsgrad an CD4-Positivitat und an Tregs nach
MACS-Isolierung in Prozent.

2.2.8.2 Proliferationsmessung mittels CFSE

Um in Zellkulturen das Wachstum bestimmter Zellen messen zu kénnen, wurden
die Zellen in den Versuchen mit Carboxyfluoresceinsuccinimidylester (CFSE)
gefarbt. Dies ist ein Farbstoff, der durchflusszytometrisch gemessen werden
kann und pro Teilung an Intensitat verliert. Je mehr sich die Zellen teilen, desto
weniger sind die Zellen mit Farbstoff gesattigt.

Fur die Farbung mit CFSE wurden die sich im Nahrmedium befindlichen Zellen

zunachst 5min bei 1500rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit 1 ml sterilem
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PBS resuspendiert. 1 yl CFSE (5mM) wurde in 3 ml PBS gegeben und vermischt.
AnschlieRend wurde davon 1 ml genommen und auf die Zellen gegeben und fur
5 min im Dunklen belassen. Danach wurde die Farbung mit 5 ml Nahrmedium

gestoppt, 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert und mit Nahrmedium aufgefulit.

2.2.8.3 In vitro Kultur der Treg-Zellen

Die durch magnetische Zellseparation isolierten Tregs wurden fur 6 Tage in
96-Well-Platten in Nahrmedium mit verschiedenen Stimuli kultiviert. Die Zellzahl
betrug dabei zwischen 10.000 und 20.000 Zellen pro Well.

Zur Aktivierung der T-Zellen erfolgte eine Kostimulation mit 16slichen Antikorpern
anti-CD3 (c =1 pg/ml) und anti-CD28 (c = 0,5 uyg/ml). Dabei dienten beide
Stimulatoren dazu, die Zellen zu aktivieren und sie fur eine Differenzierung durch
andere Zytokine zuganglich zu machen.[85] [86]

Als Stimuli wurden die in Tabelle 11 zusammengefassten Ansatze gewahlt mit

den in Tabelle 12 dargestellten Konzentrationen.

Tabelle 11: Verschiedene Stimuli bei der in-vitro Kultur von Treg-Zellen

Stimuli Beschreibung

1 Ansatz Nahrmedium ohne Kostimulation Negative Kontrolle

2.Ansatz Nahrmedium Positive Kontrolle

3 Ansatz IL-17 IL-17

4 Ansatz anti-1L-17 anti-1L-17
Th17-induzierender

5 Ansatz IL1B, IL-17, IL-23, IL-6 Cocktail

6 Ansatz Secukinumab Medikament

Tabelle 12: Konzentrationen der einzelnen Stimuli

Stimuli Konzentrationen Stimuli Konzentrationen

IL-17 50 ng/ml TGF-B 5 ng/ml

anti-IL-17 10 pg/mi IL-23 100 ng/ml

Secukinumab | 10,2 pg/ml -6 20 ng/ml

IL1-B 10 ng/ml
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2.2.8.4 Suppressionsversuch mit Tregs

FUr den Suppressionsversuch der Tregs wurden PBMCs zusammen mit Tregs
kultiviert, um den Einfluss der Tregs auf die Proliferation der PBMCs zu
untersuchen.

Dafur wurden die PBMCs, wie oben beschrieben, mit CFSE markiert, um damit
die Proliferation durchflusszytometrisch messen zu konnen. Die Tregs wurden
aus den PBMCs mittels MACS isoliert. AnschlieRend wurden je 30.000 PBMCs
zusammen unter Kostimulation mit anti-CD3 und anti-CD28 sowie den obigen
Stimulationen und Nahrmedium in eine 96-Well-Platte pipettiert. Zusatzlich wurde
ein Ansatz ebenfalls mit den gleichen Stimulationen und Kostimulation gemacht,
welcher neben den 30.000 PBMC auch 30.000 Tregs beinhaltet. Die Proliferation
der beiden Ansatze mit den jeweiligen Stimulatoren wurde in der Auswertung
miteinander verglichen und daraus die Fahigkeit der Tregs zur Inhibition ermittelt.
In Abbildung 14 ist das Schema des Suppressionsversuches grafisch dargestellt.

Die Formel zur Errechnung der Inhibition lautet wie folgt:
Proliferation PBMCs in Kultur mit Tregs x 100

Inhibitionin% =1 —

Proliferation PBMCs
Tag 0 Tag 6
Tre_g_
Treg Purity (FACS) Charﬁ(ﬂ;}:g;l;erung
nur Nahrmedium
magnetische CDLr-ng)EJZS+ : o
FELIES Zellseparation ( CD127-) + anti-CD3/28 F
— faanti,CD3/28 A Proliferation
':‘I}Z' (i PBMCs
anti-IL-17  + anti-CD3/28 C (CFSE)
CFSE-Farbung PBMCs : 0
(CFSE geférbt) Th17 + anti-CD3/28 S
Secukinumab + anti-CD3/28 pome  regs

6 Tage in Kultur

Abbildung 14: Schema Suppressionsversuch und Treg-Charakterisierung.

PBMCs werden an Tag 0 aufgeteilt. Ein Teil wird fur die Kultur mit CFSE gefarbt, aus
dem anderen Teil werden durch MACS-Separation Tregs isoliert. Anschlie3end
erfolgt die Kultivierung einzeln und gemeinsam unter verschiedenen Stimulationen.
An Tag 6 erfolgt die Messung mittels FACS.
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2.2.8.5 Suppressionsversuch mit Tregs und gleichzeitig
Secukinumab

Als weiterfuhrender Versuch wurde der Tabelle 13: Ansétze und Stimuli

Versuch mit dem gleichen Aufbau Stimuli
wiederholt. Lediglich die Stimulationen | 1-Ansatz | Nahrmedium

wurden angepasst. Es wurde als | 2 Ansatz :::165 IL-17, 1L-23,
IL1B, IL-17, IL-23,
und der Th17-induzierende Cocktail | 3 Ansatz IL-6

+ Secukinumab

Stimulation der Th17-induzierende Cocktail

zusammen mit Secukinumab gewahlt (s.

Tabelle 13). Die Auswertung erfolgte auf die gleiche Weise wie bei dem

vorherigen Suppressionsversuch.

2.2.8.6 Suppressionsversuch mit Th17-stimulierten Tregs

FUr den dritten Suppressionsversuch wurden zunachst PBMCs aufgetaut und
aus einem Teil dieser mittels MACS Tregs isoliert. Die Halfte der Tregs wurde fur
3 Tage in Kultur mit dem Th17-induzierenden Cocktail gelassen, der andere Teil
fur 3 Tage in Nahrmedium zusammen mit IL-2 (1 ng/ml) inkubiert. Danach
wurden die unstimulierten und stimulierten Tregs jeweils mit den CFSE
markierten PBMCs in Kultur gegeben. Als Stimulation wurde fur einen Ansatz nur
anti-CD3 und anti-CD28, fur den anderen Ansatz zusatzlich Secukinumab
dazugegeben.

Nach weiteren 4 Tagen wurden die Zellen intra- und extrazellular gefarbt und
durchflusszytometrisch ausgewertet. Die grafische Darstellung des Versuchs ist
in Abbildung 15 dargestellt.

Die Berechnung der Inhibition erfolgte simultan tUber folgenden Rechenweg:

Proliferation PBMCs in Kultur mit Tregs x 100
Proliferation PBMCs ohne Tregs

Inhibitionin% =1 —
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Tag 0 Tag 3 Tag 7

In Kultur mit
- anti-CD3

- anti-CD28
Treg Purity - Néhrmedium
(FACS)

1:0 (PBMCs : Tregs*)

Th17- Tregs*® ) ) .
Cocktail (Th1 7) 1:1 (PBMCs : Tregs*)
1:1 (PBMCs : Tregs*)
magnetische, jias + Secukinumab Proliferation
PBMCs -"gneise'e.  (CD4+ CD25+ F oo
CD127-) (CFSE)
NM
+1L-2 Tregs 1:1 (PBMCs : Tregs) A
(IL-2) C
1:1 (PBMCs : Tregs)
+ Secukinumab S
1:0 (PBMCs : Tregs)
ohne anti-CD3/28
CFSE férben PBMCs 1:0 (PBMCs : Tregs)
(CFSE gefarbt) + anti-CD3/28
Tregs* > Nach 3 Tagen Th17-Cocktail stimulierte Tregs 1:0 (PBMCs : Tregs)

+ Secukinumab

Abbildung 15: Suppressionsversuch mit zuvor stimulierten Tregs.

An Tag 0 erfolgt die MACS-Separation von Tregs. Anschlieltend werden die Tregs fur
3 Tage zum einen Teil in Kultur mit Th17-Stimuli, zum anderen Teil mit IL-2 gebracht.
Danach erfolgt die Kultivierung der stimulierten Tregs mit CFSE-gefarbten PBMCs fur
4 Tage in Kultur mit und ohne Secukinumab. Am 7 Tag erfolgt die Messung der
Proliferation der PBMCs mittels FACS.

2.2.9 Statistik

Die durchflusszytometrischen Messungen erfolgten mit dem FACS Canto Il (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA), deren Auswertung mit der
BD FACSDiva Software.

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Analyse-Software IBM SPSS
Statistics, Version 26 (Chicago, IL, USA). Die uberwiegend nicht parametrischen,
kontinuierlichen unverbunden Variablen wurden nach Testung der
Normalverteilung durch den Kolmogorov-Smirnov-Test mittels Mann-Whitney-U-
Test ausgewertet. Zur Signifikanzangabe wurde die berechnete exakte
Signifikanz angegeben. Hierbei wurde das Signifikanzniveau mit o = 0,05
gewertet.

Eine Korrektur des Typ | Fehlers durch multiples Testen erfolgte aufgrund des
explorativen Charakters des Projektes nicht.
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Die Grafiken wurden mit GraphPad Prism, Version 9 (San Diego, CA, USA),

erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Vergleich der T-Zellen von Patienten mit Psoriasis
(PSO) und gesunden Kontrollen (HC)

3.1.1 Daten der gesamten Studienpopulation

In der Studienpopulation wurden 10 PSO im Vergleich zu 12 HC rekrutiert, wie in
Tabelle 14 gezeigt. Das Alter der Patienten mit Psoriasis war mit durchschnittlich
mit 53,7 Jahren hoher als bei den gesunden Kontrollen mit 23,6 Jahren.

In Tabelle 15 werden die klinischen Parameter der Patienten dargestellt. Hier
zeigte sich bei allen Patienten eine moderate Krankheitsaktivitdt mit einem
durchschnittlichen PASI von 2,2 und keine laborchemische Erhohung der
Entzindungsparameter unter Therapie (CRP < 0,5mg/dl,
Leukozyten < 10*10%/ul). Tabelle 16 und Tabelle 17 zeigen die Demografie von
PSO und HC, sowie die klinischen Daten im Einzelnen aufgelistet.

Tabelle 14: Demografie der gesamten Studienpopulation

PSO HC
Anzahl an Proben 10 12
Anzahl an Mannern 7 (70%) 8 (66,7%)
/ Frauen (in %) 3 (30%) 4 (33,3%)
Alter am Tag des 53,7+ 8,6 23,6+1,0
Studieneinschlusses (52; 45-77) (23,5; 22-25)
(Jahre)
Alter bei Erstdiagnose 34,2+ 14,9
(Jahre) (32.5; 13-66)

Dauer der Erkrankung 19,5+9,6
(Jahre) (19; 3-36)

Die Werte sind angegeben in absoluten Zahlen (Prozentwerten) oder als Mittelwert +
Standardabweichung (Median, Minimum-Maximum). PSO = Psoriasis, HC = Gesunde
Kontrolle)
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Tabelle 15: Klinische Daten der Patienten mit Psoriasis

Apremilast (in therapeutischer 1 (10%)
Dosierung)
Fumarsaure 1 (10%)
Ciclosporin (200mg/Tag) 1 (10%)
Methotrexat (10-20 4 (40%)
mg/m?/Woche)
Biologika (in therapeutischer 6 (60%) Adalimumab 2 (20%)
Dosierung)

Ustekinumab 2 (20%)

Secukinumab 2 (20%)
PASI (Psoriasis Area and 22+24
Severity Index) 0,9; (0,0-6,6)
CRP (C-reaktives Protein) (mg/dl) 0,3 + 0,29

0,2; (0,04-0,4)
Leukozyten x10°/ul 7120
(Normwert 4.8-10) 6,7: (4,9-11,1)
Lymphozyten x10°/l 1,6+0,7
(Normwert 1-4.05) 1,4; (0,7-3,3)
Lymphozyten in % 22,0+6,3
20,0; (14-37)

Thrombozyten x10° /ul 250 + 46

(Normwert 150-450)

261; (178-317)

Die Werte sind angegeben in absoluten Zahlen (Prozentwerten) oder als Mittelwert +
Standardabweichung (Median, Minimum-Maximum).
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Tabelle 16: Klinische Daten und Demografie einzelner PSO.

Alter bei Alter bei D Th . .
Studien- Erst- auer der erapie bei
Geschlecht . . Erkrankung Studien-
einschluss diagnose (Jahre) cinschluss
(Jahre) (Jahre)
PSO1  mannlich 54 29 25 Ciclosporin,
Secukinumab
PSO2  mannlich 54 36 18 Methotrexat,
Apremilast
PSO3 maéannlich 48 29 19 Secukinumab
PSO4 mannlich 55 46 9 Adalimumab
PSO5 mannlich 77 66 11 Methotrexat
PSO6  weiblich 47 44 3 Methotrexat,
Adalimumab
PSO7 mannlich 50 14 36 Fumarsaure
PSO8 mannlich 57 38 19 Ustekinumab
PSO9 weiblich 50 27 23 Methotrexat
PSO10 weiblich 45 13 32 Ustekinumab
CRP  Leuko- Lympho- Lympho-
PASI (mg/ zyten zyten zyten ;I;(r;rggr)bﬁzyten
dl) (x10%/pl)  (x10%/ul)  (in %) H
PSO1 6,60 0,9 7,80 1,35 17 275
PS0O2 4.8 n.a. 9,7 1,78 18 277
PSO3 5,8 0,26 7,9 1,61 20 203
PSO4 0,8 0,14 5,6 1,07 19 218
PSO5 0 n.a. 6 1,27 21 195
PSO6 0,5 0,04 11,1 3,3 30 317
PSO7 0,5 n.a. 4.9 0,96 20 284
PSO8 0,5 0,07 7.4 1,52 21 301
PSO9 1,7 n.a. 5,6 2,05 37 246
PSO10 1 0,41 5,00 0,68 14 178

Die Werte sind angegeben in absoluten Zahlen (Prozentwerten) oder als Mittelwert +
Standardabweichung (Median, Minimum-Maximum). PSO = Psoriasis, HC = Gesunde
Kontrolle).
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Tabelle 17: Demografie der HC.

Geschlecht Alter bei Studieneinschluss (Jahre)
HC1 mannlich 22
HC2 mannlich 23
HC3 weiblich 25
HC4 weiblich 23
HC5 mannlich 22
HC6 mannlich 25
HC7 mannlich 24
HC8 mannlich 23
HC9 weiblich 24
HC10 mannlich 23
HC11 mannlich 25
HC12 weiblich 24

Die Werte sind angegeben in absoluten Zahlen. PSO = Psoriasis, HC = Gesunde
Kontrolle)
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3.1.2 Studienpopulation der Spender von unstimulierten
PBMCs

In Tabelle 18 und Tabelle 19 werden die Demografie und die klinischen Daten
der Patientenkohorte und Kontrollkohorte in den Versuchen der unstimulierten
PBMCs dargestellt.

Tabelle 18: Demografie der Spender von unstimulierten PBMCs.

PSO HC
Anzahl an Proben 4 5
Anzahl an Mannern 3 (75%) 4 (80%)
/ Frauen (in %) 1 (25%) 1 (20%)
Alter am Tag des 58,3+ 11,3 242 +0,8
Studieneinschlusses (54,5; 47-77) (24,0; 23-25)
(Jahre)
Alter bei Erstdiagnose 46,3 + 13,2
(Jahre) (45,0; 29-66)
Dauer der Erkrankung 12,0 £ 8,1
(Jahre) (10,0; 3-25)

Die Werte sind angegeben in absoluten Zahlen (Prozentwerten) oder als Mittelwert +
Standardabweichung (Median, Minimum-Maximum). PSO = Psoriasis, HC = Gesunde
Kontrolle)
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Tabelle 19: Klinische Daten der Spender von unstimulierten PBMCs

Ciclosporin (200mg/Tag) 1 (25%)
Methotrexat (10-20 mg/m?/Woche) 2 (50%)
Biologika (in therapeutischer 3 (75%) Adalimumab 2
Dosierung) (50%)
Secukinumab 1
(25%)
PASI (Psoriasis Area and Severity 2027
Index) 0,7; (0,0-6.,6)
CRP (C-reaktives Protein) (mg/dl) 04+04
0,1; (0,0-0,9)
Leukozyten x103/ul 76+22
(Normwert 4.8-10) 6,9; (5,6-11,1)
Lymphozyten x10°/ul 1,8+0,9
(Normwert 1-4.05) 1,3; (1,1-1,3)
Lymphozyten in % 21,8+4.8
20,1; (17-30)
Thrombozyten x10° /ul 251,3+479

(Normwert 150-450)

247; (195-317)

Die Werte sind angegeben in absoluten Zahlen (Prozentwerten) oder als Mittelwert +
Standardabweichung (Median, Minimum-Maximum).
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3.1.3 Prozentuale Verteilung der Lymphozyten

In Tabelle 21 werden die Subpopulationen der PBMCs zwischen den
Studienpopulationen im Detail verglichen. Tabelle 20 stellt die Definition der
unterschiedlichen Populationen anhand derer Oberflachenmarker dar. In
Abbildung 50 finden sich die zugehorigen Dot Blots.

Bei HC waren CD4" naiven-Th-Zellen signifikant erhoht im Vergleich zu PSO.
Auch von CD8" naiven-T-Zellen konnte eine erhohte Anzahl in HC nachgewiesen
werden. Im Gegenzug waren die Memory-T-Zellen, auch Gedachtniszellen
genannt, und Effektor-T-Zellen bei PSO im Vergleich zu HC erhoht.
TEMRA-Zellen zeigten innerhalb der CD4*-Zellen keinen Unterschied. Innerhalb
der CD8*-Zellen war eine nicht signifikante Erhohung innerhalb der HC im
Vergleich zum PSO zu erkennen.

Tabelle 20: Oberflaichenmarker der T-Zell Subpopulationen.

T-Zell Subpopulation CD45RA" CD45RA"
CD27+ Naive Memory
CD27- TEMRA Effektor
80-p|=ﬂ)|16 - e HC 807 [ ] e HC
= PSO * m PSO

60—

JE RIS

T T T T
Naive = Memory Effektor TEMRA Naive = Memory Effektor TEMRA

Abbildung 16: T-Zellpopulationen in CD4* und CD8" T-Zellen.

% in CD4*
[ ]
[ ]
[ ]
13-
[ |
[ |
% in CD8*

1

Prozentualer Anteil der Subpopulationen in den CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen mit
Median und Interquartilabstand. Uber der Klammer sind die signifikanten p-Werte
(p<0,05) dargestellt. HC = gesunde Kontrollen, PSO = Psoriasis.
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3.1.3.1 Oberflachenmarker CCR6, CXCR3 und CCR?7

Sowohl in CD8*-T-Zellen als auch in CD4*-T-Zellen konnte in HC ein signifikant
erhohter Anteil an CXCR3*-Zellen festgestellt werden. Innerhalb der
CD8*-T-Zellen zeigte sich auch die Population der CXCR3*CCRG6*-Zellen
signifikant erhoht. In der Expression von CCR6*-Zellen konnte kein signifikanter
Unterschied gezeigt werden.

Im Vergleich der Subpopulationen konnte eine CCR6-Expression insbesondere
in Memory- und Effektor-Zellen gezeigt werden. Ein signifikanter Unterschied
zwischen PSO und HC ergab sich nicht (s. Abbildung 17).

CXCR3*-Zellen zeigten sich in der Gruppe der T-Zellen abgesehen von naiven
Lymphozyten in HC im Vergleich zu PSO tendenziell erhoht.

In der Expression von CCR7 konnte zwischen beiden Populationen kein
signifikanter Unterschied bei naiven und Effektor-Zellen dargestellt werden, auch
wenn sich bei CD4*-Zellen verhaltnismallig bei dem Kollektiv der Patienten mit
Psoriasis eine hohere Expression von CCR7"-Zellen zeigte.

Die zugehorigen Dot Blots sind in Abbildung 50 dargestellt.
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Abbildung 17: CCR6, CXCR3, CCR7 in CD4+ und CD8+ T-Zellpopulationen.

Prozentualer Anteil der CCR6-, CXCR3- und CCR7-Expression in den CD4" bzw.
CD8* T-Zellen mit Median und Interquartilabstand. Uber der Klammer sind die
signifikanten p-Werte (p<0,05) dargestellt. HC = gesunde Kontrollen,

PSO = Psoriasis.

3.1.3.2 Produktion von GranzymB und Perforin

Die Zytotoxizitat der T-Zellen in Form von Expression von Perforin und
GranzymB fand sich sowohl bei CD4*-Zellen als auch bei CD8%*-Zellen, vor allem
in Effektor-Zellen und TEMRA (s. Abbildung 18 und Tabelle 21)

In CD4" TEMRA- und Effektor-Zellpopulationen konnte eine erhdhte Anzahl an
Perforin*-Zellen und GranzymB*-Zellen nachgewiesen werden (nicht signifikant).
In naiven und Memory-Zellen konnte kaum eine Expression gezeigt werden.

In CD8" Zellpopulationen zeigte sich bei PSO im Vergleich zu HC eine geringe
Expression von GranzymB und Perforin auch in naiven Zellen. Ein Unterschied
zwischen HC und PSO konnte in der Zellpopulation der Effektor- und
TEMRA-Zellen nicht nachgewiesen werden. Die zugehdrigen Dot Blots sind in
der Abbildung 50 dargestellt.
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Abbildung 18: Produktion von Perforin und GranzymB in T-Zell-
Subpopulationen.

Prozentualer Anteil der Perforin- und GranzymB-Expression in den
Subpopulationen der CD4" bzw. CD8" T-Zellen mit Median und Interquartilabstand.
Uber der Klammer sind die signifikanten p-Werte (p<0,05) dargestellt. HC =
gesunde Kontrolle, PSO = Psoriasis.

Tabelle 21: Prozentuale Verteilung der T-Zell Subpopulationen in CD4+/CD8+ T-
Zellen.
CD4+ CD8+
% in P- p-
cp4ricpg: PSO HC Wert SO HC Wert
Naive 20,8 + 13,0 47,7+10,9 0,016 | 21,0 £22,2 429+21,0 0,190
(21,3; 7,1- (45,8; 35,1-60,4) (16,2; 1,1-50,6) = (40,0; 15,0-65,9)
33,3)
Memory 51,4+ 17,0 33,4+6,0 0,190 19,4+12,2 94+28 0,286
(51,7; 30,9- (31,2; 25,9-41,1) (18,1;6,1-354)  (10,0; 6,4-13,4)
71,4)
Effektor 25,2 +8,0 159+6,3 0,111  32,3+152 25,4 +29,2 0,413
(25,1; 15,9- (17,4; 8,2-22,0) (29,1; 17,6-53,4) © (16,6; 5,0-51,0
34,7)
TEMRA 2,6+35 30£29 0,905 | 27,4 +33,0 223+6,5 0,730
(1,2; 0,4-7,8) (1,5; 0,4-6,9) (15,1; 4-75,2) (22,7; 14,9-30,0)
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CCR6* 21%21 1,1£05 0,800 | 3,7+1,7 37+15 1,000
Naive (1,4;0,6-5,2) | (1,1;0,7-1,4) (3,2;2,1-6,1) (3,7;2,6-4,7)
CCR6* 33,9+ 17,6 20677 0,800 7,7 2,1 13,9+ 4,9 0,133
Memory . (35,0; 13,4- (29,6; 24,1-35,0) (7,7;51-10,2)  (13,9; 10,4-17,3)

52,3)
CCR6* 32,4+ 12,0 40,5+ 12,5 0,533 5535 18,1+ 0,6 0,133
Effektor | (33,3; 17,0- (40,5; 31,6-49,3) (4,9;2,0-10,3)  (18,1;17,6-18,5)

45,9)
CCR6* 13,3+ 10,5 19,7 +17 0,533 2,1+0,8 23+0,8 1,000
TEMRA  (12,0;2,1- (19,7; 18,5-20,9) 2,1;1,3-3,1) (2,3;1,7-2,9)

27.2)
CXCR3* 0,805 1,1£06 0,533 6,8+4,0 9,630 0,533
Naive (0,6;0,3-1,5) | (1,1;0,6-1,5) (7,6;1,3-10,7) | (9,6;7,5-11,7)
CXCR3* 1209 22+0,7 0,267 48+23 40,8+ 26,1 0,133
Memory  (0,9;0,4-24)  (2,2;1,7-2,7) (4,8; 2,1-7,6) (40,8; 22,3-59,2)
CXCR3* " 1,0£0,6 40+1,9 0,133 0,7+0,3 8,7+ 14 0,133
Effektor | (0,7;0,6-1,8)  (4,0; 2,6-5,3) (0,7; 0,4-1,1) (8,7;7,7-9,7)
CXCR3* " "31+41 138+6,7 0,267  1,2+0,9 22+0,7 0,267
TEMRA  (1,2;0,9-9,2) | (13,8;9,0-18,5) (0,9; 0,4 -2,4) (2,2;1,7-2,7)
CCR7* 46+32 2,7+1,9 0413 1,3+0,7 22+23 0,905
Naive (5,4;0,1-7,6) | (2,4;0,3-55) (1,6; 0,2-1,9) (1,1; 0,4-5,6)
CCRT- 46,8+ 14,0 339:58 0,190 18,1+ 12,2 186+ 12,5 1,099
Naive (46,3; 30,8- (33,0; 28,9-43,4) (17,0; 4,6-33,8) | (14,0; 6,0-34,4)

63.,9)
CCR7* 0,3+ 0,1 0,1%0,0 0,063 0,6+0,3 02+0,3 0,063
Effektor | (0,3;0,2-0,4)  (0,1;0,1-0,2) (0,6; 0,4-1,1) (0,2; 0,0-0,7)
CCRT- 24,9+ 8,0 158+6,3 0,111 31,6+ 154 25.2+20,3 0,413
Effektor | (24,8; 15,7- (17,3; 8,0-21,9) (28,3; 16,9-53,0) | (16,4; 4,9-50,8)

34,4)
Perforin® | 0,8+ 0,6 0,6+0,3 0,800 3,6 +3,0 1,3+0,4 0,533
naive (0,7;0,3-1,6)  (0,6;0,4-0,8) (3,0; 1,0-7,3) (1,3; 1,0-1,6)
Perforin® | 0,6 % 0,4 0,5+0,1 0,800  0,9+0,8 11+0,6 0,800
Memory . (0,6;0,3-1,1)  (0,5;0,4-0,5) (0,7; 0,3-2,1) (1,1; 0,6-1,5)
Perforin® | 6,2 % 6,1 0,6+0,3 0,133 18,5+ 18,6 12,3+79 0,800
Effektor | (5,9;0,8-12,3)  (0,6; 0,4-0,8) (14,4;1,6-43,6) | (12,3;6,7-17,9)
Perforin® | 40,1+ 32,8 77+23 0,800 36,6 + 18,6 36,3+ 0,6 0,533
TEMRA  (388;8,9- (7.7;6,1-9,3) (43,5;9,5-49,5) | (36,3; 35,8-36,7)

73.9)
Granzym* 0,4+ 0,4 0,4+0,4 0,800 7,7+128 16+1,0 1,000
naive (0,3;0,1-0,9) | (0,4;0,1-0,9) (1,6;0,6-26,9) | (1,6;0,9-2,3)
Granzym* 0,30, 04 +04 0,800 2,6+ 2,1 2,9+0,0 0,533
Memory . (0,2;0,1-0,6)  (0,4;0,1-0,6) (2,3; 0,4-5,4) (2,9; 2,9-2,9)
Granzym* 7,67, 1,8+0,2 0,533 32,5+ 24,6 37,9+ 18,0 0,800
Effektor | (6,8;1,2-15,6)  (1,8; 1,6-1,9) (25,3; 13,3-66,1) | (37,9; 25,1-50,6)
Granzym* 47,4+ 358 17,7£10,0 0,800  62,1+21,5 76,7 + 14,0 0,800
TEMRA  (457;12,2- (17,7; 10,6-24,7) (68,7; 30,9-80,0) = (76,7; 66,8-86,6)

86,1)

Die Werte sind dargestellt in absoluten Zahlen (Prozentzahlen) oder als

Mittelwerte £ Standardabweichung (Median; Minimum — Maximum) Die Werte zwischen den
Patienten mit Psoriasis (PSO) und gesunden Kontrollen (HC) wurden mit dem Mann-Whitney-
U-test verglichen.
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3.1.4 Expression von Chemokinrezeptoren

In unserer Studienpopulation zeigten sich signifikant hohere Expression von
Th17-Zellmarkern wie CD161 und CCR6 in HC im Vergleich zu PSO in
CD4*-Zellen. Die Expression von CD161 fand sich auch bei Patienten mit
rheumatoider Arthritis innerhalb einer
Th1-Zellen, welche eine erhohte Plastizitat zu Th17-Zellen haben [87]. In
CD8*-Zellen zeigten sich diese Marker erhoht, jedoch nicht signifikant (Vgl.

Abbildung 19, Tabelle 22 und Abbildung 50).

Subgruppe von nicht-klassischen

Tabelle 22: Chemokine in CD4*/CD8* T-Zellen.

cD4* cDs*
P- p-
PSO HC Wert PSO HC Wert
cD161* 1,9+1,2 6,6+28 0,016 {1,6+0,6 23+17 0,905
(1,9; 0,5-3,3) i (5,9; 4,8-11,5) (1,7, 0,7-2,2) (1,7, 1,2-5,3)
CCRé6* 23,9+14,0 15,3+3,8 0,413 | 43+32 9,7+6,1 0,111
(18,3; 14,5- (16,6; 10,8- (3.6; 1,3-8,8) (7,0; 0,8-3,1)
44,3) 19,1)
cD161* 1,3+1,0 43+23 0,032 :05+x04 1,4+1,0 0,111
CCRé6* (1,0; 0,4-2,7) | (3,2;2,6-8,2) (0,5; 0,1-1,1) (1,0; 0,8-3,1)
CXCR3* 1,7+0,8 34+0,8 0,032 :37+19 10,9+5,.2 0,032
(1,5;1,0-2,6) i (3,8;2,1-4,0) (3.6; 1,6-5,9) (8.9; 5,2-18,6)
CXCR3* 05+0,2 1,4+0,6 0,063 :03+0,2 1,8+1,1 0,016
CCRé6* (0.4;0,3-0,8) i (1,6;0,4-2,0) (0,3; 0,1-0,6) (2,3; 0,6-3,0)

Die Werte sind dargestellt in absoluten Zahlen (Prozentzahlen) oder als Mittelwerte +

Standardabweichung (Median; Minimum — Maximum) Die Werte zwischen den Patienten mit

Psoriasis (PSO) und gesunden Kontrollen (HC) wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test

verglichen.
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Abbildung 19: Chemokinrezeptoren in CD4* und CD8" T-Zellen.

Prozentualer Anteil der Chemokinrezeptoren in den Subpopulationen der CD4*
bzw. CD8" T-Zellen mit Median und Interquartilabstand. Uber der Klammer sind die

signifikanten p-Werte (p<0,05) dargestellt. HC = gesunde Kontrolle, PSO =
Psoriasis.
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3.1.5 Intrazellulare Zytokinproduktion

Die prozentualen Werte der Zytokin-produzierenden Zellen aufgeteilt in CD4* und
CD8* und deren Subpopulationen werden in Tabelle 23 aufgefuhrt sowie in
Abbildung 20 und Abbildung 50 als Dot
Im Vergleich zu PSO zeigten sich bei HC erhéhte Werte von IL-17, IFNy und
TNFa sowohl in CD4* als auch CD8* T-Zellen. In der Subpopulation von CCR6*
und CD161* CD4*-Zellen waren die Unterschiede bei IL-17 und IFNy signifikant.

Blots grafisch dargestellt.

In der Population der CD8*-Zellen konnte eine signifikante Erhohung von IFNy

bei CCR6"-Zellen nachgewiesen werden.

Tabelle 23: Zytokine in CD4+/CD8+ T-Zellen und Subpopulationen

cD4* cD8*
% in PSO HC P- PSO HC p-
Wert Wert
TNFa 1007 11206 0.800 | 25%23 31511 0.800
(0,8:0,4-2,0) | (1,1: 0.6-1,5) (18:07-56)  (3.1:2.3-3.9)
IFNy 50+30 EEEY: 0586 1721115 3315162 KEE
(3.5:2,3-10,8) | (6,5: 3,7-11,8) (12,8, 9.7- (33,7 13.8-53,6)
33 6)
iL47 08504 14508 6411 06+03 10+04 REE
(0,8:0,3-1,1) | (1,2:0.9-2,3) (05:0,3-1,0)  (1.1:0,4-1,4)
IFNy + 08504 14508 641101200 03502 0,063
IL-17 (0,8:0,3-1,1) | (1,2:0.9-2,3) (0,1:01-0,1)  (0,2: 0,1-0,6)
CD4*CCR6* CD8*CCR6*
TNFa 1007 11:06 0800 [ 46£28 47134 1,000
(0,8:0,4-2,0) | (1,1: 0.6-1,5) (3.8:2,3-86)  (4.7:2.37.1)
IFNy TN 151467 0,616 180140 349586 6016
(14:05-2.7) | (15,8, 6.5- (201:131-  (36.4: 25,3-43,0)
24.9) 22.2)
iL47 16402 51+ 0,616 18221 56543 0586
(15:1,31.9) | (5.7 3.2-61) (17:0,0-39)  (4,8:0,0-10,4)
IFNy + 05503 08406 0411 04503 10+07 6413
IL-17 (0,2:0,0-0.6) | (0,8: 0.1-17) (05:0,0-0.6)  (0,9: 0,2-1,7)
CD4*CD161* CD8*CD161*
TNFa 0000 27%12 0133 | 22£30 62+13 0.267
(0,0 0,0-0,0) | (2.7: 1,9-36) (13:0,0-63) (6,2 5.3-7,1)
IFNy 5E%34 540564 0.616 2381161 5465184 REE
(15:0,0-71) | (26,8; 16.7- (19,4 9.5- (46,2; 35.0-77,3)
30,3) 46,7)
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L7 0,8+15 57+15 0,016 | 13+26 29+26 0,286
(0,0; 0,0-3,03)  (5,7; 3,8-8,0) (0,0; 5,26) (1,9: 0-6,3)

IFNy + 0,2+0,3 1,0£0,7 0,111 | 0,3+0,24 0,6+0,8 0,905

IL-17 (0,1;0,0-0,7) = (1,5;0,1-1,5) (0,4;0,0-0,5)  (0,0;0,0-1,6)

Die Werte sind dargestellt in absoluten Zahlen (Prozentzahlen) oder als Mittelwerte +
Standardabweichung (Median; Minimum — Maximum) Die Werte zwischen den Patienten mit
Psoriasis (PSO) und gesunden Kontrollen (HC) wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test
verglichen.
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Abbildung 20: Zytokinproduktion in CD4+/CD8+ und Subpopulationen.

Prozentualer Anteil der Zytokinproduktion in den Subpopulationen der CD4"* bzw.
CD8* T-Zellen mit Median und Interquartilabstand. Uber der Klammer sind die
signifikanten p-Werte (p<0,05) dargestellt. HC = gesunde Kontrolle, PSO =
Psoriasis.
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3.1.6 Charakterisierung der Tregs

3.1.6.1 Charakteristika der Tregs (CD4*CD25*CD127")

Tregs wurden in unserer Studie definiert als CD4*CD25*CD127-. Wie in

Tabelle 24 und Abbildung 21 dargestellt, findet sich in HC eine leichte Erhohung
der FoxP3*-Zellen ohne Signifikanz. Ein signifikanter Unterschied der Anzahl an
Tregs konnte im Vergleich von HC und PSO nicht nachgewiesen werden.
Ebenfalls zeigt sich kein signifikanter Unterschied der FoxP3-Expression
innerhalb der Tregs.

IL-10 wurde in HC in der Subpopulation der CD4*CD25*CD127-FoxP3*-Zellen
hoher exprimiert (nicht signifikant). Bezuglich der Expression von IL-10 in CD4"-
Foxp3*-Zellen konnte kein Unterschied gezeigt werden. Die zugehorigen Dot
Blots sind in Abbildung 51 dargestellt.
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Abbildung 21: Treg-Charakterisierung in CD4*-Zellen

Prozentueller Anteil der Tregs innerhalb der CD4" T-Zellen und der FoxP3-
Expression mit Median und Interquartilabstand. Uber der Klammer sind die
signifikanten p-Werte (p<0,05) dargestellt. HC = gesunde Kontrolle, PSO =
Psoriasis.

3.1.6.2 Charakteristika der CD4*CCR6*-T-Zellen

In Abbildung 22, Tabelle 24 und Abbildung 51 werden die Charakteristika der
CD4*CCRG6*-T-Zellen grafisch, tabellarisch und als Dot Blots dargestellt.
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Innerhalb der leicht erhdhten Anzahl an CCR67-Zellen bei PSO im Vergleich zu
HC zeigte sich in der Expression von FoxP3 und IL-10 kein Unterschied. Die
Subpopulation von CD4*Foxp3*CCR6*-Zellen wies eine leicht erhdhte IL-10
Produktion innerhalb der HC auf, wenn auch nicht signifikant.
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Abbildung 22: Charakterisierung in CD4*CCR6*-T-Zellen

Prozentualer Anteil der Expression von CCR6 und IL-10 in CD4*-Zellen und deren
Subpopulationen mit Median und Interquartilabstand. Uber der Klammer sind die
signifikanten p-Werte (p<0,05) dargestellt. HC = gesunde Kontrolle, PSO =
Psoriasis.

Tabelle 24: Charakteristika Treg und CCR6*-Zellen.

% in CD4* PSO HC p-Wert

CD25*CD127* 36+1,9 6,4 £ 3,1 0,142
(3,7; 1,4-5,5) (6,6; 2,7-10,3)

FoxP3* 6,3+4,4 8,1+1,2 0,286
(5,0; 2,7-12,7) (7,9; 6,8-10,1)

FoxP3* in CD25*CD127- 65,275 60,1+17,8 0,556
(63,0; 59,0-75,6) (50,0; 45,0-83,1)

IL-10* in CD4*FoxP3* 0,1+0,1 0,1+0,1 0,576
(0,1; 0,0-0,1) (0,1; 0,0-0,1)

IL-10% in 0,4 0,1 0,8+0,5 0,111

FoxP3*CD25*CD127- (0,4; 0,3-0,5) (0,6; 0,4-1,4)

FoxP3*CCR6* 29+19 25+0,1 0,800
(2,5;1,1-5,5) (2,5; 2,4-2,5)

IL-10* in FoxP3*CCR6* 1,0£0,4 41+23 0,133
(1,0; 0,5-1,5) (4,1; 2,4-5,7)

IL-10* in CCR6* 0,88 £ 0,1 0,8+0,3 0,812
(0,9; 0,8-1,0) (0,8; 0,6-1,0)

Die Werte sind dargestellt in absoluten Zahlen (Prozentzahlen) oder als Mittelwerte +
Standardabweichung (Median; Minimum — Maximum) Die Werte zwischen den Patienten mit
Psoriasis (PSO) und gesunden Kontrollen (HC) wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test
verglichen.
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3.1.6.3 Charakteristika der Treg/Th17-Zellen

Die Charakteristika der Treg/Th17-Zellen sind in Tabelle 25, Abbildung 23 und
Abbildung 51 dargestellt.
In der Produktion von IL-17 zeigte ich sich in CD4"-Zellen kein relevanter
Unterschied zwischen PSO und HC. In den Subgruppen CCR6*, CCR6"FoxP3*
und CD25'CD127'FoxP3* konnte eine erhdhte Expression von IL-17 bei PSO
gezeigt werden (nicht signifikant). Ebenfalls zeigte sich tendenziell eine erhdhte
Anzahl an CCR6*IL17*-Zellen im Vergleich zu HC.

In der Anzahl von RORyt*CD4*-Zellen und RORyt*FoxP3*CD4*-Zellen zeigte

sich kein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 23: Charakteristika in Treg/Th17-Zellen.

Prozentualer Anteil der IL-17-Expression, sowie RORyt-Expression innerhalb der
CD4* T-Zellen und Subpopulationen mit Median und Interquartilabstand. Uber der
Klammer sind die signifikanten p-Werte (p<0,05) dargestellt. HC = gesunde

Kontrolle, PSO = Psoriasis.
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Tabelle 25: Charakteristika Treg/Th17-Zellen

% in CD4* PSO HC p-Wert

IL-17+ 0,9+0,2 0,8+0,7 0,618
(0,9; 0,8-1,2) (0,8; 0,0-1,8)

IL-17* in CCR6* 0,4+0,2 0,1+0,2 0,133
(0,4; 0,1-0,6) (0,1; 0,1-0,6)

IL-17* in FoxP3*CCR6* 1,4+0,7 0,3+0,4 0,133
(1,3;0.7-2,1) (0,3; 0,0-0,6)

IL-17* in CD25*CD127- 0,4+0,1 0,2+0,2 0,133

FoxP3* (0,4; 0,3-0,5) (0,2;0,0,-0,3)

IL-17*FoxP3* 0,1+0,1 0,0£0,0 0,267
(0,1;0,0-0,1) (0,0; 0,0-0,0)

IL-17*CCR6* 0,4+0,2 0,1+0,1 0,133
(0.4;0,1-0,6) (0,1; 0,0-0,1)

RORyt* 0,8+0,2 0,9+0,1 0,533
(0,8; 0,5-1,0) (0,9; 0,8-1,0)

RORyt*FoxP3* 0,1+0,1 0,1+0,0 0,533
(0,1;0,1-0,2) (0,1;0,1-0,1)

Die Werte sind dargestellt in absoluten Zahlen (Prozentzahlen) oder als Mittelwerte +
Standardabweichung (Median; Minimum — Maximum) Die Werte zwischen den Patienten mit
Psoriasis (PSO) und gesunden Kontrollen (HC) wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test
verglichen.
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3.1.7 Charakterisierung der Tregs nach Stimulation

Innerhalb dieses Kapitels werden die Veranderungen der Tregs durch
verschiedene Stimuli in Zellkultur verglichen. Zunachst werden hierfur die
verschiedenen Stimulationen in gesunden Kontrollen und anschliefend in
Patienten mit Psoriasis einzeln verglichen. Anschlieend erfolgt eine Analyse der

Veranderungen zwischen Patienten und Kontrollen.

3.1.7.1 Kollektiv der PSO und HC bei Treg-Charakterisierung

Tabelle 26: Demografische Daten von PSO und HC der Treg-Charakterisierung.

PSO HC
Anzahl an Proben 4 5
Anzahl an Mannern 3 (75%) 3 (60%)
/ Frauen (in %) 1 (25%) 2 (40%)
Alter am Tag des 51,5142 23,0+ 1,1
Studieneinschlusses (51; 47-57) (23,0; 22-25)
(Jahre)
Alter bei Erstdiagnose 36,8 £+ 5,4
(Jahre) (37; 29-44)

Dauer der Erkrankung 14,8 +6,8
(Jahre) (18,5; 3-2)

Die Werte sind angegeben in absoluten Zahlen (Prozentwerten) oder als Mittelwert +
Standardabweichung (Median, Minimum-Maximum). PSO = Psoriasis, HC = Gesunde
Kontrolle)

Tabelle 27: Klinische Daten von PSO und HC der Treg-Charakterisierung.

Apremilast (in therapeutischer 1 (25%)

Dosierung)

Biologika (in therapeutischer 3 (75%) Adalimumab 1 (25%)
Dosierung)

Ustekinumab 1 (25%)
Secukinumab 1 (25%)

PASI (Psoriasis Area and Severity 29+24
Index) 2.7: (0,5-5,8)
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CRP (C-reaktives Protein) (mg/dl) 0,1+0,1

0,1; (0,0-0,3)
Leukozyten x103/ul 9,015
(Normwert 4.8-10) 8,8; (7,4-
11,1)
Lymphozyten x10°/ul 2,1+0,7
(Normwert 1-4.05) 1,7; (1,5-3,3)
Lymphozyten in % 223+44
20,5; (18-30)
Thrombozyten x10° /ul 274,5 + 43,7
(Normwert 150-450) 289; (203-
317)

Die Werte sind angegeben in absoluten Zahlen (Prozentwerten) oder als Mittelwert +
Standardabweichung (Median, Minimum-Maximum).

3.1.7.2 CCR6 und FoxP3 Expression nach Stimulation bei HC

Innerhalb der HC zeigte sich in der Expression von CCRG6 kein Unterschied durch
verschiedene Stimulationen in CD4%-Zellen. In der Population der
CD4*FoxP3*-Zellen zeigte sich im Vergleich zu anderen Stimulationen eine nicht
signifikante Reduktion von CCR6 nach Stimulation im Th17-Milieu.

Die FoxP3-Expression in CD4*-Zellen und CD4*CD25*CD127--Zellen war ohne
Stimulation am geringsten. Im Vergleich zu den anderen Stimulationen ist die
Expression von FoxP3 vor allem in anti-IL-17 und Th17 erhoht. Ein signifikanter
Unterschied kann nicht gezeigt werden (Vgl. Abbildung 24). Die zugehorigen Dot
Blots sind in Abbildung 51 dargestellt, die Abbildung als verbundene Darstellung
in Abbildung 25.
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Abbildung 24: CCR6" und FoxP3" in Tregs nach Stimulation bei HC.

Prozentualer Anteil von FoxP3-Expression innerhalb der CD4" T-Zellen und der
Subpopulationen unter verschiedenen Stimulationen in HC mit Median und
Interquartilabstand. HC = gesunde Kontrolle, PSO = Psoriasis.
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Abbildung 25: CCR6" und FoxP3" in Tregs nach Stimulation bei HC als
verbundene Darstellung.

Prozentualer Anteil von FoxP3-Expression innerhalb der CD4" T-Zellen und der
Subpopulationen unter verschiedenen Stimulationen in HC. Die unterschiedlichen
HC werden hierbei mit unterschiedlichen Symbolen dargestellt. HC = gesunde
Kontrolle, PSO = Psoriasis.

3.1.7.3 IL-17 Expression nach Stimulation bei HC

Innerhalb der Expression von IL-17 in verschiedenen Subpopulationen konnte
insgesamt kein signifikanter Unterschied zwischen verschiedenen Stimulationen
nachgewiesen werden. Tendenziell zeigte sich innerhalb des Th17-Milieus eine
erhohte Expression innerhalb der CD4"-, CD4*FoxP3*- und
CD4*CCR6*FoxP3*-Zellen. Eher geringere Expressionen von |IL-17 zeigten sich
bei Stimulation mit Secukinumab, antiCD3/CD28 und unstimulierten Zellen (Vgl.
Abbildung 26 und Abbildung 27). Die zugehorigen Dot Blots sind in Abbildung 51
dargestellt.
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Abbildung 26: IL-17" in Tregs nach Stimulation bei HC.

Prozentualer Anteil IL-17 Produktion innerhalb der CD4" T-Zellen und
Subpopulationen unter verschiedenen Stimulationen in HC mit Median und
Interquartilabstand. HC = gesunde Kontrolle, PSO = Psoriasis.
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Abbildung 27: IL-17" in Tregs nach Stimulation bei HC als verbundene
Darstellung.

Prozentualer Anteil IL-17 Produktion innerhalb der CD4" T-Zellen und
Subpopulationen unter verschiedenen Stimulationen in HC. Die unterschiedlichen
HC werden hierbei mit unterschiedlichen Symbolen dargestellt. HC = gesunde
Kontrolle, PSO = Psoriasis.

3.1.7.4 IFNy Expression nach Stimulation bei HC

In der Gruppe der IFNy*-Zellen konnte innerhalb der CD4*-, CD4*CCRG6"-,
CD4'FoxP3*- und CD4'CCR6*FoxP3*-Zellen kein statistisch signifikanter
Unterschied gezeigt werden (Vgl. Abbildung 28 und Abbildung 29). Die
zugehorigen Dot Blots sind in Abbildung 51 dargestellit.
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Abbildung 28: IFNy* in Tregs nach Stimulation bei HC.
Prozentualer Anteil IFNy Produktion innerhalb der CD4* T-Zellen und
Subpopulationen unter verschiedenen Stimulationen in HC mit Median und
Interquartilabstand. HC = gesunde Kontrolle, PSO = Psoriasis.
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Abbildung 29: IFNy* in Tregs nach Stimulation bei HC als verbundene

Darstellung.

Prozentualer Anteil IFNy Produktion innerhalb der CD4* T-Zellen und
Subpopulationen unter verschiedenen Stimulationen in HC. Die unterschiedlichen
HC werden hierbei mit unterschiedlichen Symbolen dargestellt. HC = gesunde

Kontrolle, PSO = Psoriasis.
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3.1.7.5 CCR6 und FoxP3 Expression nach Stimulation bei PSO

In der Expression von CCR6 konnte auch innerhalb der Kohorte von PSO kein

signifikanter Unterschied zwischen verschiedenen Stimulationen gezeigt werden.

Innerhalb der CD4*FoxP3*-Zellen zeigten sich tendenziell niedrigste Mittelwerte

unter Stimulation mit Th17-Milieu und Secukinumab.

In der FoxP3-Expression konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied

dargestellt werden. In der Gruppe der unstimulierten Zellen fanden sich die
niedrigsten Werte fur FoxP3, die hochsten bei IL-17 und Th17 (Vgl. Abbildung 30
und Abbildung 31). Die zugehorigen Dot Blots sind in Abbildung 51 dargestellt.
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Abbildung 30: CCR6" und FoxP3" in Tregs nach Stimulation bei PSO

e PSO

Prozentualer Anteil an CCR6- und FoxP3-Expression innerhalb der CD4* T-Zellen
und der Subpopulationen unter verschiedenen Stimulationen in PSO mit Median
und Interquartilabstand. HC = gesunde Kontrolle, PSO = Psoriasis.
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Abbildung 31: CCR6" und FoxP3" in Tregs nach Stimulation bei PSO als

verbundene Darstellung.
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Prozentualer Anteil an CCR6- und FoxP3-Expression innerhalb der CD4* T-Zellen
und der Subpopulationen unter verschiedenen Stimulationen in PSO. Die
unterschiedlichen PSO werden hierbei mit unterschiedlichen Symbolen dargestellt.
HC = gesunde Kontrolle, PSO = Psoriasis.
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3.1.7.6 IL-17 Expression nach Stimulation bei PSO

Analog zur Kontrollgruppe konnte bei der Gruppe von Patienten mit Psoriasis
kein statistisch signifikanter Unterschied in der Expression von IL-17 bei
verschiedenen Stimulationen gezeigt werden. In CD4*- und CD4*CCRG6*-Zellen
waren die niedrigsten Werte unter unstimulierten Zellen und unter Stimulation mit
antiCD3/CD28 zu finden (Vgl. Abbildung 32 und Abbildung 33). Die zugehorigen
Dot Blots sind in Abbildung 51 dargestellt.
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Abbildung 32: IL-17* in Tregs nach Stimulation bei Patienten mit Psoriasis.

Prozentualer Anteil IL-17 Produktion innerhalb der CD4" T-Zellen und
Subpopulationen unter verschiedenen Stimulationen in PSO mit Median und
Interquartilabstand. Die unterschiedlichen PSO werden hierbei mit
unterschiedlichen Symbolen dargestellt. HC = gesunde Kontrolle, PSO = Psoriasis.
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Abbildung 33: IL-17" in Tregs nach Stimulation bei PSO als verbundene

Darstellung.
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Prozentualer Anteil IL-17 Produktion innerhalb der CD4" T-Zellen und
Subpopulationen unter verschiedenen Stimulationen in PSO. Die unterschiedlichen
PSO werden hierbei mit unterschiedlichen Symbolen dargestellt. HC = gesunde

Kontrolle, PSO = Psoriasis.

3.1.7.7 IFNy Expression nach Stimulation bei PSO
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In der Zellpopulation der IFNy*-Zellen zeigte sich innerhalb der unstimulierten

Zellen die niedrigste Expression innerhalb der Subpopulationen. Ein signifikanter

Unterschied konnte innerhalb CD4*CRR6*FoxP3*-Zellen nachgewiesen werden.

Dort zeigte sich durch Stimulation mit IL-17 eine signifikante Erhohung von IFNy

im Vergleich zu unstimulierten Zellen. Weitere signifikante Unterschiede fanden
sich nicht (Vgl. Abbildung 34 und Abbildung 35). Die zugehorigen Dot Blots sind
in Abbildung 51 dargestellt.
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Abbildung 34: IFNy* in Tregs nach Stimulation bei PSO.

Prozentualer Anteil an IFNy—Produktion innerhalb der CD4* T-Zellen und
Subpopulationen unter verschiedenen Stimulationen in PSO mit Median und
Interquartilabstand. Uber der Klammer sind die signifikanten p-Werte (p<0,05)
dargestellt. HC = gesunde Kontrolle, PSO = Psoriasis.
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Abbildung 35: IFNy* in Tregs nach Stimulation bei PSO als verbundene
Darstellung.

Prozentualer Anteil an IFNy—Produktion innerhalb der CD4* T-Zellen und
Subpopulationen unter verschiedenen Stimulationen in PSO. Die unterschiedlichen
PSO werden hierbei mit unterschiedlichen Symbolen dargestellt. Uber der Klammer
sind die signifikanten p-Werte (p<0,05) dargestellt. HC = gesunde Kontrolle, PSO =
Psoriasis.

3.1.7.8 Vergleich der Treg-Charakterisierung zwischen HC und
PSO

Nach dem Vergleich der Einflisse verschiedener Stimulationen der einzelnen
Studienpopulationen separat erfolgte der Vergleich der Stimulationen zwischen
HC und PSO.

In der Expression von CCRG6 fand sich kein signifikanter Unterschied. Auch wenn
sich in der Tendenz in CD4*-Zellen nach der Zellkultur unter allen Stimuli eine
erhohte Expression von CCR6 bei PSO zeigte. Dies spiegelte sich auch in den
Subgruppen wider, wobei unter Stimulation mit Secukinumab keine erhohte
Anzahl an CCR6*-Zellen in CD4*FoxP3*- sowie CD4*CD25**CD127FoxP3*-
Zellen nachgewiesen werden konnte (Vgl. Abbildung 36, Tabelle 28).

Im Anteil der FoxP3*-Zellen konnte sowohl in CD4*-Zellen, als auch in
CD4*CD25*CD127-Zellen kein signifikanter Unterschied gefunden werden.
Unter Stimulation mit Th17, anti-IL-17 und Secukinumab konnten jedoch im
Mittelwert niedrigere FoxP3-Expressionen bei PSO im Vergleich HC gezeigt
werden. Unter unstimulierten Zellen und Stimulation mittels antiCD3/CD28, sowie
IL-17 zeigte sich im Mittelwert eher eine erniedrigte Anzahl an FoxP3*-Zellen in
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HC (Vgl. Abbildung 36, Tabelle 29). Die zugehdrigen Dot Blots sind in Abbildung

51 dargestellt.
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Abbildung 36: CCR6+ und FoxP3*-Zellen in CD4*-Zellen und Subpopulationen.

Prozentualer Anteil an CCR6" und FoxP3" innerhalb der CD4" T-Zellen und
Subpopulationen unter verschiedenen Stimulationen in PSO und HC mit Median
und Interquartilabstand. Uber der Klammer sind die signifikanten p-Werte (p<0,05)
dargestellt. HC = gesunde Kontrolle, PSO = Psoriasis.
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Im Vergleich der HC und PSO ergab sich fur die PSO in der Expression von IL-17
ein signifikanter Unterschied unter Stimulation mit IL-17 in der Subpopulation der
CD4*CCRG6*-Zellen. Des Weiteren konnte eine signifikante Erhohung von IL-17
in CD4*CCR6*FoxP3*-Zellen nach Stimulation mit Secukinumab in PSO im
Vergleich zur HC nachgewiesen werden. Tendenziell zeigten sich jedoch (ahnlich
zur Expression von CCR6) vermehrt IL-17*-Zellen bei PSO nach der Zellkultur
unter allen Stimulationen. Nur in der Subpopulation der
CD4*CD25"*CD127FoxP3*-Zellen ist dieser Unterschied nicht zu finden, oder
IL-17*-Zellen tendenziell geringer in PSO (Vgl. Abbildung 37 Tabelle 29). Die
zugehorigen Dot Blots sind in Abbildung 51 dargestellit.
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Abbildung 37: IL-17*-Zellen in CD4*-Zellen und Subpopulationen.

Prozentualer Anteil an IL-17 Produktion innerhalb der CD4* T-Zellen und
Subpopulationen unter verschiedenen Stimulationen in PSO und HC mit Median
und Interquartilabstand. Uber der Klammer sind die signifikanten p-Werte (p<0,05)
dargestellt. HC = gesunde Kontrolle, PSO = Psoriasis.

Im Verhaltnis von IFNy*-Zellen und IFNy*IL-17*-Zellen bei HC zu PSO konnte
kein signifikanter Unterschied gezeigt werden. In der Tendenz zeigte sich jedoch
(@hnlich zu den Ergebnissen von CCR6 und IL-17) eine erhohte Expression von
IFNy in CD4*- und CD4'CCR6*-Zellen unter jeglicher Stimulation und bei
unstimulierten Zellen nach der Zellkultur. Nur innerhalb der CD4*FoxP3*-Zellen
konnte unter der Stimulation mit IL-17 und Secukinumab kein Unterschied
zwischen PSO und HC gezeigt werden (Vgl. Abbildung 37, Tabelle 30).

Bei Koexpression von IFNy und IL-17 konnte eine signifikante Erhohung bei PSO
nach Stimulation mit IL-17 in der Subpopulation der CD4*CCRG6*-Zellen gezeigt
werden. Es zeigte sich auch hier in der Gesamtheit eine Erhohung in allen
Stimulationen und Subpopulationen bei PSO nach der Zellkultur (Vgl. Abbildung
37, Tabelle 30). Die zugehdrigen Dot Blots sind in Abbildung 51 dargestellt.

82



w
]
-
G
]

e HC . e HC
<
+3 n u n m PSO 8 ® PSO
o 2+ - +§ 1.0
>
;E [l . z
> —
£ ~
L1 L
ES u I 4
- R
n
0 .l T T T T T
& > Q Q Q °
SRR AR
& & & &
& > 2 & R
3 o g
@0
&

- " e HC 'g:,: 1.0+ (o] o HC
u [ ]
& . = PSO 3
G + = PSO
o 2- ] %
I o a
3 . ;
c
£ b Iy
+ . L] g
5" ; z
w i 4
R " e " 5
0= o7 T T T o °
> A A A o) S
¢ Vv N N N 2
& [ g <&
& & & S
& 2 o
3 o“: X4
«0
,b(‘
o . e HC
o
X 4 m PSO
e
+
a8 °
o °
£ 2 ® I
+
% $3:
= °
X )
0- T T o7 T T
. Q&R °
§ &V VS
N & S
3 > o
(\(’ > > o\)
> o’b o
o
,b(‘

Abbildung 38: IFN«/*- und IL-17*IFN-*- Zellen in CD4*-Zellen und
Subpopulationen.

Prozentualer Anteil an IFNy—Produktion und IL-17 innerhalb der CD4"* T-Zellen und
Subpopulationen unter verschiedenen Stimulationen in PSO und HC mit Median
und Interquartilabstand. Uber der Klammer sind die signifikanten p-Werte (p<0,05)
dargestellt. HC = gesunde Kontrolle, PSO = Psoriasis.
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Tabelle 28: Prozentuale Verteilung CCR6" Zellen in CD4* Zellen und Subpopulationen

CCRG6" % in CD4*

CCRG6" % in CD4*CD25*CD127-

CCR6* % in CD4*FoxP3*

p- p- p-

PSO HC Wert PSO HC Wert PSO HC Wert

unstimuliert 42,2 +12,6 36,7 £ 11,3 0,032 | 51,4+9,2 41,6 +14,9 0,286 | 61,6 +11,2 46,1 +11,9 0,063
(45,3; 24,9-53,3) : (39,4; 22,7-51,6) (48,4; 44,5-64,1) (40,5; 22,5-62,4) (59,6; 50,7-76,7) (48,0; 26,2-55,4)

anti-CD3, 43,7+9,8 41,8 +10,0 0,111 : 50,7 +9,3 38,3+10,5 0,111 : 68,2+10,9 41,8 +10,0 0,111
anti-CD28 (46,5 29,9-51,9) = (48,0; 27,5-49,7) (52,1: 38,7-59,7)  (36,9; 24,8-50,8) (61,0; 42,9-68,0) | (48,0; 27,5-49,7)

IL-17 43,0+ 13,6 432+ 11,7 0,190 | 48,9+13,5 40,1+ 10,6 0,413 | 56,1+19,0 432+ 11,7 0,190
(47,9; 23,2-53,0) . (49,4; 26,9-54,9) (51,3; 30,3-62,8) (41,0; 26-55,3) (64,0; 28,2-68,3) (49,4; 26,9-54,9)

anti-IL-17 40,7 £10,0 43,6 £6,0 0,286 | 46,8+5,5 39,5+10,3 0,286 : 50,7 +19,8 43,6 +6,0 0,286
(44,9; 25,8-47,1) | (44,0; 36,5-52,5) (47,9: 39,2-52,4) | (37,0; 27,3-54,0) (60,0; 21,0-62,2) = (44,0; 36,5-52,5)

Th17 41,0+£7,0 38,0+9,8 0,286 : 45,0+5,2 34,8 £ 8,1 0,063 : 46,1+12,8 38,0+9,8 0,286
(42,6; 31,5-47,4) ' (38,7; 26,0-51,7) (45,0; 39,9-49,9) (37,1; 24,2-44,0) (49,4; 29,1-56,4) (38,7; 26,0-51,7)

Secukinumab : 40,4+94 50,0 £ 12,3 0,905 | 458+7,7 40,5+12,8 0,730 | 49,9+16,8 49,8 +12,3 0,905

(42,0; 27,6-50,1)

(54,5; 30,8-61,9)

(46,5; 36,0-54,3)

(39,3; 23,8-55,1)

(52,4; 27,2-67,6)

(54,5; 30,8-61,9)

Die Werte sind dargestellt in absoluten Zahlen (Prozentzahlen) oder als Mittelwerte + Standardabweichung (Median; Minimum — Maximum) Die
Werte zwischen den Patienten mit Psoriasis (PSO) und gesunden Kontrollen (HC) wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test verglichen.
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Tabelle 29: Prozentuale Verteilung von IL17* Zellen und FoxP3*-Zellen in CD4* Zellen und Subpopulationen

IL-17* (%) in CD4*

IL-17* (%) in CD4*FoxP3*

IL-17* (%) in CD4*CD25*CD127-

PSO HC p-Wert PSO HC p-Wert PSO HC p-Wert
unstimuliert 1,2+0,8 09+0,5 0,786 2,0+1,8 1,111 0,571 0,8+0,6 06+04 0,786
(0,9;0,7-2,1) | (1,0;0,2-1,0) (2,5;0,0-3,5) | (1,0;,0,0-2,9) (0,6; 0,3-1,5) (0,5; 0,3-1,2)
anti-CD3, 1,1+£0,3 0,8+0,7 0,571 1,4+0,6 1,0+0,7 0,393 09+0,3 0,8+0,7 0,393
anti-CD28 (1,1;08-1,4)  (0,5;0,3-1,7) (1,6; 0,8-1,9) (0,8;0,5-2,2) (1,0; 0,6-1,2) (0,5;0,2-1,9)
IL-17 1,6 0,3 1,0+£0,3 0,071 1,6+£0,3 2,1+15 1,000 1,320,5 09+0,3 0,393
(1,5;1,3-1,9) | (1,0;0,6-1,4) (1,5;1,4-20)  (1,7;1,0-4,6) (1,3; 0,8-1,8) (0,8; 0,7-1,4)
anti-IL-17 1,8+04 1,1+£0,6 0,143 29+11 14+1,1 0,143 1,310,2 1,0+£0,6 0,571
(1,9;1,3-21) | (1,0;0,4-1,7) (2,7;1,9-41) | (1,6;0,0-2,5) (1,3; 1,1-1,4) (0,8; 0,3-1,8)
Th17 1,320,6 1,2+0,6 0,786 1,610 1,6 0,9 1,000 1,2+0,7 1,1+£0,6 1,000
(1,6;,0,6-1,8)  (1,4,0,6-1,8) (1,9;0,5-2,6)  (2,0;0,3-2,4) (1,5; 0,4-1,7) (1,0; 0,4-1,9)
Secukinumab 0,3+1,7 1,1+£0,5 0,393 1,2+0,3 1,2+0,3 1,000 1,320,5 1,1+£0,5 0,393
(1,4; 1,2-4,2) (0,8; 0,7-1,8) (1,2; 0,9-1,5) (1,2; 0,8-1,5) (1,1; 1,0-1,9) (0,8; 0,6-1,8)
IL-17* (%) in CD4"CCR6*FoxP3* IL-17* (%) in CD4*CCR6* FoxP3* in CD4*CD25*CD127-
PSO HC p-Wert | PSO HC p-Wert
unstimuliert 2,0+22 0,6+0,9 0,393 0,8+0,6 0,5+0,2 0,571 19485 16,7 £ 13,6 0,413
(1,5;0,0-4,4) | (0,0;0,0-2,1) (0,9;0,2-1,4) | (0,5, 0,3-0,8) (19,9; 10,8-27,2) | (10,0; 7,2-39,7)
anti-CD3, 1,2+0,3 1,012 0,393 09+0,3 0,7+0,6 0,393 29,8 £10,2 20,7 £10,0 0,190
anti-CD28 (1,3;0,9-1,5) | (0,5;0,0-3,1) (1,0,06-1,1) | (0,5;0,1-1,6) (30,0; 17,2-41,9) | (16,1; 9,7-34,5)
IL-17 1,8+0,7 0,8+0,7 0,143 1,7+0,1 09+04 0,036 42,5+19,8 24,1 +£13,8 0,190
(2,0; 1,0-2,4) (1,0; 0,0-1,6) (1,7;1,7-1,8) (0,8; 0,5-1,5) (39,4; 24,5-66,7) | (21,3; 5,6-40,9)
anti-IL-17 25+1,0 1,56+1,3 0,393 2,0+0,7 09+0,6 0,071 18,8+ 7,1 29,5+18,9 0,556
(2,1;1,8-3,7) | (1,3;0,0-3,2) (2,3;1,2-24) | (0,8;0,2-1,8) (18,6; 10,6-27,2) | (37,2; 6,1-51,9)
Th17 1,4+0,6 2,0+1,2 0,250 1,2+1,0 1,0+£0,8 0,571 32,6 £10,7 32,0£13,5 0,905
(1,3;0,9-2,1) | (2,5;0,0-2,9) (1,4;02-21) | (0,9;0,0-2,1) (31,1; 22,0-45,9) | (32,6; 12,2-46,0)
Secukinumab 1,6 £0,2 0,8+0,3 0,036 2,1+0,6 0,8+0,3 0,036 28,3+12,8 27,6 £10,3 0,730
(1,6; 1,4-1,7) (0,6; 0,5-1,1) (2,2; 1,4-2,6) (0,8; 0,4-1,1) (27,6; 17,3-40,9) | (24,1; 18,4-41,7)

Die Werte sind dargestellt in absoluten Zahlen (Prozentzahlen) oder als Mittelwerte + Standardabweichung (Median; Minimum — Maximum) Die
Werte zwischen den Patienten mit Psoriasis (PSO) und gesunden Kontrollen (HC) wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test verglichen.
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Tabelle 30: Prozentuale Verteilung von IFNy* und IL-17* in CD4*-Zellen und Subpopulationen

IFNy* (%) in CD4*

IFNy* (%) in CD4*CCR6*

IFNy* (%) in CD4*FoxP3*

PSO HC p-Wert PSO HC p-Wert PSO HC p-Wert

unstimuliert 1,2+0,8 0,704 0,413 09+0,6 0,6+0,5 0,413 09+1,5 1,3+£1,0 0,413
(0,9;0,6-2,3)  (1,0;0,1-1,0) (0,9; 0,4-1,5) (0,6; 0,1-1,3) (0,3;0,0-3,1)  (1,0; 0,2-2,9)

anti-CD3, 1,320,5 06+04 0,063 1,320,7 0,7+0,8 0,286 1,8+14 0,6+0,7 0,286

anti-CD28 (1,3;0,7-1,9)  (0,4;0,2-1,0) (1,4;0,4-2,1) (0,4;0,0-1,8) (1,6; 0,5-3,6) (0,6;0,0-1,4)

IL-17 1,6 10,6 0,7+0,5 0,111 1,7+0,7 1,0+£0,8 0,190 24+1,6 1,419 0,286
(1,5;1,0-2,4) (0,5, 0,3-1,3) (1,5; 1,1-2,6) (0,5; 0,3-2,3) (2,0;1,0-4,7) . (0,4;0,0-4,6)

anti-IL-17 1,1+04 0,704 0,190 1,2+0,7 1,1+£0,9 1,000 2,2+0,8 12215 0,221
(1,1; 0,7-1,5) (0,5; 0,4-1,2) (1,2; 0,6-1,8) (0,7; 0,3-2,1) (2,2; 1,4-3,2) (0,7; 0,0-3,6)

Th17 1,408 0,7+0,3 0,286 1,610 0,7+0,3 0,190 1,2+0,9 0,6+0,3 0,286
(16;03-21)  (0,6;0,5-1,1) (1,5;0,4-2,9) (0,7;0,3-1,0) (1,4;0,0-22)  (0,4;0,4-1,0)

Secukinumab 1,407 0,7+0,5 0,190 1,2+0,8 0,6+0,6 0,413 1,56+1,3 1,2+15 0,730
(1,5;0,5-2,3) : (0,5;0,3-1,5) (1,5; 0,0-1,8) (0,5; 0,0-1,6) (1,5;0,0-2,9)  (0,6;0,0-3,7)
IFNy*IL-17* (%) in CD4* IFNy*IL-17* (%) in CD4*CCR6* IFNy*IL-17* (%) in CD4*FoxP3*
PSO HC p-Wert PSO HC p-Wert PSO HC p-Wert

unstimuliert 04+04 0,1+0,1 0,413 0,3+0,2 0,1+0,2 0,286 0,3+0,7 0,7+1,3 0,730
(0,4, 0,0-0,8) (0,1; 0,0-0,2) (0,3; 0,0-0,5) (0,0; 0,0-0,3) (0,0; 0,0-1,3) (0,0; 0,0-2,9)

anti-CD3, 0,3+0,2 0,0£0.1 0,111 0,3+0,2 0,0£0,0 0,063 0,7+0,9 0,1+0,3 0,413

anti-CD28 (0,3;0,0-0,5) = (0,0;0,0-0,1) (0,2;0,0-0,5) (0,0;0,0-0,0) (0,6; 0,0-1,8) (0,0; 0,0-0,6)

IL-17 0,4+0,3 0,1+0,0 0,063 0,5+0,3 0,0£0,0 0,016 05+04 0,304 0,556
(0,4; 0,1-0,6) (0,1; 0,0-0,1) (0,4; 0,2-0,9) (0,0; 0,0-0,1) (0,5; 0,0-0,9) (0,1; 0,0-0,9)

anti-IL-17 0,3+0,2 0,1+0,1 0,063 0,2+0,2 0,1+0,1 0,190 09+0,7 0,5+£11 0,413
(0,3;0,1-0,4) : (0,0;0,0-0,2) (0,3; 0,0-0,4) (0,0; 0,0-0,2) (1,0;0,0-1,6)  (0,0;0,0-2,4)

Th17 0,3+0,3 0,1+0,1 0,190 0,3+0,3 0,1+0,1 0,286 04+04 0,1+0,2 0,190
(0,4; 0,0-0,6) (0,1; 0,1-0,2) (0,3; 0,0-0,6) (0,0; 0,1-0,3) (0,5; 0,0-0,8) (0,0; 0,0-0,5)

Secukinumab 04+05 0,1+0,1 0,556 0,3+0,3 0,0£0.1 0,190 0,8+1,0 0,3+0,3 0,556
(0,3;0,0-1,1) : (0,1;0,0-1,1) (0,3; 0,0-0,6) (0,0; 0,0-0,2) (0,5;0,0-2,2) | (0,2;0,0-0,7)

Die Werte sind dargestellt in absoluten Zahlen (Prozentzahlen) oder als Mittelwerte + Standardabweichung (Median; Minimum — Maximum) Die
Werte zwischen den Patienten mit Psoriasis (PSO) und gesunden Kontrollen (HC) wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test verglichen.
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3.2 Suppressionsfahigkeit der Tregs bei PSO und HC

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Suppressionsversuche dargestellt.
Hierfur werden zunachst die Proliferation und die Inhibition bei HC und im
Weiteren bei PSO dargestellt. Anschlielend erfolgt der Vergleich der beiden
Gruppen.

Da in den unterschiedlichen Stimuli zusatzlich anti-CD3 und anti-CD28
hinzugefugt wurde, erfolgt der Vergleich mittels Mann-Whitney-U-Test immer im
Vergleich zur positiven Kontrolle (anti-CD3/CD28).

3.2.1 Kollektiv der PSO und HC des Suppressionsversuchs

In Tabelle 31 und Tabelle 32 finden sich die demografischen und klinischen
Daten der Studienpopulation des Suppressionsversuchs.

Tabelle 31: Demografische Daten von PSO und HC des Suppressionsversuchs.

PSO HC
Anzahl an Proben 4 5
Anzahl an Mannern 2 (50%) 5 (100%)
| Frauen (in %) 2 (50%) 0 (0%)
Alter am Tag des 48,3 + 2,1 23,2+0,8
Studieneinschlusses (49; 45-50) (22,5; 22-25)
(Jahre) Y
Alter bei Erstdiagnose 20,8 £7,3
(Jahre) (20,5; 13-29)

Dauer der Erkrankung 27,5+6,8
(Jahre) (27,5; 19-36)

Die Werte sind angegeben in absoluten Zahlen (Prozentwerten) oder als Mittelwert +
Standardabweichung (Median, Minimum-Maximum). PSO = Psoriasis, HC = Gesunde
Kontrolle)
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Tabelle 32: Klinische Daten der PSO des Suppressionsversuchs.

Fumarsaure 1 (25%)
Methotrexat (10-20 1 (25%)
mg/m?/Woche)
Biologika (in therapeutischer 2 (50%) Ustekinumab 1 (25%)
Dosierung)
Secukinumab 1 (25%)

PASI (Psoriasis Area and 2,3+21
Severity Index) 14: (0,5-5,8)
CRP (C-reaktives Protein) 0,3+0,1
(mg/di) 0,3; (0,3-0,4)
Leukozyten x103/ul 59+1,2
(Normwert 4.8-10) 5,3; (4,9-7.9)
Lymphozyten x10°/ul 1,3+0,5
(Normwert 1-4.05) 1,3; (0,7-2,1)
Lymphozyten in % 23,0+£9,0

20,0; (14-37)
Thrombozyten x10° /ul 227,8 +40,6
(Normwert 150-450) 225; (178-284)

Die Werte sind angegeben in absoluten Zahlen (Prozentwerten) oder als Mittelwert +
Standardabweichung (Median, Minimum-Maximum).

3.2.2 Reinheit der Tregs nach MACS

Abbildung 39 zeigt exemplarisch die durchflusszytometrische Messung der
Reinheit nach der Treg-Isolierung bei PSO und HC im Rahmen der
Suppressionsversuche. In Tabelle 33 wird diese Reinheit numerisch dargestellt.
Zwischen der Reinheit von PSO und HC zeigt sich kein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 39: Reinheitsmessung nach Treg-lsolierung bei PSO und HC.

Exemplarische Darstellung der durchflusszytometrischen Messung der Reinheit
nach Treg-Isolierung bei PSO und HC mit der Treg-Definition
CD47CD25'CD127" und der prozentualen Angabe der Tregs im Vergleich zur
Gesamtzellzahl. HC = gesunde Kontrolle, PSO = Psoriasis.

Tabelle 33: Reinheit der Tregs nach Isolierung.

PSO HC p-Wert
Reinheit der Tregs 82,5+7,2 76,9 £ 13,5 0,610
(in %) (87; 71,8-89,6) (79,7, 45,9-91,2)

In der Tabelle wird die Reinheit der Tregs fur die Suppressionsversuche nach der
Zellseparation aufgeteilt in PSO und HC aufgelistet. Die Werte sind angegeben in
absoluten Zahlen (Prozentwerten) oder als Mittelwert + Standardabweichung
(Median, Minimum-Maximum). PSO = Psoriasis, HC = Gesunde Kontrolle)
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3.2.3 Ergebnisse Suppressionsversuch in HC

In den folgenden Unterkapiteln folgt zunachst die Darstellung des

Suppressionsversuchs der gesunden Kontrollen.

3.2.3.1 Proliferation der PBMCs in HC

In der Proliferation der PBMCs bei HC konnte in der Zellkultur ohne Tregs (1:0)
und mit Tregs (1:1) auBer im Vergleich zur Negativkontrolle kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Die Negativkontrolle zeigte eine signifikante
Reduktion der Proliferation der PBMCs ohne Tregs in der Zellkultur (s. Abbildung
40). In der Proliferation der PBMCs zeigte sich im Ansatz mit Tregs im
Th17-Milieu eine erhdhte Proliferation im Vergleich zu den anderen Stimulationen

(nicht signifikant).
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Abbildung 40: Proliferation der PBMCs ohne Tregs (1:0) und mit Tregs (1:1) in
HC

Prozentuelle Angabe der Proliferation von PBMCs mit und ohne Tregs in der
Kokultur mit verschiedenen Stimulationen bei HC mit Median und
Interquartilabstand. Uber der Klammer sind die signifikanten p-Werte (p<0,05)
dargestellt. HC = gesunde Kontrolle.

3.2.3.2 Inhibition der Tregs in HC

Der Vergleich der Ansatze mit Tregs und ohne Tregs, um eine Inhibition der
PBMCs festzustellen erfolgte nach der Rechenformel in Kapitel 2.2.8.4 .
Hierbei konnte in der Negativkontrolle eine signifikant verminderte Inhibition im

Vergleich zur Positivkontrolle gezeigt werden.
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In der Stimulation mit IL-17, anti-IL-17 und Secukinumab konnte im Vergleich zur
positiven Kontrolle kein Unterschied gesehen werden. Durch die Stimulation im
Th17-Milieu wird tendenziell eine geringere Inhibition der PBMCs erreicht, wenn
auch nicht statistisch signifikant (Vgl. Abbildung 41, Tabelle 34).
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Abbildung 41: Inhibition der Tregs in der HC.

Prozentualen Angabe der Inhibition von PBMCs in der Kokultur mit verschiedenen
Stimulationen bei HC mit Median und Interquartilabstand. In der rechten Abbildung
werden die unterschiedlichen HC mit verschiedenen Symbolen dargestellt.
HC = gesunde Kontrolle, PSO = Psoriasis.

Tabelle 34: Proliferation und Inhibition der Tregs in unterschiedlichen Stimuli in
Vergleich zur positiven Kontrolle.

Stimulus HC p-Wert

unstimuliert Proliferation PBMCs 13,3+ 26,4 0,008
Verhaltnis 1:0 (1,7; 0,5-60,5)
Proliferation PBMCs 16,6 £ 24,2 0,095
Verhaltnis 1:1 (5,9; 2,7-59,6)
Inhibition der PBMC- -302,9 + 322,5 0,008
Proliferation (-247,1; -840-1,5)

anti-CD3, anti-CD28 Proliferation PBMCs 83,0+9,8 -
Verhaltnis 1:0 (85,9; 68,6-94,1)
Proliferation PBMCs 452 +17,0 -
Verhaltnis 1:1 (37,8; 32,5-74,5)
Inhibition der PBMC- 458 + 17,5 -
Proliferation (56; 20,8-59,8)

IL-17 Proliferation PBMCs 85,3+9,8 0,548
Verhaltnis 1:0 (88,0; 69,9-95,0)
Proliferation PBMCs 46,1 £17,5 1,000
Verhaltnis 1:1 (42,4, 27,0-72,7)

91



Inhibition der PBMC- 45,4 + 20,1 1,000
Proliferation (49,0; 24,2-68,9)

anti-IL-17 Proliferation PBMCs 76,2+ 15,9 0,548
Verhaltnis 1:0 (79,1; 54,0-93,1)
Proliferation PBMCs 42,7 £ 36,0 0,841
Verhaltnis 1:1 (20,8; 21,2-76,1)
Inhibition der PBMC- 451 +19,7 1.000
Proliferation (58,0; 18,3-60,7)

Th17 Proliferation PBMCs 75,7+ 15,5 0,548
Verhaltnis 1:0 (78,2; 57,5-90,8)
Proliferation PBMCs 55,8 + 15,0 0,151
Verhaltnis 1:1 (54,0; 38,1-79,2)
Inhibition der PBMC- 26,4 +10,8 0,095
Proliferation (26,0; 12,8-39,9)

Secukinumab Proliferation PBMCs 83,2+12,2 1,000
Verhaltnis 1:0 (85,1; 68,9-97,3)
Proliferation PBMCs 49,0 £ 19,0 0,690
Verhaltnis 1:1 (47,0; 29,9-79,7)
Inhibition der PBMC- 42,3+ 15,1 0,690

Proliferation

(45,4; 18,1-58,9)

Die Werte sind dargestellt in absoluten Zahlen (Prozentzahlen) oder als Mittelwerte +

Standardabweichung (Median; Minimum — Maximum) Die Werte zwischen den Patienten mit

Psoriasis (PSO) und gesunden Kontrollen (HC) wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test

verglichen.
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3.2.4 Ergebnisse Suppressionsversuch in PSO

In den folgenden Unterkapiteln werden die Ergebnisse des
Suppressionsversuchs bei PSO dargestellt.

3.2.4.1 Proliferation der PBMCs in PSO

Die Proliferation der PBMCs in PSO zeigte, ahnlich zu HC, keinen signifikanten
Unterschied zwischen den verschiedenen Stimulationen in den Zellkulturen mit
Tregs und ohne Tregs. Lediglich in der negativen Kontrolle konnte ein
signifikanter Unterschied zur positiven Kontrolle dargestellt werden.

Tendenziell konnte eine leicht geringere Proliferation der PBMCs im Th17-Milieu
in der Zellkultur ohne Tregs gezeigt werden. In der Zellkultur mit Tregs zeigte sich
die Proliferation der PBMCs im Th17-Milieu hingegen ahnlich wie in der

Kontrollgruppe erhoht (nicht signifikant, vgl. Abbildung 42 und Tabelle 35)
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Abbildung 42: Proliferation der PBMCs ohne Tregs (1:0) und mit Tregs (1:1) in
PSO.

Prozentuale Angabe der Proliferation von PBMCs mit und ohne Tregs in der
Kokultur mit verschiedenen Stimulationen bei PSO mit Median und
Interquartilabstand. Uber der Klammer sind die signifikanten p-Werte (p<0,05)
dargestellt. HC = gesunde Kontrolle, PSO = Psoriasis.

3.2.4.2 Inhibition der Tregs in PSO

Analog zu Kapitel 3.2.3.2 erfolgte die Errechnung der Inhibition. Hierbei konnte
in der Negativkontrolle ebenfalls wie bei gesunden Kontrollen eine fehlende
Inhibition der PBMCs gezeigt werden.
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Fir das Th17-Milieu konnte ahnlich zu HC eine verminderte Inhibition der PBMCs
in PSO dargestellt werden, auch wenn diese nicht signifikant war. Die Ubrigen
Stimulationen zeigten im Vergleich zur positiven Kontrolle keine Tendenz zu
einer erhohten oder verminderten Inhibition (Vgl. Abbildung 43, Tabelle 35).
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Abbildung 43: Inhibition der Tregs in PSO.

Prozentuale Angabe der Inhibition von PBMCs in der Kokultur mit verschiedenen
Stimulationen bei PSO mit Median und Interquartilabstand. In der rechten
Abbildung werden die unterschiedlichen PSO mit verschiedenen Symbolen
dargestellt. HC = gesunde Kontrolle, PSO = Psoriasis.

Tabelle 35: Proliferation und Inhibition der PBMCs in PSO im Vergleich zur
positiven Kontrolle.

Stimulus PSO p-Wert

unstimuliert Proliferation PBMCs 3754 0,029
Verhaltnis 1:0 (1,4; 0,3-11,7)
Proliferation PBMCs 8,131 0,029
Verhaltnis 1:1 (7,4; 5,2-12,5)
Inhibition der PBMC- -529,6 + 765,1 0,029
Proliferation (-239,2; -1633,3- -6,8)

anti-CD3, anti-CD28 Proliferation PBMCs 88,3+111 -
Verhéltnis 1:0 (93,7; 71,7-94,3)
Proliferation PBMCs 42,4 £13,7 -
Verhaltnis 1:1 (38,3; 31,9-61,3)
Inhibition der PBMC- 52,2+12,6 -
Proliferation (54,3; 35,0-65,2)

IL-17 Proliferation PBMCs 88,7+ 11,1 0,686
Verhéltnis 1:0 (93,8; 72,1-95,0)
Proliferation PBMCs 449 +13,2 0,686
Verhaltnis 1:1 (39,3; 36,6-64,3)
Inhibition der PBMC- 49,3+134 0,886
Proliferation (52,5; 30,6-61,5)
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anti-IL-17 Proliferation PBMCs 85,3+ 11,6 0,686
Verhaltnis 1:0 (87,1; 69,8-97,1)
Proliferation PBMCs 43,0+£11,3 1,000
Verhaltnis 1:1 (40,3; 32,8-58,7)
Inhibition der PBMC- 49,3+12,0 1,000
Proliferation (48,9; 38,4-61,0)

Th17 Proliferation PBMCs 75,5 +19,2 0,200
Verhéltnis 1:0 (81,6; 47,5-91,2)
Proliferation PBMCs 53,2+ 20,6 0,486
Verhaltnis 1:1 (52,6; 32,4-75,2)
Inhibition der PBMC- 28,7 +20,7 0,200
Proliferation (18,9; 17,5-59,7)

Secukinumab Proliferation PBMCs 92,2 + 8,6 0,200
Verhaltnis 1:0 (95,9; 79,4-97 4)
Proliferation PBMCs 494 +17,8 0,486
Verhaltnis 1:1 (46,7; 32,8-71,4)
Inhibition der PBMC- 47,0+ 16,2 0,886
Proliferation (49,9; 26,7-61,4)

Die Werte sind dargestellt in absoluten Zahlen (Prozentzahlen) oder als Mittelwerte +

Standardabweichung (Median; Minimum — Maximum) Die Werte zwischen den Patienten mit
Psoriasis (PSO) und gesunden Kontrollen (HC) wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test
verglichen.

3.2.5 Ergebnisse des Suppressionsversuchs im Vergleich
zwischen PSO und HC

Nach dem Vergleich der Proliferation und Inhibition der PBMCs innerhalb der
PSO und HC erfolgt in den folgenden Unterkapiteln der Vergleich der Patienten

und Gesunden Kontrollen untereinander.

3.2.5.1 Proliferation der PBMCs vergleichend PSO und HC

Im Vergleich der Proliferation der PBMCs konnte zwischen beiden Gruppen kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden. Tendenziell zeigte sich eine gering
erhohte Proliferation der PBMCs in PSO insbesondere unter anti-IL-17 und
Secukinumab ohne Tregs. Im Th17-Milieu ohne Tregs zeigte sich eher eine
geringere Proliferation der PBMCs bei PSO.
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Auch im Ansatz mit Tregs kann dieser Trend zur leicht erhohten Proliferation der
PBMCs bei PSO in allen Ansatzen bis auf das Th17-Milieu nachvollzogen werden
(Vgl. Abbildung 44).
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Abbildung 44: Proliferation der PBMCs ohne Tregs (1:0) und mit Tregs (1:1) in
PSO und HC

Prozentuale Angabe der Proliferation von PBMCs mit und ohne Tregs in der
Kokultur mit verschiedenen Stimulationen bei PSO und HC mit Median und
Interquartilabstand. HC = gesunde Kontrolle, PSO = Psoriasis.

3.2.5.2 Inhibition der PBMCs vergleichend bei Patienten und
Kontrollen

Im Vergleich der Inhibition der PBMCs innerhalb der zwei Kohorten konnte kein

signifikanter Unterschied dargestellt werden (Vgl. Abbildung 45).
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Abbildung 45: Inhibition der Tregs in der Patienten- und Kontrollkohorte

Prozentuale Angabe der Inhibition von PBMCs in der Kokultur mit verschiedenen
Stimulationen bei PSO und HC mit Median und Interquartilabstand. HC = gesunde
Kontrolle, PSO = Psoriasis.
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Tabelle 36: Reprasentatives Beispiel des Suppressionsversuchs bei HC und
PSO.

HC PSO
Verhaltnis 0:1 Verhaltnis 1:1 Verhaltnis 0:1 Verhaltnis 1:1
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Darstellung einer FACS-Analyse der Proliferationsmessung von PBMCs. Ein
zunehmender Verlust an Fluoreszenzaktivitat spiegelt dabei die Proliferation der
PBMCs wider. Die Angabe der Proliferation erfolgt prozentual zur Gesamtzahl an
PBMCs in der Kultur. Die Durchfuihrung der Proliferationsversuche erfolgte unter
Zugabe verschiedener Stimulationen, die links in der Zeile stehen. Auf der x-Achse
wurde die Fluoreszenzaktivitat gemessen, auf der y-Achse die Zellzahl (HC =
Gesunde Kontrolle, PSO = Patient mit Psoriasis).
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3.3 Suppressionsversuch unter proinflammatorischem
Milieu und Secukinumab

In folgenden Unterkapiteln wurde der Suppressionsversuch anhand von HC (Vgl.
Tabelle 37) die Proliferation und Inhibition von PBMCs bei proinflammatorischem
Milieu mit Secukinumab wiederholt.

3.3.1 Demografische Daten der Kohorte

Tabelle 37: Demografische Daten des Suppressionsversuchs unter
proinflammatorischem Milieu mit Secukinumab

HC
Anzahl an Proben 4
Anzahl an Mannern 4 (100%)
/ Frauen (in %) 0 (0%)
Alter am Tag des 235+1,1

Studieneinschlusses (23,5; 22-25)

Geschlecht Alter bei Studieneinschluss (Jahre)

HC5 mannlich 22
HC6 mannlich 25
HC7 mannlich 24
HC8 mannlich 23

Die Werte sind angegeben in absoluten Zahlen (Prozentwerten) oder als Mittelwert
+ Standardabweichung (Median, Minimum-Maximum). HC = Gesunde Kontrolle.

3.3.2 Proliferation der PBMCs

Bei der Proliferation der PBMCs ohne Tregs konnte zwischen den verschiedenen
Stimulationen ahnlich zum vorherigen Versuch kein Unterschied gezeigt werden.
In der Zellkultur unter Zugabe von Tregs zeigte sich sowohl bei Stimulation mit

Th17 als auch bei Stimulation mit Th17 und Secukinumab eine erhohte
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Proliferation der PBMCs im Vergleich zur positiven Kontrolle (statistisch nicht
signifikant). Grafisch wird die Proliferation in Abbildung 46 dargestellt.
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Abbildung 46: Proliferation der PBMCs ohne Tregs (1:0) und mit Tregs (1:1) in
Th17-Milieu und Th17 mit Secukinumab.

Prozentuelle Angabe der Proliferation der PBMCs mit und ohne Tregs unter
verschiedenen Stimulationen mit Median und Interquartilabstand. HC = gesunde
Kontrolle.

3.3.3 Suppression der Tregs mit und ohne Secukinumab

Nach Errechnung der Inhibition, wie auch im vorigen Suppressionsversuch
beschrieben, ergab sich eine signifikante (p = 0,029) Verringerung der Inhibition
von PBMCs im Ansatz mit Th17 im Vergleich zur positiven Kontrolle. Dies konnte
bereits im vorherigen Versuch gezeigt werden, wenn auch dort nicht statistisch
signifikant.

Unter Zugabe von Secukinumab zum Th17-Milieu konnte in dieser Zellkultur
ebenfalls eine Verminderung der Inhibition von Tregs gezeigt werden (nicht
statistisch signifikant, Vgl. Abbildung 47, Tabelle 38).
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Abbildung 47: Inhibition der PBMCs unter Th17 und Th17 mit Secukinumab.

Prozentuelle Angabe der Inhibition der PBMCs unter verschiedenen Stimulationen
mit Median und Interquartilabstand. In der rechten Grafik werden zudem die
einzelnen HC mit verschiedenen Symbolen dargestellt. Uber der Klammer sind die

signifikanten p-Werte (p<0,05) dargestellt. HC = gesunde Kontrolle.

Tabelle 38: Proliferation und Inhibition der PBMCs von HC in Th17-Milieu und
Th17 mit Secukinumab.

Stimulus p-Wert

anti-CD3, anti-CD28 Proliferation PBMCs 929+6,4 -
Verhéltnis 1:0 (94,9; 83,6-98,2)
Proliferation PBMCs 443 +13,8 -
Verhaltnis 1:1 (47,9; 25,1-56,3)
Inhibition der PBMC- 529+12,7 -
Proliferation (50,5; 40,4-70,0)

Th17 Proliferation PBMCs 80,9+17,8 0,343
Verhéltnis 1:0 (85,5; 55,6-97,1)
Proliferation PBMCs 54,9+ 15,3 0,343
Verhaltnis 1:1 (56,3; 35,4-71,7)
Inhibition der PBMC- 328+5,2 0,029
Proliferation (33,7; 26,2-37,5)

Th17, Secukinumab Proliferation PBMCs 86,0 + 11,2 0,486
Verhaltnis 1:0 (88,3; 70,8-96,6)
Proliferation PBMCs 61,6 £ 18,3 0,200
Verhaltnis 1:1 (63,7; 38,3-80,9)
Inhibition der PBMC- 29,6 +12,8 0,057

Proliferation

(28,1; 16,3-45,9)

Die Werte sind dargestellt in absoluten Zahlen (Prozentzahlen) oder als Mittelwerte +
Standardabweichung (Median; Minimum — Maximum) Die Werte zwischen der positiven
Kontrolle und den Stimuli mit Th17 oder Th17 und Secukinumab wurden dem Mann-Whitney-

U-Test verglichen.
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3.4 Treg-Stimulationsversuch

Die Ergebnisse des Suppressionsversuchs mit zuvor stimulierten Zellen werden

in folgendem dargestellt.

3.4.1 Demografische Daten der Kohorte

Tabelle 39: Demografische Daten des Treg-Stimulationsversuch.

HC
Anzahl an Proben 2
Anzahl an Mannern 1 (50%)
/ Frauen (in %) 1 (50%)
Alter am Tag des 23,0+1,0

Studieneinschlusses (23,0; 22-24)

Geschlecht Alter bei Studieneinschluss (Jahre)
HC5 mannlich 22
HC12 weiblich 24

Die Werte sind angegeben in absoluten Zahlen (Prozentwerten) oder als Mittelwert +
Standardabweichung (Median, Minimum-Maximum). PSO = Psoriasis, HC = Gesunde
Kontrolle)

3.4.2 Proliferation der PBMCs

In der Proliferation der PBMCs im Vergleich zeigte sich zwischen der Stimulation
mit anti-CD3/CD28 und der Zellkultur mit zusatzlich Secukinumab kein
Unterschied. Die PBMCs mit Tregs, welche zuvor mit Th17 stimuliert wurden,
zeigten nur eine minimal geringere Proliferation. In der Zellkultur mit IL-2
stimulierten Tregs konnte hingegen eine deutlich geringere Proliferation der
PBMCs dargestellt werden, wenn auch bei der geringen Anzahl der Probanden
nicht statistisch signifikant (Vgl. Abbildung 48, Tabelle 41).
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Abbildung 48: Proliferation der PBMCs in unterschiedlichen Milieu nach
Stimulation der Treg-Zellen.

Prozentuale Angabe der Proliferation der PBCMS in Abhangigkeit der Kokultur mit
unterschiedlich stimulierten Tregs und ohne Tregs in Zellkultur mit antiCD3/CD28
und Secukinumab mit Median und Interquartilabstand. In der rechten Grafik zudem
Darstellung der einzelnen HC mit unterschiedlichen Symbolen. HC = gesunde
Kontrolle.

3.4.3 Inhibition der PBMCs durch unterschiedliche Tregs

Die Errechnung der Inhibition erfolgt anhand der Zellkultur ohne Tregs als
positive Kontrolle nach dem Rechenweg, welcher in Kapitel 2.2.8.6 beschrieben
ist.

Hierbei zeigte sich bei dem Ansatz mit Th17 vorstimulierten Tregs eine nahezu
vollstandig fehlende Inhibition im Vergleich zum Ansatz der IL-2 vorstimulierten
Tregs (nicht signifikant). Zwischen der Stimulation mit anti-CD3/CD28 und
zusatzlich Secukinumab konnte kein Unterschied festgestellt werden (Vgl.
Abbildung 49, Tabelle 41)

Das Verhaltnis der PBMCs zu den Tregs innerhalb der Zellkultur wird in
Abbildung 49 dargestellt. Hierbei zeigt sich eine deutliche geringere Anzahl an
Tregs im Vergleich zu PBMCs im Ansatz der Th17 vorstimulierten Zellen.
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Abbildung 49: Inhibition der PBMCs in unterschiedlichen Milieu nach
Stimulation der Treg-Zellen und Verhiltnis der Tregs zu PBMCs.

Prozentuale Angabe der Inhibition der PBMCs bei zuvor mit IL-2 oder Th17
stimulierten Tregs unter Kultivierung mit antiCD3/CD28 oder Secukinumab mit
Median und Interquartilabstand. In der rechten Grafik erfolgt die Darstellung des
Verhaltnisses von Tregs gegentber PBMCs in der Kokultur.

Tabelle 40: Reprasentatives Beispiel von Histogrammen einer Kontrolle des
Suppressionsversuches mit vorstimulierten Tregs.

HC
antiCD3/28 Secukinumab antiCD3/CD28 Secukinumab
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Darstellung einer FACS-Analyse der Proliferationsmessung von PBMCs. Ein
zunehmender Verlust an Fluoreszenzaktivitat spiegelt dabei die Proliferation der
PBMCs wider. Die Angabe der Proliferation erfolgt prozentual zur Gesamtzahl an
PBMCs in der Kultur. Die Durchfiihrung der Proliferationsversuche erfolgte unter
Zugabe unterschiedlich stimulierter Tregs wie in der linken Zeile beschrieben. Auf
der x-Achse wurde die Fluoreszenzaktivitdt gemessen, auf der y-Achse die Zellzahl.
(HC = Gesunde Kontrolle)
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Tabelle 41: Proliferation und Inhibition von PBMCs bei vorstimulierten Tregs
unter verschiedenen Stimuli.

Stimulus Tregs PSO p-Wert
anti-CD3, anti-CD28 ohne Tregs Proliferation PBMCs 63,2+ 25,0 -
(63,2; 45,5-80,8)
Inhibition PBMCs - -
Secukinumab Proliferation PBMCs 66,4 £ 23,7 -
(66,4; 49,6-83,1)
Inhibition PBMCs - -
anti-CD3, anti-CD28 Th17-Tregs Proliferation PBMCs 57,2+ 11,5 1,000
(57,2; 49,0-65,3)
Inhibition PBMCs -0,4 £10,2 0,333
(-0,4; -7,7-6,8)
Secukinumab Proliferation PBMCs 39,0+ 141 0,333
(39,0; 29,0-48,9)
Inhibition PBMCs 24+14 0,333
(2,4; 1,4-3,4)
anti-CD3, anti-CD28 IL-2-Tregs Proliferation PBMCs 46,2 £ 21,3 0,667
(46,2; 31,1-61,2)
Inhibition PBMCs 28,0+5,2 0,333
(28,0; 24,3-31,7)
Secukinumab Proliferation PBMCs 69,2 £ 8,6 1,000
(69,2; 63,1-75,3)
Inhibition PBMCs 32,8+12,3 0,333

(32,8; 24,1-41,5)

Die Werte sind dargestellt in absoluten Zahlen (Prozentzahlen) oder als Mittelwerte +

Standardabweichung (Median; Minimum — Maximum) Die Werte zwischen dem Ansatz ohne
Tregs und den vorstimulierten Tregs wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test verglichen.
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4 Diskussion

4.1 Interpretation der Unterschiede im
Lymphozytenpool von PSO und HC

Im Rahmen der PBMC-Charakterisierung erfolgte der Vergleich und die
Interpretation der Lymphozytenverteilung in peripherem Blut von HC und PSO.

4.1.1 Unterschiede der Chemokinrezeptoren und T-
Zellsubpopulationen

Im Vergleich der Subpopulationen der T-Zellen erfolgte zunachst die Aufteilung
der T-Zellen in Naive-, Memory-, TEMRA-, und Effektor-Zellen anhand der
Oberflachenmarker CD45RA und CD27.

Die erhohte Anzahl an naiven T-Zellen bei HC im Vergleich zu PSO zeigte eine
vermehrte Aktivierung und Differenzierung zu Memory und Effektor-Zellen. Eine
erniedrigte Anzahl an naiven T-Zellen konnte als Zeichen der Inflammation bei
Psoriasis in anderen Studien gezeigt werden [88]. Ebenfalls kdnnte das niedrige
Alter bei HC eine Ursache der erhohten Anzahl von naiven T-Zellen sein, da es
im Alter zu einer Verschiebung von naiven T-Zellen hin zu Memory- und
Effektor-Zellen kommt [89].

In der Subpopulation der Memory-Zellen konnte tendenziell eine Erh6hung bei
PSO im Vergleich zu HC gezeigt werden. Memory-Zellen konnen weiter in
Zentrale-Memory-Zellen und Effektor-Memory-Zellen aufgeteilt werden, welche
sich anschlielend zu Effektor-Zellen differenzieren konnen [1]. Auch in der
Literatur konnte insbesondere innerhalb der CD8*-Memory-Zellen und speziell
der Effektor-Memory-Zellen eine Vermehrung bei PSO festgestellt werden [88,
901].

Die Funktion der TEMRA-Zellen ist in der Literatur noch nicht eindeutig geklart.
Die Anzahl an TEMRA-Zellen ist innerhalb der Allgemeinbevolkerung zwischen
0,3% und 18% Anteil an der T-Zellsubpopulation sehr unterschiedlich [91]. Im
peripheren Blut konnten bei PSO erniedrigte Werte im Vergleich zu HC
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festgestellt werden, auch wenn weitere Funktionen der TEMRA-Zellen bei
Psoriasis nicht geklart sind [88]. Diese prozentuelle Verkleinerung der
differenzierten  Effektor-T-Zellen konnte bei PSO allerdings auch
therapieinduziert und somit ein therapeutisch erwinschter Effekt sein, da keiner
der PSO therapie-naiv war und sich alle in einer niedrigen Aktivitatsphase der
Erkrankung befanden.

Fur die Expression von CCR6 konnte in unserer Population kein Unterschied
zwischen PSO und den HC gezeigt werden. Generell konnte innerhalb der naiven
T-Zellen kaum eine Expression dargestellt werden und ebenfalls nur eine geringe
Expression innerhalb der TEMRA, was sich mit der Literatur deckt [92]. In
Memory-Zellen, insbesondere in Effektor-Memory-Zellen, und in Effektor-Zellen
konnte eine Expression von CCR6 nachgewiesen werde, welche innerhalb der
CD8*-Zellen bei PSO im Vergleich zu HC vermindert ist. In der Literatur konnten
in Studien erhdhte Werte von CCR6 in PBMCs bei PSO im Vergleich zu HC
nachgewiesen werden [93, 94]. CCRG6 ist ein Chemokinrezeptor, welcher unter
anderem auf Th17-Zellen zu finden ist, welche wiederum als ein Haupttreiber fur
Psoriasis und andere Immunerkrankungen verantwortlich gemacht werden [95].
So konnten andere Studien auch zeigen, dass die CCR6-Expression mit der
Schwere der systemischen Erkrankung korreliert und eine Therapie zu einer
Erniedrigung der CCR6"-Zellen und einer Verringerung des PASI-Wertes fuhrt
[96, 97]. In Mausmodellen wurde bereits ein CCRG6-Antikorper erfolgreich
eingesetzt, welcher die Inflammationszeichen bei Mausen mit Psoriasis deutlich
reduzierte [98]. Auch bei Menschen wird eine solche Therapiemdglichkeit in der
Literatur diskutiert [94].

Fur die Erniedrigung der CCR6*-Expression in unserem Patientenkollektiv ist die
hohe Anzahl an sich bereits in Therapie befindlicher Patienten ein maoglicher
Erklarungsansatz. Des Weiteren zeigten sich in unserem Kollektiv nur ein
niedriger PASI-Wert sowie geringe CRP-Werte als Zeichen einer nur milden
Krankheitsaktivitdt, =~ wodurch  sich  therapie-bedingt eine reduzierte
CCRG6*-Expression zeigen konnte [99].

CXCR3*-Zellen waren in unserer Population sowohl bei CD4*- als auch
CD8*-Zellen bei PSO im Vergleich zu HC erniedrigt. Auch in der Literatur zeigt
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sich bei PSO in peripherem Blut eine geringere Expression von CXCR3 [96, 100].
Ebenfalls konnte in anderen Hauterkrankungen eine Reduktion von CXCR3 im
peripherem Blut nachgewiesen werden [99]. Im Vergleich zur Schwere der
Psoriasis-Erkrankung findet sich in der Literatur in CD4*CXCR3*-Zellen keine
Korrelation, was auch zu unserem Patientenkollektiv passt [100]. Die Messung
von CXCRa3 erfolgte in unserem Kollektiv in peripherem Blut und nicht in anderen
Kompartimenten wie beispielsweise einer Hautlasion, wo hohere CXCRS3
Expressionsmuster in anderen Studien gefunden wurden. Als mogliche Ursache
der Reduktion in peripherem Blut im Vergleich zur Haut wird die Rekrutierung der
CXCR3*-Zellen in die Hautlasionen oder Gelenke diskutiert. So zeigte sich bei
PSO in betroffener Haut im Vergleich zu gesunder Haut eine signifikant erhohte
Anzahl an CXCR3*-Zellen [101]. Ebenso konnte innerhalb der Synovialflissigkeit
bei PsA (Patient mit Psoriasisarthritis) eine deutliche erhohte Anzahl festgestellt
werden [96]. CXCR3 wird auch von Th1-Zellen exprimiert und wirkt somit
moglicherweise uber die Rekrutierung dendritischer Zellen und anderer T-Zellen
proinflammatorisch [101, 102]. Aufgrund dieser Beobachtungen erfolgte bereits
eine Phase Il Studie zur Behandlung von Psoriasis mit T487, einem Antikorper
gegen CXCRS3, welche jedoch nicht fortgefuhrt wurde [94].

In der Anzahl an CCR7*-naiven Zellen konnte sowohl in der Population der CD4*-
als auch in der CD8"-Zellen kein Unterschied festgestellt werden.
Erwartungsgemal® konnte bei den T-Effektorzellen kaum eine Expression von
CCRY7 gezeigt werden. In der Literatur konnten sowohl in PBMCs von PSO als
auch in der Haut eine erhohte Menge an CCR7*-Zellen festgestellt werden [103].
Studien wiesen eine Reduktion von CCR7 unter TNFa-Blockade und gleichzeitig
auch eine Verringerung des PASI-Wertes nach, sodass eine Erklarung der
fehlenden Unterschiede von CCR7 zwischen PSO und HC in unserer Kohorte an
der Vortherapie mit dem TNFa-Blocker Adalimumab und grundsatzlich niedrigen
PASI-Werten liegen konnte [104] (s. Tabelle 19).

Auch in anderen Autoimmunerkrankungen spielt die Expression von CCR7 und
der Liganden CCL21 und CCL19 eine Rolle. So konnte auch bei rheumatoider
Arthritis eine Expression von CCR7 und CCI21 in der Synovialflissigkeit
festgestellt werden, welches zu einer Einwanderung von Makrophagen und

108



T-Zellen in die Gelenke fuhrt und eine Entzindungsreaktion induziert [105].
Innerhalb der Haut bei PSO besteht die Idee, dass zentrale T-Memory-Zellen
durch die Expression von CCL19 von dendritischen Zellen in tertiares
Lymphgewebe innerhalb der Haut, sogenannten iSALT (,inducible skin-
associated lymphoid tissue®) gelockt werden, und dort zu Effektorzellen
differenzieren [106].

4.1.2 Unterschiede der Zytotoxizitat

Eine Expression von Perforin und GranzymB als Marker der Zytotoxizitat konnte
innerhalb von TEMRA und Effektor-Zellen sowohl bei CD4*-Zellen als auch
CD8*-Zellen nachgewiesen werden. Innerhalb der CD8*-Zellen zeigte sich
tendenziell eine erhdhte Expression, was sich auch in der Literatur wiederfindet
[92]. Ein signifikanter Unterschied zwischen Perforin® und GranzymB™-Zellen bei
PSO und HC konnten wir nicht feststellen.

In der Literatur konnte eine erhdhte Expression in peripherem Blut bei
CD4*CD28-Zellen und in der Haut bei PSO nachgewiesen werden [100]. Auch
in gesunder Haut konnte bei PSO eine erhohte Expression von Perforin und
GranzymB nachgewiesen werden [107].

Allerdings ist die Abhangigkeit der Krankheitsaktivitat im Form des PASI und der
Expression von zytotoxischen Markern beschrieben [108]. Zudem wurde eine
geringere Anzahl an GranzymB®*-Zellen nach medikamentoser Behandlung
gezeigt [109]. Hierdurch lasst sich der fehlende Unterschied zwischen PSO und
HC in unserem Kollektiv durch die niedrige Krankheitsaktivitat (PASI 2,0) und
medikamentdse Therapie bei allen PSO erklaren (s. Tabelle 19).

Der Einfluss von Perforin und GranzymB auf die Inflammation der Haut ist nicht
vollstandig geklart. Manche Arbeitsgruppen postulieren eine mogliche positive
Wirkung von zytotoxischen T-Zellen auf die Erkrankung durch die Zerstérung von
Keratinozyten [110]. Andere wiederum sehen die Ursache der Proliferation von
Keratinozyten in einer Schadigung, aber nicht vollstandigen Zerstorung von
Keratinozyten, welche anschlieBend zu einer Hyperplasie von Keratinozyten
fuhrt [111].
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4.1.3 Unterschied in der Zytokinexpression

In der Expression der verschiedenen proinflammatorischen Zytokine konnten wir
in CD4" und CD8" Zellen sowohl bei IFNy als auch bei TNF-a und IL-17 keine
signifikanten Unterschiede zeigen, auch wenn sich tendenziell eine erhdhte
Expression in HC im Vergleich zu PSO zeigte. In der Subgruppe der CCR6" und
der CD161*-Zellen war die Expression von IFNy und IL-17 signifikant erhoht in
HC. Dies erscheint zunachst im Vergleich zu den in der Literatur existierenden
Daten widerspruchlich.

Fur IFNy konnte in der Literatur bei PSO eine erhdhte Expression im Vergleich
zu gesunden Kontrollen gezeigt werden [112]. In der Vergangenheit machte man
IFNy, welches durch Th1-Zellen produziert wird, als Haupttreiber fur Psoriasis
verantwortlich [64]. Allerdings konnte im weiteren Verlauf die Blockade von IFNy
keinen durchgreifenden Erfolg in der Behandlung von Psoriasis zeigen [113].
Ahnlich fuihrte eine sehr effektive Therapie von Psoriasis mittels 1L-23 Blockade
nicht zu einer merklichen Reduktion von IFNy [114]. Eine Korrelation von IFNy mit
der Krankheitsaktivitat konnte in manchen Studien gezeigt werden, welches auch
eine Erklarung fur die Reduktion von IFNy in unserem Patientenkollektiv mit
niedriger Krankheitsaktivitat sein kann [112] (s. Tabelle 19).

IFNy alleinig scheint in der Erkrankung der Psoriasis eine untergeordnete Rolle
zu spielen. Die Kombination aus IFNy und TNFa konnte jedoch als Haupttreiber
in der Verbindung von Psoriasis und Atherosklerose identifiziert werden [115].
Fir TNFa konnten wir keine Unterschiede zwischen dem Kontroll- und
Patientenkollektiv zeigen. In der Literatur konnte eine erhohte Expression sowohl
in der Haut als auch im Blut nachgewiesen werden, welche allerdings ebenfalls
wie zuvor mit der Krankheitsaktivitat korrelierte [112, 116-119]. Ein Drittel der
PSO der PBMC-Charakterisierung erhielt zudem Adalimumab als TNFa-Blocker
(s. Tabelle 19). In der Blockade von TNFa konnte eine gute klinische Wirksamkeit
nachgewiesen werden. Ursachlich hierflr scheint jedoch v.a. die Suppression

von IL-17 durch die Blockade von TNFa verantwortlich zu sein, da TNFo Uber
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die Freisetzung von IL-23 von Keratinozyten die Stimulation von Th17-Zellen
induziert [64, 120, 121].

In unserem Kollektiv zeigte sich Uberraschenderweise eine erhohte Expression
von IL-17 in gesunden Kontrollen im Vergleich zu unserem Patientenkollektiv.
Die Expression von IL-17 zeigt sich in der Literatur im Kollektiv von Patienten mit
Psoriasis im Vergleich zu gesunden Kontrollen als ein Haupttreiber von Psoriasis
sowohl in der Haut als auch im Blut erhoht [95, 122, 123]. Allerdings war dies
wiederum abhangig von der Krankheitsaktivitat [124]. Die Halfte unserer
Patienten erhielt zudem entweder eine Therapie mit TNFa-Blockern oder IL-17
Blockade mittels Secukinumab (s. Tabelle 19). In Studien konnte nicht nur eine
Reduktion von IL-17, sondern eine niedrigere Expression von IL-17 in Patienten
unter Behandlung mit TNFa-Blockern im Vergleich zu gesunden Kontrollen [120].
Dies konnte auch in unserem Kollektiv zutreffen. Der Patient, welcher in unserer
Studie mit Secukinumab vorbehandelt war, zeigte allerdings im Vergleich zum
Mittelwert keine deutlichen Unterschiede in der Zytokinproduktion im Vergleich
zu den anderen Patienten (Daten nicht gezeigt).

4.1.4 Verteilung von Th1/Th17-Zellen

In der Anzahl an Th17-Zellen, definiert Uber die Expression von CCR6, CD161
und Produktion von IL-17, konnte in der Patientenkohorte und Kontrollgruppe
kein Unterschied festgestellt werden. In der Literatur zeigt sich bei PSO sowohl
in zirkulierendem Blut als auch in der Haut eine erhdhte Anzahl an Th17-Zellen
[95, 125]. Die Induktion von Th17-Zellen erfolgt Uber die Freisetzung von TNFa,
IL-23, IL-6 und TGF-B [30, 126]. In unserer Patientenkohorte waren Patienten
sowohl unter Behandlung mit TNFo-Blockern als auch mit Methotrexat (s. Tabelle
19). Studien konnten eine Reduktion von IL-23 und TNFa durch Infliximab, einem
TNFa-Blocker, nachweisen [127]. Ebenso konnte eine direkte Reduktion von
Th17-Zellen durch Infliximab gezeigt werden [125]. Unter Therapie mit
Methotrexat konnte ebenfalls eine Reduktion von IL-23 und TNF-a und

Verringerung von Th17-Zellen dargelegt werden [128, 129]. Zudem konnte eine
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Korrelation von Th17-Zellen mit dem PASI-Score nachgewiesen werden [130].
Dies konnte eine Erklarung fur den fehlenden Unterschied der Anzahl von
Th17-Zellen in PSO im Vergleich zu HC sein, da alle PSO eine niedrige
Krankheitsaktivitat zeigten.

Bei der Anzahl an Th1-Zellen, definiert Uber die Expression von CXCR3 und
Produktion von IFNy, ergab sich eine signifikant erhohte Anzahl in HC. Auch in
anderen Studien konnte eine verringerte Anzahl an Th1-Zellen im peripheren Blut
nachgewiesen werden [130]. Eine mogliche Ursache kdnnte die Wanderung der
Th1-Zellen in das entzundliche Gewebe und somit eine Reduktion in peripherem
Blut sein. Zudem konnte die Medikation mit Methotrexat und TNFa-Blockade
auch hierbei die Ursache fur die reduzierte Anzahl an Th1-Zellen in der
Patientenkohorte sein [128, 129].

Im Jahr 2007 konnte erstmalig eine weitere Gruppe an Th-Zellen, die Th17/Th1-
Zellen, gefunden werden. Diese Zellen weisen sowohl Oberflachenmarker von
Th17-Zellen, als auch Th1-Zellen auf. Ebenso produzieren sie sowohl IL-17 als
auch IFNy [131]. Diese Th17/Th1-Zellen mit der Fahigkeit, gleichzeitig IFNy und
IL-17 zu produzieren, werden in der Literatur als pathogener als Th17-Zellen
selbst diskutiert [132, 133]. Eine gleichzeitige Expression von IL-17 und IFNy
konnte bei PSO nicht dargestellt werden. Eine Erhdhung von Th17/Th1-Zellen
konnte in HC durch die Koexpression von CXCR3 und CCR6 gefunden werden.
Ebenso konnte eine erhohte Expression von IFNy in CCR6*- und CD161*-Zellen

bei HC gezeigt werden.

4.1.5 Unterschied Anzahl und des Phanotyps der Tregs

In der Anzahl der Tregs in PSO im Vergleich zu HC konnte in unserem Kollektiv
kein signifikanter Unterschied gezeigt werden. In der Literatur finden sich
unterschiedliche Aussagen diesbezuglich. In einigen Studien zeigt sich die
Anzahl der Tregs bei PSO reduziert [134-136]. Andere wiederum beschreiben
sogar eine erhohte Anzahl an Tregs [137, 138]. Dies legt nahe, dass es weniger
auf die absolute Anzahl, als auf den Phanotyp und die Funktion der Tregs

ankommt. Die immunsuppressive Funktion der Tregs wird als Hauptregulator
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durch den Transkriptionsfaktor FoxP3 bestimmt [25, 139]. In PSO konnte eine
reduzierte Expression von FoxP3 nachgewiesen werden und damit
einhergehend auch eine reduzierte immunsuppressive Funktion abgeleitet
werden [140].

Eine FoxP3-Expression konnte in unserer Population sowohl in CD4* Zellen als
auch in Tregs ohne signifikanten Unterschied zwischen PSO und HC gefunden
werden. Auch die Literatur zeigt, dass eine Therapie mit Methotrexat oder
TNF-a-Blockern die Expression von FoxP3 normalisieren und ebenfalls die
Anzahl an Tregs beeinflussen kann [129, 141, 142]. Gleiches gilt auch fur die
Expression von IL-10, welche im Vergleich von PSO und HC ebenfalls keinen
signifikanten Unterschied zeigte. In unserer Arbeit wurden die Tregs als
CD4*CD25*CD127--Zellen definiert, wahrend andere Arbeiten unterschiedliche
Marker wie beispielsweise CD4*CD25*FoxP3*-Zellen als Definition von Tregs
verwendeten [73], sodass die Studien sich nicht 1:1 auf unsere Ergebnisse
ubertragen lassen. Ebenso wird in unserer Arbeit nicht zwischen den nTregs und
iTregs unterschieden. So zeigen nTregs im Vergleich zu iTregs eine deutliche
stabilere Expression von FoxP3 [143].

4.1.6 Unterschied in der Treg/Th-17 Plastizitat

In unserer Studienpopulation konnte zwischen PSO und HC kein signifikanter
Unterschied in der Koexpression von CCR6 und FoxP3 als Hinweis flur eine
Treg/Th17 Plastizitat festgestellt werden. CCRG6 zeigt sich auf Th17-Zellen hoch
exprimiert [42]. Jedoch findet sich CCR6 auch als Homing-Rezeptor bei
gesunden Kontrollen von Tregs auf bis zu 73% [144]. Innerhalb der
CD4*CCRG6*-Zellen konnte kein Unterschied in der Expression von anti-
inflammatorisch wirkendem IL-10 nachgewiesen werden. Innerhalb der
Population der CD4*CCR6*FoxP3*-Zellen konnte tendenziell eine Erhohung von
IL-10 bei HC gezeigt werden, was moglicherweise auf eine geringere
Suppression und Funktion der Tregs bei PSO hindeutet. Auch in der Literatur
wird bei PSO eine Reduktion von immunsuppressiven Regulatoren der Tregs
beschrieben [145]. Infolge wurde bei PSO eine geringere Suppressionsfahigkeit
auf T-Effektorzellen nachgewiesen [146].
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Die Expression von IL-17 zeigte sich in unserem Kollektiv tendenziell in der
Patientenkohorte bei CD4"CCRG6*-, CD4"CCR6*FoxP3*- und
CD4'CD25*CD127 FoxP3*-T-Zellen erhoht. Dies deckt sich auch mit der
Beschreibung von Bovenschen et al., welche eine Differenzierung von
Treg-Zellen zu IL-17 produzierenden Tregs mit zunehmendem Verlust von FoxP3
und Expression von RORyt beschrieben [51]. So konnten wir in unseren
Versuchen, wenn auch nicht statistisch signifikant, T-Zellen mit Koexpression von
IL-17 und FoxP3 tendenziell vermehrt in PSO nachweisen, welches die
Entstehung von IL-17 produzierenden T-Zellen aus Tregs nahelegt.

Die vermehrte Expression von RORyt konnten wir in unserer Patientenkohorte
nicht zeigen. In der Literatur konnte jedoch das reziproke Verhaltnis von FoxP3
und RORyt mehrfach gezeigt werden. So konnten Tregs exvivo und im
Mausmodell unter anderem mit IL-6 und/oder IL-23 stimuliert werden, welches
zu einer Reduktion von FoxP3 und einer Erhohung von RORyt fuhrte [147-149].
Grunde fur die geringen Unterschiede zwischen PSO und HC in unserer
Studienpopulation kdnnten wiederum in der immunsuppressiven Medikation und
deren gutes Ansprechen liegen.

In der Literatur konnte durch TNFa-Blockade bei Patienten, die gut auf die
Therapie ansprachen, eine Erhohung von CD4*CD25*FoxP3*-Zellen gezeigt
werden. In unserer Kohorte mit zwei PSO unter TNFa-Blockade konnten keine
Unterschiede im Vergleich zu HC oder die anderen PSO in Bezug auf die
Erhohung von CD4*CD25'FoxP3*-Zellen festgestellt werden. Ebenso konnte
eine Reduktion von RORyt nachgewiesen werden [148]. Eine Wiederherstellung
der Suppressionsfahigkeit der Tregs direkt konnte fur die TNFa-Blockade nicht
festgestellt werden, hingegen fur die Blockade mit anti-IL-17 und anti-IL-23
Antikorpern [150].
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4.2 Charakterisierung der Tregs unter verschiedenen
Stimulationen

4.2.1 Einfluss der Stimulation auf die Oberflachenmarker

Nach Stimulation der isolierten Tregs zeigte sich die Expression von CCRG6 in
PSO im Vergleich zur HC unabhangig von der Stimulation leicht erhoht. Dies
konnte in ahnlicher Form sowohl in CD4*-Zellen als auch in den Subgruppen
innerhalb der CD4*FoxP3*-, CD4*CD25*CD127- und CD4*CD25"*CD127-
FoxP3*-Zellen gezeigt werden. In der Charakterisierung der PBMCs ohne
Kultivierung konnte kein Unterschied in der Expression von CCR6 gezeigt
werden (s. Kapitel 4.1.1).

Bereits in der Kultivierung der Zellen ohne Stimulation konnte dieser Unterschied
festgestellt werden. Dies konnte dafur sprechen, dass Tregs in Patienten ex vivo
ohne Medikation ein erhOhtes Potential zeigen, CCR6 als Th17-Marker zu
exprimieren.

Interessanterweise zeigte sich unter Stimulation mit IL-6 und IL-23 in unserem
Versuch eine geringere Expression von CCR6" sowohl in PSO als auch HC,
wobei bei PSO eine erhohte Expression aufgrund der moglichen Plastizitat zu
Th17-ahnlichen-Tregs zu erwarten gewesen ware [51, 147, 149].

Bei CD4*CD25*CD127"-Zellen von PSO war dieser Unterschied nach Stimulation
mit dem Th17-induzierenden Cocktail im Vergleich zu unstimulierten Zellen sogar
signifikant niedriger. Auch unter Secukinumab zeigte sich eine leichte Reduktion
von CCRG6, welche insbesondere in CD4*CD25*CD127--Zellen von Patienten
nachgewiesen werden. Dies konnte auf eine Stabilisierung der Tregs hindeuten,
wie sie auch in der Literatur beschrieben ist. Studien konnten eine Reduktion von
Th1-Zellen und Th17-Zellen sowie CXCR3 und CCR6 nach dreimonatiger
Therapie mit Secukinumab bei PSO nachweisen [150, 151]. Diese Reduktion von
CCR6" konnte durch unseren anti-IL17A-Antikorper im Labor nicht gezeigt
werden, wobei zu beachten ist, dass man den Laborantikérper nicht auf die
Ergebnisse mit Secukinumab Ubertragen kann, da eine funktionelle Inhibition fur
diesen nicht nachgewiesen ist.
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In der Expression von FoxP3 konnte im Vergleich zur Stimulation mit
antiCD3/CD28 und ohne Stimulation eine Erhéhung sowohl in CD4*- als auch in
CD4*CD25*CD127-Zellen nachgewiesen werden. Dies konnte durch eine
transiente Erhohung von FoxP3 bei Stimulation mit antiCD3/CD28 ohne
gleichzeitige verbesserte Suppressionsfunktion, wie sie bereits in anderen
Arbeiten beschrieben wurde, erklart werden [152, 153].

Tendenziell zeigte sich eine hohere Expression von FoxP3 bei PSO in der
Positiv- und Negativkontrolle.

Unter Stimulation mit dem Th17-induzierenden Cocktail zeigte sich innerhalb der
CD4*-Zellen tendenziell eine geringere Expression von FoxP3 bei PSO im
Vergleich zu den HC, was auf eine mogliche Destabilisierung der
Suppressionsfunktion der Tregs hindeuten konnte. Innerhalb der Subpopulation
der CD4*CD25'CD127-Zellen konnte dieser Unterschied jedoch nicht mehr
gezeigt werden, was auf eine verminderte Reinheit der Tregs nach MACS-
Separation zurtckzufuhren sein konnte (s. Tabelle 33).

Eine weitere Erklarung fur die hohe Expression von FoxP3 unter Stimulation mit
dem Th17-induzierenden Cocktail konnte in der geringen Zeitdauer der
Stimulation liegen. Bereits in anderen Arbeiten wurde die Plastizitat von Tregs zu
Th17-Zellen Uber ein Zwischenstadium mit Doppelexpression von FoxP3 und
IL-17 beschrieben [51, 154]. Koenen et al konnten dabei feststellen, dass an
Tag 5 sowohl FoxP3 als auch IL-17 exprimiert wurden, wohingegen an Tag 8
FoxP3 bereits deutlich reduziert war [147]. Wir verwendeten fur unsere
Stimulation 6 Tage, sodass die Dauer eine Ursache fur die erhohte Expression
von FoxP3 sein konnte. Im Vergleich verwendeten andere Studien fur die Dauer
der Stimulation jedoch auch eine Zeit zwischen 3 und 5 Tagen [51, 87, 155, 156].
Marek et al konnten in ihrer Studie feststellen, dass Tregs einen zunehmenden
Verlust von FoxP3 und ihrer suppressiven Funktion lediglich durch die Dauer der
Kultivierung zeigten. Dies beginnt bereits ab einer Woche nach Kultivierung,
wohingegen der Effekt insbesondere bei Kultivierung uber 2 Wochen relevant
wird [157].
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Auch unter der Stimulation mit anti-IL17A-Antikdrpern aus dem Labor konnte eine
deutliche Verringerung von FoxP3*-Zellen bei PSO, ebenso bei Secukinumab
innerhalb der CD4%-Zellen festgestellt werden.

4.2.2 Einfluss der Stimulation auf die Zytokine

In der Expression von IL-17 konnte erwartungsgemaly in den Zellen ohne
Stimulation sowohl bei HC als auch bei PSO die niedrigste Expression gezeigt
werden.

Im Vergleich von PSO zu HC konnte in der Patientenkohorte auch bei
unstimulierten Zellen nach der Kultivierung eine erhohte Expression von IL-17
nachgewiesen werden, wohingegen sich bei der PBMC-Charakterisierung noch
eine erhohte Anzahl von IL-17*-Zellen bei HC zeigte. Dies spricht fur das
Potential von Tregs, sich bei PSO ohne protektive medikamentdse Therapie zu
Th17-Zellen zu verschieben. In unserer Kohorte waren 75% unter Medikation
(TNFo-Blocker, IL-12/IL-23-Antikorper oder IL-17-Antikorpern) (Vgl. Tabelle 27).
Die Herunterregulation von IL-17 durch die Medikation, welche in unserer
Studienpopulation eingenommen wurde, wurde bereits in Kapitel 4.1.3
beschrieben.

Unter der Stimulation mit dem Th17-induzierenden Cocktail zeigte sich bei PSO
in den CD4*-Zellen im Vergleich zu HC Uberaschenderweise keine erhohte
Expression von IL-17, wie sie in anderen Studien beschrieben wurde [51, 147].
Innerhalb der HC konnten wiederum die hochsten [L-17-Werte unter
proinflammatorischem Milieu mit dem Th17-induzierenden Cocktail
nachgewiesen werden. Dies konnte an dem noch persistierenden Einfluss der
Medikation innerhalb der PSO liegen, welche die Tregs auch unter
proinflammatorischem Milieu stabilisiert.

Unter Betrachtung der Subpopulationen zeigten sich unter Stimulation mit dem
Th17-induzierenden Cocktail bei CD4'CCRG6*-Zellen und
CD4'D25*CD127--Zellen erhohte Expressionen von IL-17 bei PSO im Vergleich
zZu HC, hingegen bei CD4"FoxP3*- und insbesondere
CD4*CD25"*CD127'FoxP3*-Zellen erniedrigte Werte. Diese Beobachtung
spricht fur eine erhdhte IL-17-Produktion von Th17-Zellen und nicht von Tregs
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oder Th17-ahnliche-Tregs. Ursache dafur konnte eine Verunreinigung mit
Th17-Zellen nach der Separation sein (s. Tabelle 33). Allerdings konnte auch
eine Verschiebung von Tregs hin zu Th17-Zellen, welche in PSO leichter und
schneller vonstatten geht, verantwortlich sein.

In der Positivkontrolle und den anderen Stimulationen konnte die Reduktion von
IL-17 innerhalb der CD4*FoxP3*- und CD4*CD25**CD127-FoxP3*-Zellen bei
PSO im Vergleich zu HC nicht nachgewiesen werden. Dies konnte daran liegen,
dass Tregs von PSO eine erhohte Expression von IL-17 zeigen, jedoch nur unter
dem Th17-induzierenden Cocktail ein Verlust von FoxP3 und eine Verschiebung
zu Th17-Zellen stattfindet.

Auch in der Expression von IFNy konnte bei unstimulierten Zellen nach
Kultivierung die niedrigste Expression gezeigt werden. Unabhangig von der
Stimulation konnte bei PSO im Vergleich zu HC eine erhohte Expression von
IFNy nachgewiesen werden. Vor Kultivierung zeigt sich noch eine geringere
Expression von IFNy bei PSO. Auch dabei konnte die Ursache in der fehlenden
protektiven Medikation in der Kultur liegen.

Das mogliche Vorhandensein von Th1-ahnlichen-Tregs, wie sie bei PSO
beschrieben sind, konnte durch eine Stimulation mit antiCD3/CD28 zu einer
Produktion von IFNy fuhren [46, 125]. Dies konnte auch die erhohte Expression
von IFNy in der Subpopulation der FoxP3* erklaren. Ebenfalls kdonnte eine
Verunreinigung mit aktivierten CD25" Th1-Zellen nach der Separation eine
Erklarung liefern. Leider konnte dies nicht weiter differenziert werden, da die
Marker fur Th1-Zellen aufgrund der geringen Gesamtzellzahl nicht bestimmt
wurden.

Die deutlich erhohte Expression von IFNy in PSO im Vergleich zu HC innerhalb
von CD4*CCR6*-Zellen konnte das Vorhandensein von Th1/Th17-Zellen
nachweisen, wie sie bereits in Kapitel 4.1.4 naher beschrieben wurden. Vor
Kultivierung konnten diese Zellen in der PBMC-Charakterisierung bei PSO nicht
nachgewiesen werden. Nach Kultivierung konnte nun eine Koexpression von
IL-17 und IFNy innerhalb PSO aber nicht HC nachgewiesen werden. Ein
Unterschied zwischen den verschiedenen Stimulationen zeigte sich dabei nicht.
Der Unterschied konnte sowohl in CD4*-Zellen als auch in den Subpopulationen
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der CD4*CCRG6*- und CD4*FoxP3*-Zellen nachgewiesen werden. Ursachlich
dafur konnte eine Verschiebung von Tregs nach Stimulation mit antiCD3/CD28
hin zu Th1/Th17-Zellen sein, da die Koexpression auch in CD4*FoxP3*-Zellen
nachgewiesen werden konnte. Alternativ kdnnte auch eine Verunreinigung der

Kulturen mit Th1/Th17-Zellen nach Separation eine Erklarung liefern.
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4.3 Einfluss der Stimulationen auf die
Suppressionsfahigkeit der Tregs

4.3.1 Suppressionsversuch

Nach der Charakterisierung der Tregs erfolgte die Analyse der Funktion durch
Suppressionsversuche mittels verschiedener Stimulationen bei HC und PSO.

In der Proliferation von PBMCs ohne Tregs bei PSO und HC konnte hierbei
unabhangig von der Stimulation kein Unterschied gezeigt werden. Lediglich im
Th17-induzierenden Ansatz konnte eine geringgradig verringerte Proliferation
der PBMCs sowohl bei HC als auch PSO gezeigt werden. Dies konnte an der
antisuppressiven Wirkung von TGF-f innerhalb des Th17-induzierenden
Cocktails liegen.

Im Vergleich der Proliferation zwischen PSO und HC konnte in allen
Stimulationen bis auf Th17 eine leicht erhohte Proliferation von PBMCs
nachgewiesen werden. Ein moglicher Erklarungsansatz liegt in der leichteren
Stimulierbarkeit der PBMCs von PSO als Ausdruck der Autoimmunkrankheit.
Die Inhibition errechnet Uber die Proliferation der Effektorzellen in Anwesenheit
von Tregs und Kultivierung in verschiedenen Stimulationen zeigte keine
relevanten Unterschiede zwischen PSO und HC. Eine mogliche Erklarung liegt
in der medikamentdsen Therapie mit Fumarsaure, Methotrexat und Biologika
sowie der niedrigen Krankheitsaktivitat innerhalb der PSO (Vgl. Tabelle 32). Eine
gute supprimierende Funktion von Tregs konnte unter Remission der Psoriasis
Erkrankung auch in anderen Studien nachgewiesen werden [158].

In den Kulturen mit dem Laborantikorper anti-IL17A und Secukinumab konnte im
Vergleich zur Positivkontrolle kein signifikanter Unterschied bzgl. der Inhibition
gezeigt werden. Dies konnte daran liegen, dass innerhalb der Effektorzellen
keine deutlich erhdhte Expression von IL-17 oder Th17-Zellen bei PSO oder HC
vorliegt (s. PBMC-Charakterisierung, Kapitel 3.1.3 und 3.1.5). Des Weiteren
scheint die Hauptwirkweise der IL-17-Blockade in der Therapie der Psoriasis auf
die Hemmung der Keratinozyten und damit Besserung der Symptome zu liegen

[159]. Eine Hemmung der plastischen Entwicklung von Tregs zu Th17-Zellen
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durch die Blockade von IL-17 konnte bisher nicht gezeigt werden. Allerdings
konnten Studien einen IL-17-Rezeptor auf CD4*-T-Zellen, Tregs und Th17-Zellen
nachweisen [160]. Durch diesen Rezeptor konnte IL-17 selbst Uber eine negative
Feedbackschleife einen Kontrollmechanismus fur Th17-Zellen darstellen [161].
Unter Kultivierung mit IL-17 zeigten sich keine Unterschiede in der Proliferation
oder Inhibition im Vergleich zu der Positivkontrolle in unserem
Suppressionsversuch. Crawford et al. konnten in einem Suppressionsversuch in
der Proliferation ebenfalls keine Unterschiede zeigen, jedoch eine geringere
Inhibition von CD4*-Zellen unter Kultivierung mit suppressiven CD8"-Zellen.
Dieser Unterschied war unter Kultivierung mit IL-17A nur gering, jedoch deutlich
starker ausgepragt unter Co-Kultivierung mit IL-17A und IL-17F. Ursachlich wird
hierfur die direkte Auswirkung von IL-17 auf CD4*-Zellen in Form einer Resistenz
gegenuber der Suppression gemacht [162]. In unserer Arbeitsgruppe konnten wir
bei Patienten mit juveniler idiopathischer Arthritis (JIA) eine Normalisierung der
FoxP3-Expression und der suppressiven Funktion von Tregs unter Stimulation
mit Secukinumab im Vergleich zu HC nachweisen [163].

In der Kultur mit dem Th17-induzierenden Cocktails konnte eine deutlich
geringere Inhibition der PBMC sowohl bei PSO als auch bei HC gezeigt werden.
Die Ursache hierfur konnte entweder in der Dysfunktion der Tregs oder die
Resistenz der PBMCs gegenuber der Suppression durch die Tregs liegen.

Wie in Kapitel 1.1.6.2 beschrieben zeigen Tregs unter Stimulation mit IL-6,
TGF-B und IL-23 einen Verlust von FoxP3 und bei langerer Stimulation auch
einen Verlust der suppressiven Funktion. In der Treg-Charakterisierung nach
Stimulation im Th17-Milieu konnte in unserem Versuch keine klare Erniedrigung
von FoxP3 gezeigt werden, was allerdings auch an der transienten Erh6hung von
FoxP3 durch die Zellaktivierung liegen konnte [4].

Auch die IL-17 Expression zeigte sich unter Th17-Milieu im Vergleich zu den
anderen Stimulationen sowohl bei PSO als auch bei HC nicht signifikant erhoht.
In der Treg-Charakterisierung erfolgte nicht die Messung von IL-10, welches als
anti-inflammatorisches Zytokin zur weiteren Beurteilung der Tregs weitere
Informationen hatte liefern konnen, da die Gesamtzahl an Tregs nach Isolation

fur weitere Messungen zu gering war. Da sich die Treg-Dysfunktionalitat in der
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Treg-Charakterisierung nicht klar darstellt, rickt der Erklarungsansatz der
Resistenz von PBMCs gegenuber der Suppression von Tregs in den
Vordergrund.

In unserer Arbeitsgruppe konnten bei Patienten mit Sklerodermie
unterschiedliche  Suppressionen in  Abhangigkeit CD4* naiver und
Memory-T-Zellen mit und ohne Expression von CCR7 gezeigt werden [164]. In
anderen Autoimmunkrankheiten konnte eine Resistenz von Effektorzellen
gegenuber Tregs bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ | und Multipler Sklerose
nachgewiesen werden [165, 166]. Insbesondere bei Th17-Zellen konnte eine
erhohte Resistenz gegenuber der Suppression nachgewiesen werden, was eine
weitere Ursache der Inflammation bei Patienten mit Psoriasis aufgrund der
erhohten Th17-Zellen sein kann [162]. Auch bei JIA konnte in unserer
Arbeitsgruppe unter  Th17-induzierendem Cocktail eine erhohte
FoxP3-Expression, jedoch eine erniedrigte Inhibition der PBMCs festgestellt
werden, sodass auch in dieser Studie die Ursache eine mogliche
Effektorresistenz sein konnte [163].

Bei Patienten mit Multipler Sklerose konnte neben der erhdhten Resistenz von
Effektorzellen gegenuber Tregs im Vergleich HC auch eine erhdhte extrazellulare
GranzymB-Konzentration = gemessen werden. Die  Stimulation von
extrazellularem GranzymB erfolgt unter anderem Uber IL-6, welches auch in
unserem Th17-induzierenden Cocktail vorhanden ist und hierbei auch
moglicherweise ursachlich fur die Resistenz von PBMCs ist [167].

In einer weiteren Studie zur Effektorresistenz konnte bei Patienten mit Multipler
Sklerose wiederum IL-6 als mogliche Ursache verantwortlich gemacht werden.
Hierbei zeigte sich bei Effektorzellen von Patienten mit Multipler Sklerose eine
Uberexpression des IL-6a-Rezeptors und hierliber eine Aktivierung von STAT3
durch Phosphorylierung, welche zu einer Resistenz gegenuber Tregs fuhrt.
Durch den Block von pSTAT3 konnte diese Resistenz vermindert werden [168].
Interessanterweise spielen IL-6 und STAT3 wie bereits in Kapitel 1.1.4
beschrieben auch eine essenzielle Rolle in der Entwicklung von Th17-Zellen aus
naiven T-Zellen und in der Treg/Th17-Plastizitat.
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Wabhrscheinlich spielen sowohl die Dysregulation der Tregs als auch die
Resistenz der PBMCs in Kombination eine Rolle in der verminderten Inhibition
der PBMCs unter Kultivierung im Th17-Milieu und sind auch nicht vollstandig zu

trennen.

4.3.2 Tregs und Secukinumab koadministriert

In den zuvor beschriebenen Suppressionsversuchen konnte innerhalb der Kultur
mit Secukinumab oder dem Laborantikdrper anti-IL-17 kein Unterschied in der
Proliferation oder Inhibition im Vergleich zur Positivkontrolle gezeigt werden. Eine
Vermutung hierfur lag im fehlenden Vorhandensein von IL-17, welches geblockt
werden konnte, und damit einen Einfluss auf die Inhibition haben kdnnte.

Daher erfolgte die Wiederholung des Suppressionsversuches mit einem
Th17-induzierenden Cocktail in An- oder Abwesenheit von Secukinumab.
Hierbei konnte wie bereits in vorherigem Versuch gezeigt unter der Kultivierung
mit dem Th17-induzierenden Cocktail eine signifikant geringere Inhibition von
PBMCs gezeigt werden. Unter der Zugabe von Secukinumab gemeinsam mit
dem Th17-induzierenden Cocktail konnte weiterhin eine reduzierte Inhibition der
PBMCs nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass die alleinige Produktion von
IL-17 durch die Stimulation der PBMCs mit dem Th17-induzierenden Cocktail
nicht fur reduzierte Inhibition von PBMCs verantwortlich zu sein scheint.

Eine Erklarung wurde, wie bereits im vorherigen Kapitel diskutiert, die Plastizitat
der Tregs zu dysfunktionalen Tregs durch den Th17-induzierenden Cocktail
direkt unabhangig von IL-17 liefern.

Alternativ konnte auch die Resistenz der PBMCs gegenuber der Suppression
durch Tregs eine mogliche Erklarung sein. IL-17 scheint jedoch in unserem
Versuch weniger relevant fur die Resistenz der PBMCs, wie es in anderen
Studien postuliert wird [162].

Es erfolgte nicht die Messung von IL-17 oder Th17-Zellen nach Stimulation mit
dem Th17-induzierenden Cocktail, sodass die fehlende Wirkung von
Secukinumab moglicherweise auch durch eine fehlende Stimulation der PBMCs
durch den Th17-induzierenden Cocktail zu erklaren sein kann.
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4.3.3 Suppressionsfahigkeit von Tregs nach vorheriger
Kultivierung

Zur Differenzierung, ob die geringere Inhibition der PBMCs unter dem
Th17-Milieu eine Ursache der dysfunktionalen Tregs oder der Resistenz der
PBMCs gegenuber den Tregs ist, erfolgte ein weiterer Suppressionsversuch.
Hierfir wurden die isolierten Tregs im IL-2 und Th17-Milieu kultiviert und
anschliefend ein Suppressionsversuch mit antiCD3/CD28 oder Secukinumab
durchgefuhrt.

Hierbei zeigte sich eine nahezu vollstandig fehlende Inhibition unter der
Kultivierung mit Tregs, welche zuvor in Th17-Milieu kultiviert wurden. Dies war
unabhangig von der Suppression unter Zugabe von Secukinumab. Innerhalb der
Tregs, welche zuvor in IL-2 kultiviert wurden, zeigte sich eine deutlich groRere
Inhibition, ebenfalls unabhangig von der Zugabe von Secukinumab. Im ersten
Moment wurde dies auf eine Dysregulation der Tregs durch den
Th17-induzierenden Cocktail schlieRen. Bei Betrachtung der Anzahl von Tregs
im Suppressionsversuch zeigt sich jedoch bei den Tregs nach Stimulation im
Th17-Milieu eine deutlich geringere Anzahl an Tregs im Vergleich zu PBMCs.
Ursachlich hierfur scheint eine Apoptose von Tregs unter Th17-Milieu oder eine
Proliferation von Tregs unter IL-2 Bedingungen zu sein.
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4.4 Technische Limitationen

4.4.1 Limitationen innerhalb der Kohorten

Die Anzahl der Patienten und Kontrollen betrug in unserer Kohorte 10 bzw. 12,
sodass die Anzahl eher gering, dennoch reprasentativ ist.

Innerhalb der Patientenkohorte zeigte sich insgesamt eine deutliche
Vorbehandlung mit verschiedenen Medikationen und dadurch auch insgesamt
geringere PASI-Werte als Zeichen der Krankheitsaktivitat. Durch die Medikation
zeigte sich daher bereits eine Beeinflussung unserer Ergebnisse, welche jedoch
in die Interpretation der Ergebnisse miteingeflossen ist [149].

Das Alter der Patientenkohorte war zudem deutlich hoher als in der
vergleichenden Probandengruppe. Auch dies muss in den Ergebnissen
berucksichtigt werden, da in unterschiedlichem Alter auch unterschiedliche
Reifegrade des Immunsystems berichtet werden. So zeigt sich beispielsweise
eine Verschiebung von naiven T-Zellen zu Memory-Zellen in Abhangigkeit des
Alters [89]. Ein Einfluss des Alters auf die anderen Ergebnisse kann somit nicht

ausgeschlossen werden.

4.4.2 Methodenabhangige Limitationen

Aufgrund der limitierten Zahl an Zellen von PSO waren teilweise nur niedrige
Zellzahlen fur die Suppressionsversuche verwendet worden, was einen Einfluss
auf die Ergebnisse gehabt haben konnte. Dies gilt ebenfalls fur die
Treg-Charakterisierung, fur die ebenfalls aufgrund der zahlreichen
unterschiedlichen Ansatze teilweise nur eine geringe Anzahl an Tregs verwendet
werden konnte.

Der Vergleich der Treg-Charakterisierung mit den Suppressionsversuchen lasst
sich nur bedingt fUhren, da aufgrund der geringen Zellzahl nicht dieselben Tregs
charakterisiert wurden, welche auch anschlieBend im Suppressionsversuch
verwendet wurden. Dies wurde jedoch auch in der statistischen Auswertung
berucksichtigt.
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Die Dosierung der  unterschiedlichen  Zytokine innerhalb  der
Suppressionsversuche und der Treg-Charakterisierung wurde durch uns anhand
von Vorversuchen in unserer Arbeitsgruppe und Literaturrecherche festgelegt.
Ob ein Unterschied in der Dosierung beispielsweise bei IL-17 einen groeren
Einfluss auf die Treg oder PBMCs gezeigt hatte, kann nicht ausgeschlossen
werden.

In der Durchflusszytometrie wurden vor allem in der Messung der Zytokine
teilweise sehr geringe Werte in den Subpopulationen gemessen, sodass hierbei
das Gating der Fluoreszenz-Ereignisse (Events) mit Unscharfen behaftet sein
kann.

Weiterhin sind im Vergleich mit anderen Studien die Subpopulationen haufig
durch unterschiedliche Zellmarker definiert, welches in der Interpretation und im
Vergleich mit anderen Studien berlcksichtigt werden muss. Einheitliche Marker
fur Tregs existieren nicht, es wurden allerdings in dieser Arbeit die
gebrauchlichsten und anerkannten Marker wie CD25, CD127 und FoxP3

verwendet.
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4.5 Konklusion

In unserer Arbeit konnten in der PBMC-Charakterisierung zwischen PSO und HC
Unterschiede festgestellt werden.

So zeigten sich in der PBMC-Charakterisierung bei PSO eine erhohte Anzahl an
Effektorzellen und eine reduzierte Anzahl an naiven T-Zellen als mdgliches
Zeichen einer erhohten Antigen-Stimulation wunter inflammatorischen
Bedingungen.

Innerhalb der Chemokinrezeptoren konnte jedoch keine erhohte Anzahl an
proinflammatorischen Markern wie CCRG6 festgestellt werden. Ebenso zeigte sich
in der Zytokinproduktion kein signifikanter Unterschied.

Bei der Produktion von IL-17 konnte in Subpopulationen sogar eine erhdhte
Produktion bei HC im Vergleich zu PSO gezeigt werden. Ursachlich hierfur
scheinen die niedrige Krankheitsaktivitat und die bereits fortgeschrittene
laufende Therapie der Patienten zu sein.

Passend dazu fanden sich auch Th1-, Th17-Zellen und Tregs, welche ein
Haupttreiber fur die Pathogenese der Psoriasis sind, bei PSO nicht erhoht. Bei
Tregs fanden sich sowohl in der Anzahl als auch in der Expression von FoxP3
keine relevanten Unterschiede.

Als  Zeichen einer  Treg/Th17-Plastizitdt = konnte  innerhalb  der
CCRG6*-Subpopulationen eine Erhohung von IL-17 gezeigt werden, auch wenn

diese nicht signifikant war.

In der folgenden Charakterisierung nach Isolierung der Tregs und Kultur unter
verschiedenen Stimulationen konnten wir anschlie3end die Veranderungen der
Tregs bei PSO und HC analysieren. Nach Kultivierung der Zellen unter
unspezifischer T-Zell-Rezeptor-Stimulation mit antiCD3/CD28 konnte bereits
eine erhohte Expression von CCR6" als Th17-Marker bei PSO gefunden werden.
Dies zeigte sich auch in der tendenziell erhohten Produktion von IL-17 in der
Patientenkohorte nach Kultur.

Des Weiteren findet sich eine hohere Expression von IFNy in der

Patientenkohorte im Vergleich zu HC. Dies spricht vermutlich flr eine erhdhte
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Neigung der T-Zellen bei PSO zu einem autoinflammatorischen Geschehen. Ein
direkter Einfluss von IL-17 auf die Tregs konnte in der Treg-Charakterisierung

nicht festgestellt werden.

Die Untersuchung der Funktion der Tregs mittels Suppressionsversuch unter den
verschiedenen Stimulationen zeigte keinen relevanten Unterschied zwischen
PSO und HC. Eine Verschlechterung der inhibitorischen Funktion der Tregs
konnte in beiden Kohorten unter Th17-Milieu nachgewiesen werden.

Eine Moglichkeit fur die geringere Inhibition konnte die direkte Wirkung von
inflammatorischen Zytokinen auf Tregs sein, die zweite Moglichkeit der Einfluss
auf die Effektorzellen. Das Th17-Milieu konnte zu einer Effektorresistenz
gegenuber Tregs fuhren.

IL-17 hatte auf die Funktion der Tregs in unserem Experiment keinen Einfluss.
Eine mogliche Erklarung ist eine zu geringe Dosierung von IL-17A. Eine
Kostimulation mit IL-17A und IL-17F konnte ebenfalls einen Effekt zeigen.

In einem weiterfUhrenden Versuch konnte im Suppressionsversuch unter
Kostimulation im Th17-Milieu und Secukinumab keine Verbesserung der
Inhibition festgestellt werden. IL-17 allein scheint demnach nicht fur eine erhohte
Proliferation von Effektorzellen in Kultur mit Tregs verantwortlich zu sein.
Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse einen weiteren Einblick in die
Zellplastizitat bei  Autoimmunerkrankungen mit Augenmerk auf die
Th17/Treg-Plastizitat und PSO, um in Zukunft die Pathomechanismen besser zu
verstehen und damit neue Therapieansatze und Medikamente zu entwickeln.
Damit kdonnten Patienten mit chronischen Erkrankungen mdoglicherweise eine
effektive, zielgenaue und nebenwirkungsarme Therapie angeboten werden und
in Zukunft chronisch verlaufende Erkrankungen geheilt werden.
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4.6 Ausblick

In unserer Arbeit erfolgte die Analyse der Oberflachenmarker der PBMC-
Charakterisierung mittels durchflusszytometrischer Messungen nach intra- und
extrazellularer Markierung. Gleichzeitig ware die Untersuchung auf Genom- und
Transkriptomebene mittels PCR oder Single-cell-Sequenzierung zur Bestatigung
unserer Messungen interessant.

Aufgrund der geringen Anzahl insbesondere an Tregs nach der Isolation konnten
wir die verschiedenen Experimente nur unverbunden durchfuhren. Interessant
waren die Ergebnisse mit verbundenen Proben.

In unserer Patientenkohorte waren die Patienten bereits unter verschiedenen
Therapielinien in Behandlung. Zudem zeigte sich unter dieser Therapie bei den
Patienten eine nur moderate Krankheitsaktivitat. Fur zukunftige Versuche ware
eine Analyse von therapienaiven Patienten mit hoher Krankheitsaktivitat und
denselben Patienten nach Beginn einer Therapie sehr interessant.

Die Untersuchung der Zellen erfolgte in unseren Experimenten in peripherem
Blut. Fur zukunftige Analysen ware ein Versuchsaufbau mit Zellen der
betroffenen und gesunden Haut bei PSO sicherlich ein interessanter Ansatz, da
sich auch in anderen Studien deutliche Unterschiede im Vergleich der
Kompartimente zeigten. Hierdurch ware eine verbesserte Aussagekraft
bezlglich der Auswirkung im entzindeten Gebiet moglich.

Epigenetische Untersuchungen an den regulatorischen Genregionen von FOXP3
wurden in unserer Studie bisher nicht durchgefuhrt. Durch PCR und DNA-
Methylierungsanalysen konnten weitere Erkenntnisse zur Methylierung der
Genregionen von FOXP3 und RORyt gewonnen werden und damit die

durchflusszytometrischen Daten unterstutzen.

129






5 Zusammenfassung

In der Pathogenese der Psoriasis spielen IL-17, welches hauptsachlich durch
Th17-Zellen gebildet wird, und die Plastizitat von Tregs zu Th17-Zellen mit
Produktion proinflammatorischer Zytokine sowie die moglicherweise reduzierte
suppressive Funktion von Tregs eine entscheidende Rolle. Wir versuchten daher
in unserer Arbeit einen Uberblick tiber die T-Zellverteilung im peripherem Blut bei
PSO und HC zu erhalten und die Reaktion der Zellen auf IL-17, anti-IL-17 und
Secukinumab sowie ein Th-17 induzierendes Milieu im Vergleich von PSO und
HC zu evaluieren.

In der durchflusszytometrischen Messung der PBMCs von PSO und HC konnten
bei PSO tendenziell weniger inflammatorische Marker, wahrscheinlich aufgrund
der niedrigen Krankheitsaktivitat und der bereits eingeleiteten medikamentosen
Therapie mit u.a. Antikdrpern bei Studieneinschluss festgestellt werden.

Nach Isolierung der Tregs und Kultivierung konnten bei PSO im Vergleich zu HC
erhohte proinflammatorische Marker wie CCRG6, IL-17 und IFNy nachgewiesen
werden. Dies kann an der hoheren Plastizitat von Tregs bei PSO ex vivo ohne
den Einfluss einer medikamentdsen Therapie hin zu inflammatorischen Zellen
wie Th1- und Th17-Zellen, welche IFNy und IL-17 produzieren, liegen.

In den Suppressionsversuchen zeigte sich sowohl bei PSO als auch bei HC unter
Th17-induzierendem Milieu eine verminderte Inhibition der PBMCs durch die
autologen Tregs. Ursachlich hierfur konnte eine Dysregulation der Tregs durch
das Th17-Milieu oder eine Auswirkung des Th17-induzierenden Cocktails auf die
PBMCs im Sinne einer Effektorresistenz gegenuber den Tregs sein. Dies kann
in der Arbeit nicht abschlieBend beantwortet werden. Eine Veranderung der
Suppression ergab sich fur IL-17 oder anti-IL-17 im Vergleich zur Positivkontrolle
nicht. Unter der gleichzeitigen Kultivierung mit Secukinumab und einem
Th17-induzierendem Cocktail konnte keine verbesserte Inhibition festgestellt
werden, sodass Secukinumab hier scheinbar keinen Einfluss auf die
Effektorresistenz oder Treg-Plastizitat hatte.
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Insgesamt bestatigt die Arbeit eine Instabilitdt der Tregs bei PSO mit der
Moglichkeit der Plastizitat zu Th17-Zellen unter proinflammatorischem Milieu,
sowie einen Verlust der Suppressionsfahigkeit durch eine Treg-Dysfunktion oder
eine erhohte Effektorresistenz. Fur IL-17 oder die Blockade von IL-17 durch

monoklonale Antikorper konnte in unserer Studie kein Einfluss festgestellt

werden.
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Abbildung 50: Reprasentative Dot Blots der PBMC-Charakterisierung.

Dargestellt sind ist die Gating-Strategie der PBMC-Charakterisierung als Dot-Blots
fur die einzelnen Farbungen bei jeweils einer reprasentativen Probe fir PSO und
HC. Oberhalb der Abbildung findet sich die Population, in welcher gemessen
wurde. Auf der X-Achse und der Y-Achse ist die jeweilige MessgroRe
aufgezeichnet. Prozentangaben finden sich in den jeweiligen Quadranten.
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Abbildung 51: Repréasentative Dot Blots der Treg-Charakterisierung.

Dargestellt sind ist die Gating-Strategie der Treg-Charakterisierung als Dot-Blots fir
die einzelnen Stimulationen bei jeweils einer reprasentativen Probe fir PSO und
HC. Oberhalb der Abbildung findet sich die Population, in welcher gemessen
wurde. Auf der X-Achse und der Y-Achse ist die jeweilige Messgrée
aufgezeichnet. Prozentangaben finden sich in den jeweiligen Quadranten.
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Appendix

| Abkurzungsverzeichnis

APC Antigenprasentierenden Zelle

BSA Body Surface Area

CCR Chemokinrezeptor

CCL Chemokinligand

CD Cluster of differentiation

CMV Zytomegalievirus

CNS Conserved noncoding sequence

CRP C-reaktives Protein

CTL(s) Zytotoxische T-Lymphozyte(n)

CTLA-4 Cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4
DLQI Dermatology Life Quality Index

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

FACS Fluorescence-activated cell sorting

FBS Fetal Bovine Serum

FoxP3 Forkhead-Box-Protein 3

FSC Forward scatter

G-CSF granulocyte colony-stimulating factor
GM-CSF granulocyte macrophage colony-stimulation factor
HC Healthy control (= gesunde Kontrolle)

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

MACS Magnetische Zellseparation

MHC Maijor histocompatibility complex (Haupthistokompatibilitatskomplex)
MTX Methotrexat

mMmRNA Messenger Ribonukleinsaure

NM Nahrmedium

PASI Psoriasis Area and Severity Index



PBS Phosphate buffered saline tablets

PBMC(s) Periphere mononukleare Blutzelle(n)
RORyt RAR-related orphan receptor yt
RUNX Runt-related transcription factor
S.-Nr. Seriennummer

S1PR1 Sphingosin-1-Phosphatrezeptor 1
STAT Signal transducers and activators of transcription
T-bet T-box transcription factor

TEMRA Terminale Effektor-Memory-Zellen
TGF Transforming growth factor

Th T-Helferzellen

TNF Tumornekrosefaktor

Treg(s) Regulatorische T-Zelle(n)

nTregs/tTregs Natlrliche regulatorische T-Zelle(n)
iTregs/pTregs Induzierte, aus der Peripherie stammende regulatorische T-Zelle(n)
TSDR Treg-spezifischen demethylierten Region
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