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1 Einleitung
1.1 Rheumatoide Arthritis

1.1.1 Pathophysiologie

Das Immunsystem bildet die Grundlage des Menschen, sich vor Infektionen und
eindringenden  Mikroorganismen zu schiitzen. Es wird in ein angeborenes und ein
erworbenes Immunsystem untergliedert. Das angeborene Immunsystem umfasst
epitheliale Barrieren, unspezifische Abwehr wie das Komplementsystem und
phagozytierende Zellen.® Das erworbene, spezifische Immunsystem wird aktiv, wenn
die Barrieren des angeborenen Immunsystems von den Mikroorganismen Uberschritten
werden.! T- und B-Zellen stellen die zelluldre Komponente, Antikérper die humorale
Komponente des erworbenen Immunsystems dar.* Nach Entstehung im Knochenmark
reifen die T-Zellen im Thymus aus und verlassen diesen als naive T-Zellen ins Blut.!
Sie besitzen den T-Zell-Rezeptor (TCR) und erkennen die tUber MHC-Molekiile

prasentierten Antigene und differenzieren daraufhin zu T-Zell-Subgruppen.*

Naive T-Zellen exprimieren CD45RA und sind CD45RO negativ.>* Nach
Antigenkontakt exprimieren sie CD28 und CD45R0O und differenzieren nun zu Effektor
T-Zellen oder Memory (Gedéchtnis) T-Zellen.”* CD28 als Co-Stimulationsfaktor der
T-Zell-Aktivierung erlaubt die Unterscheidung zwischen Effektor- und Memory-T-
Zelle.>* Effektor T-Zellen sind CD45RO+ und CD28-, wahrend Memory T-Zellen
CD45RO+ und CD28+ sind.** AuRerdem konnen die ausdifferenzierten TEMRA T-
Zellen abgegrenzt werden, sie re-exprimieren CD45RA und sind negativ fiir CD28. *°

Bei den Effektor T-Zellen variiert die Entwicklung zwischen den CD8+ und CD4+ T-
Zellen." CD8+ T-Zellen differenzieren sich durch Antigenkontakt mit einem MHC-I
Komplex zu zytotoxischen T-Zellen, die Perforine, Granzyme und IFNy sezernieren und

so Erreger-infizierte Zellen durch Zelltod beseitigen kénnen.*

CD4+ Zellen konnen sich zu verschiedenen Helfer-T-Zell-Subpopulationen
entwickeln.! Sie erkennen tiber MHC-II Komplexe prasentierte Antigene und ihre
Aufgabe variiert je nach Subpopulation.® Man differenziert T1, Tn2, Ts, Thl7 und Treg

Zellen.!
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Die Tyl Zellen haben bei der Bekadmpfung intrazellulérer bakterieller und viraler
Infektionen ihr Hauptaufgabengebiet. Sie sind gegen infizierte bzw. mit
aufgenommenen Erregern beladene Makrophagen gerichtet und produzieren IFNy und
TNFo.!

Th2 Zellen sind vornehmlich zur Abwehr parasitarer Infektionen geriistet und auch bei
allergischen Geschehen mit involviert.! Sie bewirken eine B-Zell Aktivierung und
sezernieren die Zytokine IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13, die auch als Stimulations- und

Wachstumsfaktor fiir B-Zellen fungieren.!

Die follikularen T-Helfer-Zellen (T, Zellen) produzieren IFNy und stimulieren die B-
Zellen zur Bildung von Antikdrpern der Klasse 1gG und IL-4, welches einen

Immunglobulin-Klassenwechsel der B-Zellen bewirkt.!

Thl7 Zellen produzieren IL-17, IL-21 und IL-22, induzieren die Produktion von IL-6,
IL-8, Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (G-CSF) und Prostaglandine E; und
wirken proinflammatorisch, indem sie neutrophile Granulozyten aktivieren.'® Sie
exprimieren den Chemokinrezeptor CCR6 und den Transkriptionsfaktor RORyt.6 Bei
Patienten mit unbehandelter Rheumatoider Arthritis (RA) zeigten sich erhohte Anteile
von Ty17 Zellen im peripheren Blut und in der Synovialfliissigkeit.® Die Anwesenheit
dieser Zellen in der Synovialfliissigkeit korreliert mit der Krankheitsaktivitat der RA.%’
Die Hauptaufgabe von T,17 Zellen besteht in der Abwehr extrazelluldrer Bakterien und
Pilze'? Tyl und Tu17 koénnen in der Inflammation von T-Zell-mediierten

Autoimmunerkrankungen involviert sein.!

Die regulatorischen T-Zellen (Tyg) produzieren inhibitorische Zytokine wie IL-10 und
TGF-B und wirken somit antiinflammatorisch." Tregs sind im Rahmen der peripheren

Lymphozytenhomdostase an der Regulation von Immunantworten involviert.*

1.1.2 Zytokine

Zytokine spielen in der Pathogenese der Rheumatoiden Arthritis (RA) eine zentrale

Rolle? Aktivierte T-Zellen proliferieren und stimulieren die Bildung pro-
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inflammatorischer Zytokine, wie TNFa und IL-6, die in der Folge dann zu Synovitis

und Gelenksdestruktion fiihren.®

TNFo fordert eine verstarkte Zytokinproduktion und Chemokin-Expression von
Immunzellen, erhoht verschiedene endotheliale Adhdsions-Molekiile, fiihrt zur
Forderung der Neoangiogenese, zur Unterdriickung der regulatorischen T-Zellen und
spielt ebenso eine Rolle bei der Schmerzentstehung.” TNFa zahlt zu einem Hauptziel
der neuen Therapieansatze, da dessen Blockade auch zu verminderten pro-
inflammatorische Zytokinproduktionen von IL-1, IL-6 und IL-8 fiihrte.'

IL-6 fuhrt zur verstarkten Aktivierung von Leukozyten und Antikorper-Produktion und
zu verschiedenen systemischen Effekten, wie Anstieg von Akute-Phase-Proteinen,
Anamie und kognitiven Defiziten.” Die IL-1 Familie ist ebenfalls stark mit der
Inflammation bei der RA assoziiert.” Sie aktivieren ebenfalls Leukozyten, aber auch

Endothelzellen sowie Chondrozyten und Osteoklasten.®

IL-17, welches 1993 unter dem Namen CTLA-8 entdeckt wurde, besitzt eine so andere
Aminosaure-Sequenz, dass es zu keiner anderen Zytokinfamilie zuzuordnen ist.® In das
damals bestehende Modell aus Tn1- und Tp2- Zellen konnten die IL-17 produzierenden
Zellen nicht eingeordnet werden und fuhrten so zur Entdeckung der
proinflammatorischen Tp17 Zellen.®!! Interessanterweise zeigte sich, dass es durch
TNFa zu einem additiven Effekt bei der Induktion von IL-6 durch IL-17 kam.® Durch
diese Rolle in der Induktion von proinflammatorischen Zytokinen wird IL-17 als einer

der bedeutendsten Protagonisten in der Pathogenese der RA angenommen.®*?

Interferone (IFN) sind eine Proteinfamilie mit drei Haupttypen: I, 1l und 111.%3
Interferone haben eine vielféltige Rolle bei der Abwehr von Viren und Bakterien,
Kanzeroprotektion und Regulation der Effektor-Zellen in der angeborenen und
erworbenen Immunitat.* Es wird vor allem von T- und NK-Zellen gebildet, zu
kleineren Teilen von B-Zellen, Makrophagen und dendritischen Zellen.®* In der
Pathogenese von Autoimmunerkrankungen, insbesondere systemischen Erkrankungen,
spielen die Interferone eine bedeutende Rolle.”® Es ist bekannt, dass vor allem die

Interferone der Gruppe | bei diesen Erkrankungen die Hauptrolle spielen, begriindet auf
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der Beobachtung, dass es in peripheren Blutzellen viele Gene gibt, die durch Typ | aber
auch Typ Il Interferon induziert werden.™® Durch diese tiberlappende Beeinflussung von
Genexpressionen der peripheren Blutzellen ist ersichtlich, warum eine Festlegung auf
ein verursachendes IFN bisher nicht gelungen ist.”® In verschiedenen Studien zeigte
sich, dass das Interferon II, IFN v, bei autoimmunen Prozessen wie RA und Multiple
Sklerose nachhaltig zu der Entstehung und den Schweregrad der Erkrankung beitragt.*®
Die Serumkonzentration von IFNy korrelierte in Studien mit systemischen Lupus
erythematodes (SLE) Patienten mit der Krankheitsaktivitat.™

1.1.3 Definition

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine T-Zell-mediierte Autoimmunerkrankung mit
einer Pravalenz von 0,5-1% in der Bevolkerung, die Frauen 3-4-mal haufiger betrifft als
Manner.***® Sie ist charakterisiert durch persistierende Synovitis, systemische
Inflammation, Bildung von Autoantikérpern wie Rheumafaktor und Antikorper gegen
zyklisch citrullinierte Peptide (ACPA), Arthritis von funf und mehr Gelenken und
Gelenksdestruktion, welche unbehandelt zu schwerster koérperlicher Einschrankung

fihre, 2718

1.1.4 Atiopathogenese

Bei der RA spielt die Anwesenheit von Autoantikrpern eine wichtige Rolle und
fungiert auch als Diagnosekriterium, womit das spezifische erworbene Immunsystem
im Hauptfokus der Krankheitsentstehung steht.® Eine wichtige Rolle scheinen Tyl und
Thl7 T-Zellen in der Atiopathogenese der Erkrankung zu besitzen.® Sie haben eine
proinflammatorische Potenz und verschieben das T-Zell-Gleichgewicht in Richtung
Inflammation.’ T-Zellen aktivieren CD20+ B-Zellen und fihren zur Bildung

autoaggressiver Antikorper.®

Die Ursachen zur Entstehung der RA sind noch immer Inhalt zahlreicher Forschungen.

Es wird ein Zusammenspiel multifaktorieller Ursachen angenommen, die sich aus

genetischen Faktoren und triggernden Umweltfaktoren zusammensetzen.® In

Zwillingsstudien konnte gezeigt werden, dass der RA genetische Ursachen zugrunde

liegen missen.®® Die Assoziation zu dem HLA-DRB1 Gen bei Rheumafaktor-
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seropositiven RA Patienten war schon langer bekannt.® Ob ein molekulares Mimikry zu
mikrobiellen Antigenen oder eine verénderte Affinitat der T-Zellen zu den Proteinen die
autoimmune Antwort weiter fordert, sind Gegenstand aktueller Forschung und
Diskussion.’ Patienten mit bestimmten HLA-Typen, wie das HLA-DR4 Allel, zeigten in
Kombination mit bronchialem Stress, wie z.B. durch Rauchen, ein erhéhtes Risiko fir
die Entwicklung einer RA.° Der Verlust der eigenen Toleranz gegeniiber neuen
Epitopen flhrte zur Bildung von Antikérpern gegen zyklisch citrullinierte Peptide
(ACPA).° Die Beteiligung von Immunkomplexen nach Infektionsereignissen mit u.a.
Epstein-Barr-Virus (EBV), Zytomegalievirus (CMV) oder Escherichia coli (E.coli) an
der Entstehung, ist als alleiniger Ausloser heute nicht mehr haltbar, aber eine Art des
molekularen Mimikry ist nach wie vor vorstellbar.®?® Die Bildung von
Immunkomplexen wahrend einer Infektion triggert die Entstehung von Rheumafaktoren
(RF).° RF sind hochaffine Antikérper gegen den Fc Teil der Immunglobuline.® Als
weitere mogliche Einflussfaktoren gelten auch Parodontitis und das gastrointestinale
Mikrobiom.® Autoantikérper wie RF und ACPA sind haufig bereits vor klinischer
Manifestation im Serum zu finden® und erhielten daher auch Einzug in die RA-
Diagnosekriterien des American College of Rheumatology (ACR)?, siehe (s.) Tabelle
1.

1.1.5 Klinische Erscheinung

Das erste Zeichen der RA ist meist die Arthritis mit schmerzhafter Gelenkschwellung
und Entziindungszeichen.** Ein néchtliches Beschwerdemaximum und eine
Morgensteifigkeit >30 min mussen zuséatzlich gegeben sein, um den Schmerz gegeniiber
einer Arthralgie abzugrenzen.* Erst die Kombination dieser Merkmale wird als
arthritischer Symptomenkomplex definiert.* Typisch ist auch der symmetrische Befall
der Metokarpophalangeal (MCP)-, proximalen Interphalangeal- (PIP) und
Metotarsophalangeal-Gelenke.'* Es konnen erhdhte Entziindungsparameter wie C-
reaktives Protein (CRP) und Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) vorliegen, sowie
spezifische  Antikorper gegen zyklisch citrullinierte Peptide (ACPA) und
Rheumafaktoren.** Zur Darstellung des Gelenks werden Réntgenaufnahmen der Hande

und FiiRe angefertigt, um mdgliche Zeichen der Gelenksdestruktion zu detektieren. 4
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1.1.6 Diagnosekriterien

Da Dbesonders die frihzeitige Behandlung vor Beginn der Gelenksdestruktion
entscheidend ist, aber diese Friihphase der Erkrankung mit den bisherigen bildgebenden
Verfahren besonders schwer erfassbar ist, wurden 2010 neue Klassifikationsmerkmale
vom American College of Rheumatology (ACR) verdffentlicht, die diese Frihphase

inkludieren soll, s.Tab.1.%

Tab. 1: ACR Kriterien zur Diagnosestellung der Rheumatoiden Arthritis [modifiziert nach?]

Welche Gruppe/Patienten e mind.1 Gelenk mit gesicherter Synovitis (Schwellung)
sollen getestet werden? e Die Synovitis kann nicht durch andere Erkrankungen besser erklart werden
Punkte 0 1 2 3 5
1-3 4-10
Gelenk- 1 2-10 kleine Gelenke kleine Gelenke >10 Gelenke,
A Beteiligun groRRes grolRe (mit oder ohne (mit oder ohne davon mind. 1
eung Gelenk Gelenke Mitbeteiligung Mitbeteiligung kleines Gelenk
groRer Gelenke) groRer Gelenke)
Serglogle RF negativ Niedrig-pos. RF Hoch-pos. RF oder
B (mind.1 und oder Hoch-pos. ACPA
Testergebnis) ACPA negativ Niedrig-pos. ACPA pos.
c Akute-Phase- Normales CRP | Erhohtes CRP oder
Proteine und BSG BSG
D| Symptomdauer <6 Wochen >6 Wochen

Ein Punktewert von >6/10 darf zur Diagnose einer gesicherten RA fiihren.?
Die Strategie besteht in der friihen aggressiven Therapie und friihzeitigen Eskalation bei
Nichtansprechen, um Langzeitfolgen wie Invaliditét, systemische Komplikationen und

frithen Tod zu minimieren.®

1.1.7 Aktivitatsindizes

Das Ziel der Behandlung liegt immer im Erreichen der Remission bzw. eines niedrig
aktiven Krankheitsniveaus.”® Remission ist definiert als Disease Activity Score 28
(DAS28) <3,2, Clinical Disease Activity (CDAI) <10 und Simplified Disease Activity
(SDAI) <11.%

DAS 28 steht fiir einen Krankheits-Aktivitatsscore und 28 fir die 28 Gelenke, die dabei
untersucht werden.”*% Es ist eine Abwandlung des DAS 44, bei dem 44 Gelenke

untersucht wurden.?**® Neben der Untersuchung auf Anzeichen der Entziindung der
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Gelenke, flieRen auch Entziindungswerte wie CRP und BSG und Bildgebung mit ein.?*
2> Ebenso flieRt eine Einschatzung des Patienten zur subjektiven Krankheitsaktivitat

2325 Man kann Werte zwischen 0-10

mittels einer visuellen Analogskala ein.
erreichen.?? Eine niedrige Krankheitsaktivitat liegt bei DAS 28 Werten <3,2 vor.>?
Bei Werten zwischen 3,2-5,1 spricht man von einer mittleren, bei Werten tber 5,1 von

hoher Krankheitsaktivitat.?>?°

Beim Clinical Disease Activity Score (CDAI) werden 14 Gelenke auf Klinische
Entziindungszeichen hin untersucht.”® Eine durch den Patienten selbst vorgenommene
Einteilung zur Krankheitsaktivitat flieRt in die Gesamtbewertung mit ein.?® Es kénnen
Werte zwischen 0-76 erreicht werden, Werte zwischen 0-2,8 klassifizieren die
Remission (bei alleiniger Betrachtung des Tests), Werte von 2,9-10 eine moderate
Krankheitsaktivitat, Werte von 10,1-22 eine mittlere und Werte von 22,1-76 eine hohe

Krankheitsaktivitat.?

Beim Simplified Disease Activity Score (SDAI) handelt es sich um eine Mischung von
DAS 28 und CDAI? Es werden ebenfalls 14 Gelenke untersucht und beurteilt, eine
durch den Patienten selbst vorgenommene Einteilung zur Krankheitsaktivitat und der
CRP-Wert werden beriicksichtigt.”® Man erhalt Werte zwischen 0-86. Ein Wert
zwischen 0-3,3 kennzeichnet (als alleiniger Test) die Remission, Werte zwischen 3,4-11
bezeichnen eine niedrige, Werte zwischen 11,1-26 eine mittlere und Werte von 26,1-86

eine hohe Krankheitsaktivitat.?

1.1.8 Begleiterkrankungen

Die systemischen Erkrankungen fuhrt man auf kombinierte Veranderungen bei
persistierenden inflammatorischen Vorgéngen zurlick, die mittels Zytokinen (TNFao/
IL-6), Akute-Phase-Proteinen und Immunkomplexen und verdnderten Lipiden eine
GefaBvulnerabilitat und Destabilisierung von Plaques bewirken.® Die erhohte Rate an
kardiovaskularen Erkrankungen wie Myokardinfarkte, zerebrovaskulare Ereignisse und
Herzinsuffizienz, die fir eine eingeschrénkte Lebenserwartung an RA erkrankten
Patienten verantwortlich sind, sind moglicherweise das Resultat eines sog.

Inflammatorischen metabolischen Syndroms.®® Diese erhohte Rate war nicht durch
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andere Risikofaktoren, Glukokortikoid-Einnahme oder genetische Faktoren zu
erklaren.?® Desweiteren fanden sich auch zentralnervise Begleiterkrankungen (chron.
Fatigue-Syndrom und reduzierte kognitive Fahigkeiten), hepatische Auffélligkeiten
(erhdhte Akute-Phase-Protein-Spiegel und Anamie), inflammatorische und fibrotische
Lungenerkrankungen und eine Beteiligung von Muskeln und Knochen.® Eine weitere

Risikoerhdhung zeigte sich auch fiir Lymphome, vor allem fiir Hodgkin-Lymphome.*’

1.2 Behandlungsmodelle der Rheumatoiden Arthritis
1.2.1 Disease-modifying antirheumatic drugs

Die medikamentdse Behandlung umfasst nicht-steroidale  Antiphlogistika,
Glukokortikoide und disease-modifying antirheumatic drugs (sog. DMARDs).?* Hier
werden synthetische DMARDs (=sDMARD) von biologischen DMARDs (=bDMARD)
unterschieden.” Die synthetischen DMARDs umfassen z.B. Methotrexat, Leflunomid,

Sulfasalzin und Hydroxychloroquin.?® Die bDMARDSs umfassen die Biologika.?*

Die Empfehlungen zur Therapie beinhalten zundchst die synthetischen DMARDs, die
die Krankheitszeichen und Symptome, das Voranschreiten der Beeintrachtigungen im
Berufsalltag und der Lebensqualitat sowie die Destruktion der Gelenke und die

Inflammation verringern und verzégern sollen.?®

Eine Therapie wird meist als Kombination mehrerer SDMARDs empfohlen, die
Indikation flir den Einsatz von Biologika wird bei mangelnder Effektivitat der

klassischen Therapie gestellt.

1.2.2 Methotrexat

Methotrexat (MTX) gehort zur Gruppe der DNA-Hemmstoffe und fungiert als
Folsaure-Antagonist.”> Es hemmt reversibel die Dihydrofolat-Reduktase (DHFR) und
bewirkt eine gehemmte Purin- und Pyrimidin-Synthese, was somit die DNA-Synthese
und damit die Zellproliferation hemmt.?® Die Einnahme von Folsaure oder Folinsaure
10 mg/Woche nach der Gabe von Methotrexat wird empfohlen und soll zur Reduktion
der Nebenwirkungen beitragen.®® Die Wirkung bei der RA soll auf einer Inhibition der

Zellproliferation, u. a. auf die schnell proliferierenden Lymphozyten, und einer
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Erhohung der Adenosin-Konzentration im entziindeten Gewebe beruhen.***" Adenosin

soll die anti-inflammatorische Wirkung vermitteln und kumulieren.?*

Methotrexat ist das Medikament der ersten Wahl bei der Behandlung der RA.* Es wird
am haufigsten verwendet, hat ein gutes Kosten-Nutzen-Verhéltnis und kann als
Monotherapie aber auch in Kombination mit Biologika verwendet werden.** Meist ist es
als Monotherapeutikum nicht ausreichend wirksam und wird daher sehr haufig in
Kombination mit anderen DMARDs verwendet.** Man verwendet es in Dosierungen
zwischen 7,5 mg und 30 mg/Woche, eine individuelle Anpassung anhand der klinischen

Wirksamkeit wird empfohlen.®® Es kann subkutan (s.c.) oder oral appliziert werden.*

1.2.3 Biologika

Aktuell sind neun Biologika zur Therapie der RA auf dem Markt verfugbar, sieben
davon sind Inhibitoren von pro-inflammatorischen Zytokinen [TNFa, IL-1,IL-6], zwei
greifen direkt an T- oder B-Zelle an.'® Aktuell erhalten etwa 30% der RA Patienten eine
Monotherapie mit einem Biologikum.!” Man unterteilt die Biologika in Non-TNF und
Anti-TNF, s.Tab.2."®

Tab.2: Ubersicht tiber aktuell verwendete Biologika in der Behandlung der RA. [modifiziert nach® ]

Anti-TNF Zielstruktur

Adalimumab Losliches TNF

Etanercept Losliches TNF

Infliximab Losliches und gebundenes TNF
Certolizumab-pegol TNF

Golimumab Losliches und gebundenes TNF
Non-TNF

Rituximab CD20 der B-Zellen

Tocilizumab Losliches und gebundener IL-6 Rezeptor
Abatacept CD 80/86 der T-Zellen
Anakinra IL-1 Rezeptor Antagonist

1.2.4 Tocilizumab

Tocilizumab ist ein seit 2010 auf dem Markt erhéltlicher humanisierter rekombinanter
monoklonaler Antikorper, der geléste und membrangebundene IL-6 Rezeptoren bindet.?
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Er wird intravends in der Dosierung von 4 mg/kgKG vierwdchentlich und 162 mg s.c.
im Wechsel zur i.v. Gabe verabreicht.®*® Er ist fiir Behandlung der RA zugelassen und
eignet sich fur Patienten, bei denen die SDMARDs keine ausreichende Remission
erreichen.® Tocilizumab kann als Monotherapie oder in Kombination mit Methotrexat
(MTX) eingesetzt werden.® Es kénnen Remissionsraten von 35,1% erzielt werden.? Die
haufigsten Nebenwirkungen sind Infektionen, gastrointestinale Beschwerden,
Kopfschmerzen, erhohte Leberwerte und Blutbildveranderungen.® Bei multimorbiden
Patienten gab es ein erhohtes Risiko fir gastrointestinale Perforationen,

opportunistische Infektionen und Tuberkulose.?

1.2.5 Adalimumab, Etanercept, Infliximab

Adalimumab ist der erste komplett humane monoklonale Antikorper gegen TNF.'® Er
wird subkutan injiziert und hat mit 13 Tagen eine langere Halbwertszeit als Etanercept
mit durchschnittlichen 4 Tagen, was ein langeres Intervall der Applikation erméglicht.®
Etanercept ist ein Rezeptormolekil fiir TNF, das mit einem Fc Teil fusioniert wurde.™®
Infliximab, ein weiterer TNF Inhibitor, ist ein chimérer monoklonaler Antikérper gegen

TNF.1°

TNF und der TNF Rezeptor (TNFR) werden vor allem von Zellen des Immunsystems
exprimiert.®*® Eine Aktivierung durch ihren Liganden bewirkt Zellproliferation,
Differenzierung und Uberleben der Zelle.*® Dies fiihrt zu der wichtigen Rolle von TNF
bei der normalen Immunabwehr von Infektionen und der Kontrolle von Inflammation
und der Organogenese der sekundar lymphatischen Organe.®® Auf der anderen Seite
spielt eine Dysregulation des TNF/TNFR Systems eine entscheidende Rolle bei
chronischen und exazerbierten inflammatorischen Erkrankungen und septischen
Schocksyndromen.® Verschiedene Studien haben die wichtige Rolle von TNF und
TNFR bei der Gruppe der Autoimmunerkrankungen gefestigt.*® Eine Blockade von
TNF oder TNFR bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis zeigt eine drastische Senkung
der Krankheitsaktivitdt und flhrt teilweise zu einer vollstandigen Remission, die

allerdings nach Beendigung der Therapie oftmals rezidiviert.*®
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1.2.6 Rituximab

Rituximab gehort zu der Gruppe der Zell-gerichteten Antikorper.’ Er ist ein chimarer
humaner/muriner monoklonaler Antikorper, der gegen CD20 gerichtet ist, ein Protein
das nur auf B-Zellen exprimiert wird.® Die Wirkung von Rituximab geht mit einer B-
Zell Depletion und dazugehoriger Inhibition der Autoantikérperbildung einher.*® Es
zeigte sich auch, dass Rituximab bei seropositiven Patienten einen besseren Effekt
erzielte als bei seronegativen und so ist diesem Préparat bei seropositiver RA der
Vorzug zu geben.®® Rituximab wird bei Versagen von Anti-TNF Biologika eingesetzt
und erzielt gute Remissionswerte.? Rituximab gilt als Zweitlinientherapeutikum der RA
und wird oft in Kombination mit Methotrexat verwendet, ist aber auch als
Monotherapeutikum einsetzbar.? Die Dosierung betragt 1000 mg intravenés in 2
Zyklen im Abstand von 15 Tagen.® Bei Wiederauftreten rheumatischer Beschwerden
wird ein erneuter Zyklus durchgefiihrt.® Besondere Nebenwirkungen waren die
Reaktivierung von okkulten Hepatitis B Infektionen, opportunistischen Infektionen
sowie das Auftreten der progressiven mutifokalen Leukenzephalopathie (PML), dies
vor allem bei immunsupprimierten Patienten.® Rituximab fihrt bei mehrmaligen Gaben

zu einer 19gG Reduktion, was das Risiko fir bakterielle Infektionen ebenfalls erhoht.?

1.2.7 Infektionsrisiken

IFNy und TNFa spielen beide eine wichtige Rolle bei der Abwehr und Bewaltigung von
Virusinfektionen.*” Beide aktivieren und rekrutieren Makrophagen, NK-Zellen, T-
Zellen und antigenprésentierende Zellen (APC), sodass eine Depletion von TNFa und
IFNy eine Neuinfektion oder Reaktivierung von Virusinfektionen begiinstigen kénnte.*’
In mehreren Studien zeigte sich ein erhohtes Risiko fir Herpes Zoster Erkrankungen bei
RA Patienten, die mit einem TNFa Blocker behandelt wurden.®’” Ein erhdhtes
Infektionsrisiko flr &ltere RA Patienten unter jeglicher DMARDs Behandlung ist
ebenfalls beschrieben.®® Eine Assoziation zwischen TNFa Antagonisten und Infektionen
wie Tuberkulose und anderen, meist viralen, opportunistischen Infektionen ist vielfach

bestatigt, deren Ursache aber noch nicht schlussendlich belegt.*’
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1.3 Varizella-Zoster-Virus
1.3.1 Viruseigenschaften

Das Varizella-Zoster-Virus (VZV) gehort zur Gruppe der Herpesviridae, im speziellen
zur Untergruppe Humanes Herpesvirus-3 (HHV-3) der Alphaherpesviren®, s.Tab.3.
Alle humanen Herpesviren haben die Eigenschaft, dass sie latente Infektion des
Menschen verursachen kénnen.®* HHV-3 gehért zur Gruppe o, dies ist ein neurotropes

Virus, das sensorische Ganglien befallen und dort persistieren kann.*

Der VZV kann eine erneute Infektion hervorrufen, dessen Reaktivierung stark vom

Status der aktuellen zelluldren Immunabwehr abhangt.*°

Tab. 3: Ubersicht iiber die humanen Herpesviren [modifiziert nach *']
. . Unter- .
Virus Eigenname Assoziierte Erkrankungen
gruppe

Herpes-simplex-Virus 1 | HSV 1 o Herpes simplex

Herpes-simplex-Virus 2 | HSV 2 a Herpes genitalis

Humanes Herpesvirus 3 | Varizella-Zoster-Virus (VZV) o Varizellen, Zoster

Humanes Herpesvirus 4 | Epstein-Barr-Virus (EBV) v Infektiose Mononukleose

. o Neonatale Infektionen,

Humanes Herpesvirus 5 | Zytomegalievirus (CMV) B . L
Chorioretinitis

Humanes Herpesvirus 6 B Exanthema subitum

Humanes Herpesvirus 7 B Exanthema subitum

Humanes Herpesvirus 8 v Kaposi-Sarkom

Eine Varizellen Erkrankung hat eine Durchseuchungsrate von (ber 90% der unter 17-

jahrigen.*® Diese Zahlen betreffen die Populationen vor Entwicklung des Impfstoffes.*

1.3.2 Erkrankung

Eine meist Kindliche Infektion mit dem Varizella-Zoster-Virus verlauft als
Windpockenerkrankung und findet sich vor allem in den kihlen Wintermonaten.*?

Meist betroffen sind Kinder zwischen 1-9 Jahren.*’ Die fieberhafte Erkrankung zeigt
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sich durch ein makulopapuldses, stammbetontes Exanthem mit stark juckenden
Blaschen in verschiedenen Abheilungsstadien und eventuell auftretender mukosaler
Mitbeteiligung.** Meist treten begleitend milde Allgemeinsymptome wie Fieber,

Kopfschmerz, Krankheitsgefiihl und Inappetenz auf. +2

Die Diagnose kann anhand des typischen Exanthems gestellt werden, eine Sicherung
der Diagnose durch Serologie, Kultur oder PCR sollte schweren Verlaufen vorbehalten
bleiben.*?

1.3.3 Komplikationen

Komplikationen kdnnen durch die VVZV-Infektion selbst oder durch eine bakterielle
Superinfektion entstehen.”  Am haufigsten sind  Superinfektionen mit R-
hamolysierenden Streptokokken der Gruppe A oder Staphylococcus aureus.*? Invasive
Infektionen wie Pneumonie, Arthritis, Osteomyelitis, Sepsis, Vaskulitis oder
Meningoenzephalitis  kénnen  lebensbedrohlich  verlaufen.**  Insgesamt  sind
Komplikationen bei immunkompetenten Patienten aber selten und schwere Verlaufe

treten nur in <2:100.000 Fallen auf.*?4®

Bei immunsupprimierten Patienten kommt es dagegen schneller zu einer generalisierten
Erkrankung.**** Die Hauterscheinungen bleiben langer bestehen, werden groRer als bei
immunkompetenten und sind &fter hamorrhagisch.*?> Es treten haufiger Virus-

Pneumonien und eine disseminierte intravasale Gerinnung (DIC) auf. ***

1.3.4 Behandlung

Die Erkrankung verlauft meist milde und selbstlimitierend und die Behandlung wird
rein symptomatisch empfohlen.*> Ausreichende Hydrierung und lokal aufgetragene
Zink-Lotionen lindern oft schon einen groRen Anteil an Beschwerden.*’ Die
Behandlung der Allgemeinsymptome mit nicht-steroidalen Antiphlogistika wird kritisch
diskutiert, moglicherweise kommt es geh&uft zu nekrotisierenden Weichteilinfektionen
und generalisierten invasiven Streptokokken-Infektionen.***“® Jedoch konnten sich in
42,45,46

mehreren  Studien  keine eindeutigen  Ergebnisse  aufzeigen lassen.

Acetylsalicylséure ist bei Kindern aufgrund der Assoziation zum Reye-Syndroms
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kontraindiziert.*” Bakterielle Superinfektionen machen regelméRig den Einsatz von

Antibiotika notwendig.*?

Eine Therapie mit antiviralen Substanzen wie Aciclovir sollte in schweren
komplikationsreichen Verlaufen eingesetzt werden.*> Aciclovir wird intravends in den
ersten 72 h der Infektion injiziert in einer Dosierung von 1500 mg/m2/d bei Kindern und
30 mg/kgKG/d in 3 Dosen bei Erwachsenen.*** Da Aciclovir renal eliminiert wird,
muss stets an eine ausreichende Flissigkeitszufuhr gedacht werden.” In schweren
Verlaufen mit fehlendem Ansprechen auf Aciclovir kann mit dem Verdacht der
Resistenz eine Therapie mit Foscarnet unternommen werden, dies erfolgt in der

Dosierung von 200 mg/kgKG/d in 3 Dosen.*?

Bei gesunden Kindern zeigte der Einsatz von Aciclovir eine Reduktion der
Krankheitsdauer um einen Tag, jedoch keine Abnahme der Komplikationsrate, sodass
es keine Empfehlung zum generellen Einsatz bei immunkompetenten Kindern und

mildem Verlauf gibt. *?

1.3.5 Zoster Erkrankung

Die Reaktivierung des neurotropen Virus stellt sich als neurokutane Erkrankung dar,
genannt Herpes Zoster (Giirtelrose).* Das Risiko einer spontanen Reaktivierung bei
Gesunden betragt 20-30%.°%°* Risikofaktoren sind steigendes Lebensalter, verminderte
zellulare Immunabwehr, immunsupprimierende Medikamente, weibliches Geschlecht,
Malignome, Nierenerkrankungen und AIDS.*” In einem von einem Nerv versorgten
Hautareal (Dermatom) kommt es zu Schmerzen und einem blaschenartigen Exanthem.*
Superinfektionen sind auch hier eine haufige Komplikation.”® Als weitere haufige
Komplikation kann es zur postherpetischen Neuralgie kommen (PHN), die als
Schmerzpersistenz groRer 90 Tage definiert ist. “**° Die Schwere der Zoster Erkrankung
hangt vom Grad der Immunsuppression ab.>’ Nach einer Studie des Consortium of
Rheumatology Research of North America (CORRONA) von 2010 war die Herpes-
Zoster-Infektion mit 44% die hé&ufigste opportunistische Infektion unter den
opportunistischen Infektionen bei Patienten, die mit Methotrexat / TNF-Antagonisten
oder DMARDSs behandelt wurden. *°* Eine Studie von 2009 zeigte ein erhdhtes Risiko
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fur Herpes Zoster bei Patienten mit RA, die in Dosen fir mittlere und hohe
Krankheitsaktivitat behandelt wurden.®® Bei den TNFo-Blockern wiesen Etanercept
(Hazard Ratio (HR) 0,62) und Adalimumab (HR 0,53) ein niedrigeres Herpes Zoster
Risiko auf als Infliximab (HR 1,32).>* Dagegen zeigte eine andere Studie von 2009 das
beide monoklonalen Antikorper, Adalimumab und Infliximab, ein erhohtes Herpes

Zoster Risiko aufweisen.®”*°

Ein Zoster-Lebendimpfstoff, der den Oka-VZV-Stamm enthalt, wird zur Prévention von
Herpes Zoster und der postherpetischen Neuralgie bei Personen é&lter als 60 Jahre
empfohlen.>® Die Pravention von schweren Herpes Zoster Infektionen und der stark
Lebensqualitat beeintrachtigenden postherpetischen Neuralgie bei RA Patienten mit
dem Zoster-Lebendimpfstoff ist wegen der generellen Kontraindikation wvon
Lebendimpfungen bei pharmakologisch relevanter Immunsuppression Bestandteil

aktueller Diskussionen.®’

1.3.6 Pravention

Die Aktivimpfung mit dem Lebendimpfstoff gegen die primare Varizellen-Erkrankung
ist seit 2005 auf dem deutschen Markt und wird nach Empfehlungen der STIKO
gemeinsam mit der Mumps-Masern-Roteln Impfung zweimalig verabreicht, einmal
zwischen dem 11.-14. Lebensmonat und das zweite Mal zwischen dem 15.-23.
Lebensmonat.® Die Serokonversionsrate nach einmaliger Gabe des Impfstoffs liegt bei
>94%, bei zweimaliger Gabe >98%. >" Die Impfung kann bis zu 85% aller Varizellen-

Erkrankungen und bis zu 95% der schweren Verlaufe verhindern. *2

1.3.7 Immunantwort auf VZV

Die Immunantwort auf VZV setzt sich aus einer humoralen (Antikérper) und zelluléren
Komponente zusammen.”® Bei der humoralen Immunantwort spielt die Konzentration
der 1gG gegen VZV eine Rolle, aber auch die qualitative Bindungsfahigkeit der 19G
gegen VZV, die auch als Aviditat bezeichnet wird.®® Aviditat definiert dabei die
synergistische Bindungsstarke der Antikorper gegen das Antigen (Affinitat).® Die
Affinitatsreifung der Antikorper spielt sich im Rahmen einer klonalen Hypermutation
der B-Zell-Klone in Richtung hoch-affin bindender Immunglobuline ab.>® Dieser
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Prozess dauert nach dem Antikérper Kontakt einige Monate.”® Eine hohe Aviditét wird
mit einem relativen Aviditatsindex von >60% stark bindender Antikdrper definiert, eine
moderate mit 40-60% und eine niedrige mit <40%.°%*° Eine MaRzahl fiir protektive
Antikorperkonzentrationen fehlt bei VZV.***° Aus Untersuchungen bei Schwangeren
vermutet man, dass eine Antikorperkonzentration von VZV >100 Units/ml protektiv
gegen eine Reinfektion ist.”®

Die zellulare Immunitat gegen VZV wird vor allem tber zytotoxische CD8+ T-Zellen
aber auch Uber Helfer CD4+ T-Zellen vermittelt.®® Ein Riickgang der zellularen
Immunitat, z. B. im Rahmen von physiologischer Alterung des Immunsystems oder im
Rahmen von Immundefekten oder pharmakologischer Immunsuppression, ist mit dem
gehduften Auftreten von Herpes Zoster assoziiert.®*®? Bei der Reaktivierung von VZV
im Rahmen von Herpes Zoster durfte somit die zellulare Immunitat eine grofere

Bedeutung als die humorale Immunitat haben.®?

1.4 Rationale und Zielsetzung der Arbeit

Patienten mit RA zeigen mit einer Hazard Ratio (HR) von 1,91 ein deutlich erhdhtes
Risiko, eine Herpes Zoster Erkrankung zu erleiden als Gesunde.**®® Unter Antikérper-
Therapien wie mit Infliximab oder Adalimumab waren die Raten deutlich erhoht, im
Gegensatz zu Etanercept, der Schluss einer allgemeinen Risikoerhohung fir diese
Antikdrper-Therapien kann daraus aber nicht gezogen werden, da Langzeitstudien noch
fehlen und bisherige Fallstudien zu kleine Fallzahlen aufwiesen.®”*° Einige Studien
sagen, dass zwar erhohte Raten von Herpes Zoster Erkrankungen bei RA Patienten
vorkommen, diese aber weder unter Methotrexat noch unter Biologika Therapien erhoht
seien,® wohingegen Smitten et al. ein erhdhtes Risiko bei der Therapie mit bDMARDs
mit einer Odds Ratio (OR) von 1,54 fur eine Herpes Zoster Erkrankung
verdffentlichte.® Unter Therapie mit SDOMARDSs (wie Methotrexat) betrug die OR 1,37
fir eine Herpes Zoster Erkrankung.®® Die Therapie mit oralen Glukokortikoiden zeigte
unabhangig von der konkomitanten Therapie ein erhdhtes Risiko von Herpes Zoster

Erkrankungen bei RA Patienten.® Fir die Reaktivierung von VZV scheint daher vor
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allem die zelluldare Immunantwort gegen VZV eine groRere Rolle zu spielen, als die

Antikorper-vermittelte Immunitét.®

Diese Arbeit widmet sich der Fragestellung, inwieweit das Therapieregime der RA die
Immunantwort auf VZV verringert und damit das Risiko fir eine Reaktivierung des
VZV in Form von Herpes Zoster erhoht. Aus diesem Grund wird die zellulare
Immunantwort der Patienten unter Therapie mit Biologika oder Methotrexat auf
zellularer Ebene nach Stimulation mit VZV Antigen in vitro gemessen und ausgewertet.
Die RA Patienten werden dabei nach Medikamentengruppen (Methotrexat,

Tocilizumab, Adalimumab und Rituximab) stratifiziert.

Um die verschiedenen verfligbaren Therapeutika auch in ihrer Wirkung in der
Zellkultur zu simulieren, werden in vitro die den Therapeutika entsprechenden
Signalwege gehemmt und die Reaktion auf den VZV-Stimulus gemessen. Die
entsprechenden zelluldren Immunantworten werden nach Therapie und nach Zytokin-
Hemmung getrennt untersucht und ausgewertet. Dazu wird die intrazellulare
Zytokinproduktion der verschiedenen T-Zell-Subpopulationen bei RA Patienten sowie

gesunden Probanden gemessen und ausgewertet.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

Im Folgenden sind die im Projekt verwendeten Chemikalien, Reagenzien, Antikorper
und Zytokine tabellarisch aufgefiihrt.

2.1.1 Chemikalien
In Tab.4 sind alle verwendeten Chemikalien alphabetisch aufgefihrt.

Tab.4: Chemikalien

Produkt Hersteller Firmensitz
@Egl;wa Fresenius Kabi [B)i(: tl:czrlr;kr)‘lérg,
Bovines Serumalbumin Sigma-Aldrich St.Louis, USA
(BSA)

Brefeldin A Sigma-Aldrich St.Louis, USA
R-Mercaptoethanol Strategene La Jolla, CA, USA

Dimetyhlsulfoxid

(DMSO) Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland
Fetales Kalberserum Biochrom AG Berlin, Deutschland
(FCS)

FicoLite-H Linaris Wertheim-Bettingen,
(Human) Deutschland
lonomycin Sigma-Aldrich St.Louis, USA
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Natriumazid

Sigma-Aldrich

St.Louis, USA

Natriumchlorid 0,9%
(NaCl)

Fresenius Kabi

Hamburg, Deutschland

Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich St.Louis, USA
Phorbol-12-Myristat-13-

Acetat Sigma-Aldrich St.Louis, USA

(PMA)

Phosphatgepufferte

Salzlésung Gibco Darmstadt, Deutschland
(PBS) Tabletten

RNA Lyse Puffer . .

(RLT) Qiagen GmbH Hilden, Deutschland
Trypanblau Merck Darmstadt, Deutschland
2.1.2 Gerate

In Tab. 5 sind alle verwendeten Gerate aufgefihrt.

Tab.5: Gerate

Produkt Hersteller Firmensitz
Arbeitshank BSB 6A Gelaire Flow Meckenheim,

Labarotories Deutschland
Brutschrank

Typ B5060 EK-CO2

Heraeus

Hanau, Deutschland

Seite | 19



Einfriergefal Frosty Box

(Cryo Freezing Container)

Nalgene

Rochester, USA

FACS Canto Il

BD Biosciences

Heidelberg, Deutschland

Kuhlschrank -20°C

Typ Liebherr Comfort

Liebherr

Ochsenhausen,
Deutschland

Kuhlschrank -80°C

Thermo Electron
Corporation

Langenselbold,
Deutschland

Kuhlschrank 4°C Liebherr Ochsenhausen,
Deutschland

Liebherr Nr.12131 4

Mikroskop Wilovert S Hund Wetzlar, Deutschland

Neubauer Zahlkammer Neubauer Marienfeld, Deutschland

Pipetten

Eppendorf Research Plus

Hamburg, Deutschland

Pipettierhilfe Pipetboy Integra Fernwald, Deutschland
Vortex Retsch Haan, Deutschland
Wasserbad (Inkubationsbad) GFL Burgwedel, Deutschland
Zentrifuge Rortanta/K Hettich Tuttlingen, Deutschland
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Zentrifuge Universal 32R Hettich Tuttlingen, Deutschland

Zentrifuge Rotixa/ P Hettich Tuttlingen, Deutschland

2.1.3 Puffer und Medien
In Tab.6 sind alle verwendeten Puffer und Medien aufgefuhrt.

Tab.6: Puffer und Medien

Puffer

Zusammensetzung

Hersteller

Einfriermedium

RPMI 1640
10% DMSO
20% FCS

FACS Buffer

0,5% BSA (59)
0,01% Na-Azid
1 PBS Tablette

Fixation Buffer

BioLegend
San Diego, USA

Permeabilization
Wash Buffer (10x)

100 ml Wash Buffer
1000 ml Ampuwa

BioLegend
San Diego, USA

Phosphatgepufferte
Salzldsung
(PBS)

2 Tabletten PBS
1000 ml Ampuwa

RNA Lyse Puffer
(RLT)

10 ml RLT-Puffer

100 pl B-Mercaptoethanol

RPMI 1640

Sigma
St.Louis, USA
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2.1.4 Verbrauchsmaterial

In Tab.7 sind alle verwendeten Verbrauchsmaterialen aufgefunhrt.

Tab.7: Verbrauchsmaterial

Produkt Hersteller Firmensitz

Blutentnahme

Safety-Multifly-Set Sarstedt Nimbrecht, Deutschland

Blutrohrchen

S-Monovette

EDTA-K 2,7 ml Sarstedt Nimbrecht, Deutschland
Serum-Gel 4,7 ml

NH4-heparin 9 ml

Cellstar Falcon Tubes

Greiner Bio-One Frickenhausen,
50/15 ml Deutschland

Einfriergefal Frickenhausen,

Greiner Bio-One Deutschland

Cryo.S

FACS Rd6hrchen

BD Biosciences Heidelberg, Deutschland
Falcon
Pipettenspitzen Sarstedt Nimbrecht, Deutschland
Biosphere Filter Tips
Reaktionsgefdl Sarstedt Numbrecht, Deutschland
Safe Seal 2 ml
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2.1.5 Antikorper zur Oberflachenfarbung

In Tab.8 sind alle verwendeten Antikorper zur Oberflachenfarbung aufgefihrt.

Tab.8: Antikorper zur Oberflachenfarbung

Eigenschaft Farbe Klon Hersteller
Allophycocyanin BD Biosciences,
cD 4 + Cyanin RPA-T4 Heidelberg,
Deutschland
(APC-H7)
Peridinin- BD Biosciences,
CDs8 Chlorophyll-Protein  SK1 Heidelberg,
Deutschland
(PerCP)
Phycoerythrin Biol egend,
CD 28 - CD28.2
+ Cyanin San Diego, USA
(Pe-Cy7)
- : BioLegend,
CD45RO Brilliant Violet 421 UCHL1 |
(BV 421) San Diego, USA
: BiolLegend,
CD 69 Allophycocyanin EN5O0

(APC)

San Diego, USA
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2.1.6 Antikorper zur intrazellularen Farbung

In Tab.9 sind alle verwendeten Antikorper zur intrazellularen Farbung aufgefuhrt.

Tab.9: Antikdrper zur intrazellularen Farbung

Eigenschaft Farbe Klon Hersteller
Interleukin-1p Phycoerythrin AS10 BD_ Biosciences,
(IL-1B) (PE) Heidelberg,
Deutschland
in- i BioLegend,
ey Prycoen it gaass
San Diego, USA
Fluorescein- _
Interferon-y Isothiocyanat 45.83 Biolegend,
(FR) (FITO) San Diego, USA
Fluorescein- .
: BioL ,
Tumornekrosefaktor-a  Isothiocyanat MAD11 loLegend
(TNFa) (FITC) San Diego, USA

2.1.7 VZV-Lysat

In Tab.10 ist das verwendete Varizella-Zoster-Virus (VZV)-Lysat [Proteinkonzentration

10.41 mg/ml] aufgefiihrt. Dabei handelte es sich um VZV, die aus einer infizierten

Zellkultur gewonnen, durch Alkalin-Behandlung isoliert und durch Sonikation gereinigt

wurden.

Tab.10: Varizellen-Lysat

Eigenschaft Klon

Hersteller

Varizella-Zoster-Virus Order: BA 104VS

Lysat (VZV) Lot: AL04FIW

Virion/ Serion,

Wiirzburg, Deutschland
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2.1.8 Antikorper gegen Zytokine
In Tab.11 sind alle verwendeten Antikdrper gegen Zytokine aufgefuhrt.

Tab.11: Antikdrper gegen Zytokine

Eigenschaft Klon Hersteller

BioLegend,
Anti IL-1B H1b-27
San Diego, USA

BioLegend,
Anti IL-6 MQ2-13A5

San Diego, USA

BioLegend,
Anti IFNy MD-1

San Diego, USA

BioLegend,
Anti TNFa MAb11

San Diego, USA

2.1.9 Aviditat und lgG-Konzentration

In Tab.12 sind alle verwendeten ELISA-Kits zur Bestimmung der VZV-spezifischen

Antikdrperkonzentrationen und Aviditaten aufgefiihrt.

Tab.12: verwendete ELISA-Kits

Produkt Hersteller Firmensitz

lgG-Anti-VZV-ELISA Euroimmun Libeck, Deutschland

Anti-VZV Antikorper

Aviditits-ELISA Euroimmun Lubeck, Deutschland
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2.2 Methoden
2.2.1 Ethikvotum und Aufkléarung

Fur das Projekt lag ein gultiges Ethikvotum der Ethik-Kommission an der
Medizinischen Fakultat, Universitat Wirzburg (Nr. 239/10) vor. Alle Patienten und
Probanden wurden mundlich und schriftlich uber alle Aspekte des Projektes aufgeklart
und alle vorhanden Fragen zum Projekt beantwortet. Alle Teilnehmer erhielten diese
Informationen auch schriftlich als Mitnahmeexemplar. Die Einwilligung zur Teilnahme
am Projekt wurde schriftlich festgehalten. Das Projekt wurde entsprechend der
Deklaration von Helsinki 2011 durchgefuhrt.

2.2.2 Probanden

Die im Rahmen dieser Querschnittstudie eingeschlossenen Probanden waren alle
Patienten der Universitatsklinik fur Innere Medizin IlI, Rheumatologie und
Immunologie. Zum Patientenkollektiv zéhlten 43 Patienten mit Rheumatoider Arthritis
(RA) entsprechend der Definitionskriterien des American College of Rheumatology
(ACR)? als einziges Einschlusskriterium in die Studie. Ausschlusskriterien waren
Malignome,  Transplantation, h&matologische  Erkrankungen, — monogenetische
Syndrome, schwere Infektionen in den vorangegangenen drei Monaten, die zu einer
arztlichen Behandlung fiihrten, Transfusionen mit Blutprodukten, Administration von
intravendsen  Immunglobulinen  oder das Vorhandensein  von  schweren

behandlungsbediirftigen Allergien.

Die Patienten wurden entsprechend ihrer Therapie in eine Gruppe mit Biologika und
einer Gruppe mit Methotrexat-Therapie (10-15 mg/m2 Koérperoberflaiche einmal
wdchentlich p.o. oder s.c., maximal 25 mg/Woche) eingeteilt. Die Gruppe der Patienten
mit Biologika wurde weiter unterteilt in Patienten, die Adalimumab [Dosierung 40 mg
alle 2 Wochen s.c.], Tocilizumab [Dosierung 8 mg/kgKG intravends alle 4 Wochen]
oder Rituximab in den letzten sechs Monaten erhielten [Dosierung zweimalig 1.000 mg
intravends im Abstand von 14 Tagen, Abstand zur Blutentnahme mindestens 24
Wochen].
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Zum Kollektiv der gesunden Kontrollen z&hlten 10 immunologisch gesunde Personen
ohne akute oder chronische Erkrankungen und ohne dauerhafte Medikation, die beim
Betriebsarztlichen Dienst der Universitatsklinik rekrutiert wurden. Ausschlusskriterien
fir gesunde Kontrollen waren maligne  Erkrankungen,  Transplantation,
Glukokortikoidtherapie, immunsuppressive Therapie, hdmatologische Erkrankungen,
monogenetische Syndrome, Autoimmunerkrankungen, schwere Infektionen in den
vorangegangenen drei Monaten, die zu einer arztlichen Behandlung fihrten,
Transfusionen mit Blutprodukten, Administration von intravendsen Immunglobulinen

oder das Vorhandensein von schweren behandlungsbediirftigen Allergien.

Alle beteiligten Probanden wurden zur Anzahl vorangegangener Varizellen-Erkrankung
mit Erkrankungsjahr, Varizellen-Impfung mit Impfzeitpunkt und Hé&ufigkeit, sowie zu
einer durchgemachten Zoster-Erkrankung mit Erkrankungsjahr und Haufigkeit befragt
und das Ergebnis schriftlich festgehalten. Bei allen Patienten und Kontrollpersonen
wurde ein Blutbild mit Differenzierung angefertigt und wies fur alle in der Studie
beteiligten Patienten Normwerte auf, einschlieflich der in den Einschlusskriterien
definierten normwertigen Leukozytenzahlen. Bei den Probanden mit RA wurden nach
deren Einwilligung, zusatzliche Daten zu Erstdiagnosezeitpunkt, Nebendiagnosen,
Medikamente zur Therapie der RA, Medikamente aufgrund anderer Beschwerden,
Therapiedauer mit RA-spezifischen Medikamenten, Disease Activity Score (DAS 28)-
Wert, C-reaktives Protein (CRP)-Wert und Blutbild mit Differenzierung aus den
Arztbriefen entnommen. Die derzeit allgemein gultigen Datenschutzbestimmungen

wurden dabei eingehalten.

2.2.3 Blutentnahme

Zur Gewinnung der peripheren mononuklearen Zellen (PBMCs) aus dem peripheren
Blut, wurde eine ventse Blutentnahme mit heparinisierten Blutentnahme-Rohrchen
durchgefiihrt. Aus diesem Vollblut wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation
zuné&chst die peripheren mononukledren Zellen (PBMCs) separiert. Eine Untersuchung
des Differential-Blutbildes wurde im Labor der Universitats-Kinderklinik nach
Laborstandards durchgefiihrt. Die durch das Labor definierten Referenzbereiche wurden

angewendet.
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2.2.4 Serum

Zur Gewinnung des Serums wurde das Blutentnahme-Rohrchen bei 3.000
Umdrehungen pro Minute zentrifugiert und zu je 500 pl aliquotiert und bei -20°C

eingefroren.

2.2.5 Dichtegradientenzentrifugation, Einfrier- und Auftauprozedur

Mittels Dichtegradientenzentrifugation wurden die Leukozyten aus dem Vollblut
extrahiert. Dabei schichteten sich die verschiedenen Zellkompartimente entlang ihrer
Dichte in verschiedenen Phasen in der Lésung. Die Erythrozyten und Granulozyten
befanden sich am Boden des Roéhrchens, wahrend sich die Lymphozyten oberhalb der

Ficollphase als Ring absetzten.

Zur Durchfuhrung dieser Dichtegradientenzentrifugation wurde 10-20 ml Vollblut der
heparinisierten Rohrchen mittels 10 ml Glaspipette auf 10 ml Ficoll-Lésung in einem 50
ml Falcon Tube vorsichtig aufgeschichtet [Verhdltnis Ficoll:Blut max. 1:2]. Dann
wurde es fir 25 min bei 1.500 Umdrehungen pro Minute ohne Bremse bei
Raumtemperatur zentrifugiert, anschlieBend der sich nun gebildete weililiche
Lymphozytenring mittels Glaspipette abpipettiert und in ein neues 50 ml Falcon-Tube
uberfuhrt. Dieses wurde mit sterilem Aqua destillare auf 50 ml aufgefillt. Nun wurden
die Zellen fiir 10 min zentrifugiert und der Uberstand danach abpipettiert. Dann wurde
den Zellen 5 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer zugegeben und 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach dieser Zeit wurden 10 ml Medium RPMI/10% FCS hinzugegeben und

erneut zentrifugiert.

Die Zellen wurden dann in 5 ml Medium RPMI/10% FCS resuspendiert. Davon
entnahm man 10 pl und flgte 90 pl Trypanblau hinzu, um mittels Neubauer
Z&hlkammer je zwei GrofRquadrate auszuzahlen und den Mittelwert zu berechnen.
Diesen setzte man in folgende Formel ein:
Zellzahl x 10* x 10 x 5 = Zellzahl/5 ml um die Zellzahl zu erhalten. Danach
wurde erneut zentrifugiert, und die so gezahlten Zellen fir das weitere VVorgehen in der

gewiinschten Konzentration in Medium resuspendiert.
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Zur Asservierung und spéateren Bearbeitung resuspendierte man die Zellen in
Einfriermedium RPMI/20% FCS/10% DMSO. Dazu wurden je 5 Millionen Zellen pro
Milliliter in ein Cryordhrchen pipettiert und fir zwei Tage bei -80° C schonend
eingefroren, um dann in flissigem Stickstoff bei -196° C dauerhaft konserviert zu

werden.

Um die Zellen wieder aufzutauen, erwarmte man 10 ml Medium in einem 50 ml Falcon
Tube im Wasserbad. Die Zellen wurden kurz im Wasserbad erwdrmt und dann unter
sterilen Bedingungen tropfenweise in das Medium pipettiert. Die Zellen wurden nun 5
min bei 1.500 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Dann
wurden sie in 5 ml Medium resuspendiert und nach oben schon beschriebener Weise
gezdhlt. Dann konnte man sie in der gewinschten Zell-Konzentration in Medium
resuspendieren. Bei jedem Auftauvorgang musste man mit einem durchschnittlichen
Zellverlust durch Apoptose und Nekrose von ca. 30 % rechnen. Die Viabilitat der

Zellen wurde lichtmikroskopisch kontrolliert.

2.2.6 Stimulanzien

Als viraler Stimulus wurden Antigene des VZV verwendet. Es stand als Lysat aus
intrazellular vermehrten und dann extrahierten Kulturen der Firma Virion/Serion in

einer Stockldsung in einer Konzentration von 10.41 mg/ml zur Verfligung.

Als Blockade fiir die Zytokine wurden gereinigte monoklonale 1gG Antikorper gegen
IFNy, TNFa, IL-1B und IL-6 der Firma BioLegend verwendet. Diese Antikorper
banden und inaktivierten die Zytokine. Alle Reagenzien wurden streng nach

Herstellerangaben zubereitet, verwendet und gelagert, s. Tabelle 10 + 11.

2.2.7 Zellkultur/Varizellen-Lysat

Fur die Zellkultur wurde eine 96-Well Platte mit flachem Boden (F-Buttom) und RPMI
1640 mit 10 % FCS und 1 % Streptomycin/Penicillin als Medium verwendet. Die
Zellen wurden nach oben beschriebenem Verfahren aufgetaut und verwendet, zu je
300.000 Zellen pro 200 ul je Well. Daraufhin erfolgte die Zugabe von VZV-Lysat

Seite | 29



und/oder Antikdrpern gegen Zytokine oder Mediumkontrolle in dem in Tab.13

gezeigten Versuchsaufbau.

Tab.13: Versuchsaufbau mit Angabe des VZV-Stimulus und jeweils zugefligter Antikdrperreagenz.

Well VZV-Lysat Stimulus/Antikorper
[Konzentration] [Konzentration]

1 <

2 VZV [30 pg/ml] %)

3 VZV [30 pg/ml] o IL-6 [25pg/ml]

4 VZV [30 pg/ml] o TNFa [5 pg/ml]

5 VZV [30 pg/ml] alL-1b [10 pg/ml]

6 VzZV [30 pg/ml] o IFNy [50 ng/ml]

Die Platte wurde fur insgesamt 7 Tage bei 37 °C bei 5% CO, im Brutschrank inkubiert.
An Tag 1 und Tag 3 wurde jeweils erneut mit VZV-Lysat re-stimuliert, jeweils mit
einer Konzentration von 30 pug/ml. An Tag 3 und 7 erfolge eine lichtmikroskopische
Kontrolle der Zellviabilitat. An Tag 7 wurde die Platte zentrifugiert und 100 pl des
Uberstandes eingefroren. Dies wurde durch 100 pl neues Medium RPMI/10 % FCS
ersetzt. Dann wurden alle Wells mit Brefeldin A (BFA) [Konzentration: 5 pg/ml],
lonomycin (lono) [Konzentration: 0,5 pg/ml] und Phorbol-myristate acetate (PMA)
[Konzentration: 15 ng/ml] fiir 3 h bei 37° C inkubiert.

2.2.8 Oberflachen- und intrazellulare Farbung

Nach Ablauf dieser Inkubationszeit wurde die Farbung fur die flowzytometrische
Analyse durchgefiihrt. Es wurden die Oberflachenmarker CD4, CD8, CD69, CD28 und
CD45RO sowie intrazellular IFNy, TNFo, IL-1p und IL-6 gefarbt.

Es wurde immer eine ungefarbte Kontrolle mitgefuhrt.

Es gab zwei Férbeschemata, als A und B kategorisiert. Dazu pipettierte man jeweils die
Hélfte der Zellen in FACS-Ré6hrchen A, die andere Halfte in B. Farbeschema A
beinhaltete CD4 in APC/Cy 7, CD8 in PerCP, CD69 in APC, CD28 in PE-Cy 7 und
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CD45RO0 in BV 421, Interferon-y in FITC und Interleukin-6 in PE. Farbeschema B
beinhaltete dieselben Oberflachenfarbungen und die folgenden
Farbungen: TNF-a in FITC und Interleukin-1p in PE, s. Tab. 14.

intrazelluldren

Tab.14: Farbepanel A und B.

CD4 CD8 CD69 CD45R0O CD28 IFNy IL-6
APC/Cy 7 PerCP APC BV 421 Pe-Cy7 FITC PE
CD4 CD8 CD69 CD45R0O CD28 TNFa IL-18
APC/Cy 7 PerCP APC BV 421 Pe-Cy7 FITC PE

In jedes FACS Rohrchen kamen 1 ml FACS Puffer und 100 pl der Zellen (300.000
Zellen). Dann wurden zuerst die Oberflachenfarben hinzugegeben [CD4, CD8, CD69,
CD28], mittels Vortex Shaker vermischt und fur 30 min bei 4° C inkubiert. Dann
wurden die Zellen mit je 1 ml PBS gewaschen und bei 1.500 rpm zentrifugiert.
Dann wurden die Zellen, zur Fixation der Zytokine, in je 200 ul Cytofix resuspendiert
und fur 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte erneut ein Waschschritt mit
PBS wie oben beschrieben. Man resuspendierte die Zellen in 50 pul FACS Puffer und
fligte den Antikorper gegen CD45RO hinzu und inkubierte die Zellen erneut fiir 30 min
bei 4° C. Es folgte ein weiterer Waschschritt mit 1 ml Permeabilisierungspuffer. Nun
resuspendierte man die Zellen nun in 50 ml Permeabilisierungspuffer und gab die
Antikorper gegen IFNy und IL-6 in A und TNFa und IL-1B in B flr die intrazellulare
Farbung hinzu. AnschlieBend wurden die Zellen fir 30 min bei 4° C inkubiert und
erneut mit Permeabilisierungspuffer gewaschen. Die jetzt fertig gefarbten Zellen
resuspendierte man in 350 pl FACS Puffer. Fir den weiteren Ablauf des Messens

wurden die Zellen stets auf Eis gelagert.
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2.2.9 Durchflusszytometrische Analyse

Zur Messung wurde das Gerat FACS Canto Il (BD) verwendet. Zur Auswertung wurde
die Software FACS Diva (BD) verwendet.

Bei der Messung an einem Flowzytometer kommt es durch Aktivierung von
Fluorochromen zu einem Lichtsignal, das auch zu dem Begriff FACS (=fluorescence-
activated cell sorting) gefuhrt hat. Dabei werden die Zellen einzeln an einem Laserstrahl
vorbeigefihrt und die Zellen anhand der Streuung des Lichtsignals nach Grofie und
Granularitat und durch spezifisch gefarbte Marker mittels Fluoreszenzsignal aufgeteilt.
So wird jede Zelle durch ihre Fluorochrom-Férbung in eine Gruppe eingeordnet.

Die Streuung kann man in zwei Richtungen einordnen: das VVorwartsstreulicht (forward
scatter = FSC) zeigt die Streuung des Lichts im flachen Winkel und ist ein Mal} fur das
Volumen der Zelle, das Seitwartsstreulicht (sidewards scatter = SSC) zeigt die Streuung

des Lichts im steilen Winkel und ist ein Zeichen fiir die Granularitit der Zelle.®®

Trégt man also das FSC (x-Achse) gegen das SSC (y-Achse) auf, lassen sich mit diesen
beiden Parametern die Blutzellen bereits gut differenzieren. Kleine glatte Zellen ohne
Granula (z.B. Lymphozyten) zeigen sich links unten, grolRe granulierte Zellen wie

Granulozyten zeigen sich rechts oben.

Um weitere verschiedene Populationen differenzieren zu koénnen, versetzt man die
Zellen  mit  spezifischen  Farbstoffen die an  Zellbestandteile  binden
(Oberflachenbestandteile oder intrazelluldare Anteile). Nutzt man verschiedene
Farbungen, die durch unterschiedliche Wellenldangen detektiert werden, ist die

gleichzeitige Messung verschiedener Farbungen méglich.®®

Diese Populationen stellt man sich durch die Geréatesoftware in verschiedenen optischen
Varianten dar. Die Punkteauftragung (Dotplot) ist die h&ufigste Variante. Man stellt
zuerst die PBMCs aufgeteilt in FSC und SSC dar, s. Abb. 1
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Abb. 1: Durchflusszytometrie Bild von Lymphozyten (roter Kreis) und Monozyten (schwarzer Kreis). Es ist das SSC
gegen das FSC aufgetragen; man erkennt die Population der Lymphozyten im roten Kreis und die wenigen
Monozyten im schwarzen Kreis. Monozyten und Granulozyten sind kaum vorhanden, durch die vorherige Separation
mittels Dichtegradientenzentrifugation (Quelle: eigene Abbildung)

Nun kann man aus dieser Lymphozytenpopulation anhand der spezifischen Féarbungen
die CD4 (Helfer-T-Zellen) und CD8 positiven Zellen (zytotoxische T-Zellen), bzw.
mittels dem Aktivierungsmarker CD69 die aktivierten CD4 oder CD8 Zellen,
analysieren, abgrenzen und auf intrazellulare Zytokinproduktion hin untersuchen,
s.Abb. 2.
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Abb. 2: Durchflusszytometrisches Bild, CD4 und CD8 positive Zellen im FSC aufgetragen (Quelle: eigene
Abbildung)
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Nun kann man mittels spezifischen Farbungen, CD28 und CD45R0, die Populationen
von Effektor-, Naiven-, TEMRA- und Memory- T-Zellen darstellen. Definiert sind
CD45R0O-CD28- als TEMRA T-Zellen, CD45RO-CD28+ als naive T-Zellen,
CD45R0O+CD28- als Effektor T-Zellen und CD45RO+CD28+ als Memory T-Zellen,
s.Tab. 15, Abb.3.

Tab.15: T-Zell-Subpopulationen nach Oberflachenmarker
CD28 und CD45RO

Well_001-TubeB-CD 4+
Effektor T-Zellen CD45RO+ CD28- e
Memory T-Zellen CD45RO+ CD28+ Ehe
E ECD-&SRO*fCDQSV
Naive T-Zellen CD45RO- CD28+ g
”Ei CodsROCOI B
TEMRA T-Zellen CD45RO- CD28- I O —
K mCDZS PE-Cy7-A K K

Abb. 3: T-Zell-Subpopulationen als Dotplot
(Quelle: eigene Abbildung)

Die intrazelluldren Zytokinproduktionen von IL-6, IFN-y, TNF-a und IL-1f werden
durch spezifische Antikorper in differenten Farben dargestellt und mittels der

Oberflachenfarbungen zu den genauen T-Zelltypen zuordbar, siehe Tab. 15.

2.2.10 ELISA fur 1gG Konzentration und Aviditat

Von allen Probanden, von denen Serum vorlag, wurden mittels ELISA die VZV-
spezifischen lgG-Konzentrationen in IE/mL und die Aviditit RAI [relativer
Aviditatsindex] in % gemessen. Dazu standen kommerziell erwerbbare Testverfahren
zur Verfugung. Bei der Messung der Aviditat wurde ein adaptiertes ELISA-Verfahren
angewendet, bei dem die an das VZV-gebundenen Antikorper aus dem Serum mittels
eines Dissozianz (Harnstoff 1M) abgel6st werden. Gut bindende, d.h. hoch-affine
Antikorper, werden weniger haufig abgeldst, wie schlecht bindende, d.h. niedrig-affine
Antikorper. Dadurch ergibt sich ein Unterschied in der Messung der Optical Density
(OD) mit und ohne Harnstoff-Behandlung. Der relative Aviditatsindex (RAI) berechnet

sich aus dem Quotienten Antikérper-Konzentration mit Harnstoff durch die
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Antikorperkonzentration ohne Harnstoff multipliziert mit 100 und wird in Prozent (%)
angegeben. Ein willklrlich festgelegter Wert von RAI<40% von VZV-spezifischen
Antikorpern beschreibt eine niedrige Aviditat, ein RAI 40-60% eine moderate oder
mittel-hohe Aviditat, ein RAI>60% eine hohe Aviditat.>® Die Messung der VZV-
spezifischen 1gG-Konzentrationen im Serum der Probanden und die Ermittlung des
relativen Aviditatsindex (RAI) wurde mit Hilfe von MTA Fr. K.H6fner durchgefiihrt.

2.2.11 Statistische Datenauswertung

Zur Datenauswertung wurde SPSS Version 22.0 fur Windows von IBM (Chicago, IL)
verwendet. Fur die deskriptiven Auswertungen wurden jeweils Median, Mittelwert und

Standardabweichung berechnet.

Die Daten wurden hinsichtlich Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilks-Test
untersucht und zeigten sich nicht normal verteilt. Metrische, unverbundene Variablen
wurden mittels Kruskal-Wallis-Test bei Mehrgruppenvergleichen ausgewertet. Der
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe erfolgte fur jede Therapie-Gruppe mittels nicht
parametrischem Mann-Whitney-U Test. Die Benjamini-Hochberg-Korrektur wurde zur
Vermeidung eines Fehlers durch multiples Testen eingesetzt. Kategoriale Variablen

wurden mittels Chi-Quadrat-Test ausgewertet.

Die Korrelation zwischen Aviditat und IgG-Konzentration und der zellulédren
Immunantwort als auch dem Alter der Patienten wurde mittels Spearman-Rank-Test

ausgewertet.

Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,01 als sehr signifikant und auf p<0,05 als

signifikant festgelegt.
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3 Ergebnisse
3.1 Patientenkollektiv

In Tab.16. sind die Daten der an der Studie beteiligten Probanden enthalten. Es wurden
insgesamt 53 Patienten untersucht. Das mediane Alter lag bei 55 Jahren [MW: 55,06 +
SD 11,91]. In der Therapiegruppe der Tocilizumab behandelten Patienten mit insgesamt
20 Patienten, gab es 16 Patienten die keine Herpes Zoster Erkrankung durchgemacht
hatten und 4 mit einer Herpes Zoster Erkrankung in der Vergangenheit. In der
Methotrexatgruppe, die 9 Patienten umfasste, gab es 4 Patienten ohne Herpes Zoster
Erkrankung und 5 mit einer durchgemachten Herpes Zoster Erkrankung. Die
Adalimumabgruppe umfasste 7 Patienten, mit drei Patienten ohne Herpes Zoster
Erkrankung und 4 Patienten mit einer durchgemachten Herpes Zoster Erkrankung. Die
Rituximab Gruppe inkludierte insgesamt 7 Patienten, wovon 5 keine und 2 eine Herpes
Zoster Erkrankung durchgemacht hatten. In der Kontrollgruppe der gesunden Patienten
von insgesamt 10 Patienten gab es lediglich eine Person die eine Herpes Zoster
Erkrankung durchgemacht hatte. Aktuell hatte keiner der Patienten eine akute Herpes
Zoster Erkrankung. Der Anteil der Patienten mit zuriickliegender Herpes Zoster
Erkrankung war zu gering, um eine statistisch sinnvolle getrennte Analyse in Hinblick
auf die Zytokinkonzentrationen vorzunehmen. Die durchschnittliche Therapiedauer lag

insgesamt Uber allen Gruppen bei 3,4 Jahren.

Nach den EULAR Kriterien zur Einteilung und Diagnostik der RA werden der
Rheumafaktor (RF), Antikorper gegen cyclische citrullinierte Proteine (ACPA) und
Akute-Phase-Proteine wie das CRP genutzt. Der RF wird in negativ (<20 U/ml), niedrig
erhdht >20 U/ml aber weniger als bei 3 durchgefihrten Laboruntersuchungen, und

stark erhéht >20 U/ml in mehr als 3 durchgefiihrten Laboruntersuchungen eingeteilt.?

Die unten stehende Tabelle, Tab. 16, zeigt unter anderem die erhobenen RF-Werte der
Patienten, allerdings nur als Momentaufnahme zum  Zeitpunkt  der
Routineblutentnahme, bei der Lymphozyten fir die Studie gewonnen wurden. Somit

kann zwar gesagt werden, dass alle Patienten in allen Therapiegruppen RF positive
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Werte aufwiesen, die Einteilung in niedrig oder stark erhoht konnte jedoch nicht
getroffen werden.
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In Tabelle 16 sind die demographischen Daten der Probanden dargestellt.

Tab. 16: Ubersicht tiber die demographischen Daten und erhobenen Parameter der Probanden.

Granulozyten™ [in %]

62,4 +9,9 (64,1;48,5-77,2)

67,9 +12,9(70,0; 47,3-82,9)

62,6 +10,9 (61,7;37-81,7)

65,9 + 8,9 (64,7;56,7-84,1)

Gesunde Kontrollen Methotrexat Tocilizumab Adalimumab Rituximab
n=10 n=9 n=20 n=7 n=7
kein Zoster Zoster kein Zoster Zoster kein Zoster Zoster kein Zoster Zoster kein Zoster Zoster
Fallzahl [n] 9 1 4 5 16 4 3 4 5 2
Alter” 50,3 +7,7 48,4 +9,5 53,2+7,3 57,2+8,2 56,7 + 10,2 64,7 +10,8 60,0+ 19,9 60,7+7,4 43,2+135 65,0+ 22,6
Uahren] (52,0; (51,0; (54,5; (55,0; (55,0; (65,5; (70,0; (60,5; (42,0; (65,0;
38,0-59,0) 31,0-59,0) 44,0-60,0) 49,0-69,0) 36,0-77,0) 51,0-77,0) 37,0-73,0) 52,0-70,0) 26,0-63,0) 49,0-81,0)
Geschlecht
weiblich/mannlich >/4 1/0 4/0 4/1 8/8 4/0 21 3/1 a1 11
" a)
[ij;‘ir;';']eda”er - 7,247,2(5,0; 1,0-22,0) 2,2+1,6(2,0;1,0-7,0) 3,4+2,8(3,0;1,0-80) 23+1,7(1,0;1,0-5,0)
DAS28? — 3,5+1,2(3,4;2,1-5,7) 2,8+1,2(2,9; 0,6-5,4) 2,7+1,5(2,3; 1,0-5,6) 3,9+1,6(4,6; 1,6-5,8)
a)
FS;;H"afakt°r — 99,2 106,2 (45,3; 13,2-260,9) | 109,7+133,1(416;0,0-4151) | 28,2337 (15,0;0,0-94,6) 52,7464,4(19,5;0,0-152,1)
CRP™
[mg/d] - 0,7+0,5(0,6;0,04-1,7) 0,2+0,4(0,03;0,0-1,4) 0,5+0,4(0,7; 0,02-1,0) 0,7+0,9 (0,3; 0,03-2,7)
Leukozyten @9 7021 + 1960 7355 + 2544 5532 + 1804 9057 + 1530 7228 + 2521
[Leukozyten/ul] (7500;3700-10080) (6900; 3800-10600) (5580; 3130-9400) (9600; 7200-11200) (6100; 3900-10300)
a)d)
[Lm /p]h°zyte" 29,7 + 9,4 (28,0; 16,0-45,2) 21,6 +9,6 (20,1; 9,9-34,5) 24,5+9,0 (24,9; 8,8-48,2) 24,2 +6,2 (24,9; 11,7-30,2) 19,6 + 12,1 (13,2;9,4-38,4)
0
Neutrophile

70,2 +12,8 (71,6;49,0-82,9)

a) Mittelwert+Standardabweichung(Median;Minimum-Maximum)
b)laboreigener Referenzbereich: negativ: <0,5mg/dl

c) laboreigener Referenzbereich: 4800-10800 Leukozyten/pl

d) laboreigener Referenzbereich: 19-48%
e) laboreigener Referenzbereich: 40-74%
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In Tabelle 17 ist der jeweilige Impfstatus bezuglich der VZV-Impfung dargestelit.

Tab. 17: Tabelle der Anteile der VZV-geimpften Probanden und Angaben zur durchgemachten Herpes Zoster Erkrankung.

Gesunde - . L
Methotrexat Tocilizumab Adalimumab Rituximab
Kontrollen
Fallzahl [n (%)] 10 [100 %] 9 [100 %] 20 [100 %] 7 [100 %] 7 [100 %]
Keine Impfung 5 (50%) 5 (55,5%) 10 (50%) 1(14,5%) 2 (28,5%)
Varizellen-
Impfung Impfung 0 (0%) 2 (22,2%) 2 (10%) 2 (28,5%) 1(14,5%)
[n (%)] Impfstatus
unbekannt 5 (50%) 2(22,2%) 8 (40%) 4 (57,1%) 4 (57,1%)

Geimpfte Probanden erhielten die Lebendimpfung gegen VZV vor Beginn ihrer Therapie. Es erfolgte keine Zoster-Impfung. Von den

geimpften Probanden hatte in jeder Therapiegruppe genau ein Patient eine Herpes Zoster Erkrankung in der Vergangenheit. Bei den

gesunden Probanden gab es unter den geimpften keine Herpes Zoster Erkrankung in der VVorgeschichte.
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Die Informationen zu einer durchgemachten Varizellen-Erkrankung sind in Tabelle 18 dargestellt. Vielfach war allerdings die

durchgemachte Varizellen-Erkrankung unbekannt und in 2 Féallen wurde behauptet, dass keine Varizellen durchgemacht wurden.

Tab. 18: Ubersicht iber durchgemachte Varizellen-Erkrankung.

Gesunde Methotrexat Tocilizumab Adalimumab Rituximab
Kontrollen

Fallzahl [n (%) 10 (100 %] 9 [100 %] 20 [100 %] e Lo

Varizellen
L/akrizelll(en- durchgemacht 8 (80%) 6 (66,6%) 12 (60%) 3 (42,8%) 5(71,4%)
INEIRUE keine Varizellen
durchgemacht | goor ooy 0 (0%) 0 (0%) 2 (10%) 0 (0%) 0 (0%)
%
[n (%)) unbekannt 2 (20%) 3(33,3%) 6 (30%) 4(57,1%) 2 (28,5%)
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In Tabelle 19 sind die Begleitmedikationen der RA Patienten dargestellt.

Tab. 19: Tabelle tber die Begleitmedikation der RA Patienten in den Therapiegruppen. Angegeben in Fallzahl [n] und Prozent.

Gesunde Kontrollen Methotrexat Tocilizumab Adalimumab Rituximab
Fallzahl [n] 10 9 20 7 7
Clhitelwr il — 6 (66,6%) 13 (65%) 4(57,1%) 6 (85,7%)
n (%)
Sl _ 1(11,1%) 1(5%) 0 (0%) 0 (0%)
n (%)
NSAID .
— 6 13 (659 42,8% 71,49
n (%) 5 (55,5%) 3 (65%) 3 (42,8%) 5 (71,4%)
e — 9 (100%) 7 (35%) 7 (100%) 2 (28,5%)
n (%)
el e e — 1(11,1%) 0 (0%) 0 (0%) 1(14,5%)
n (%)
Leflunomid
- 2(22,2% 4 (20% 0 (0% 1(14,5%
n (%) (22,2%) (20%) (0%) (14,5%)

Bei den Glukokortikoiden wurde als Préparat Prednisolon eingenommen, jeweils in den empfohlenen Dosierungen <10 mg/d p.o.

Sulfasalazin wurde in der Dosierung von 4x500 mg/d p.o. eingenommen.

Bei den NSAID wurden folgende Medikamente jeweils in den empfohlenen Dosierungen eingenommen: Diclofenac, Ibuprofen, Acetylsalicylsédure, Naproxen,
Celecoxib, Etoricoxib p.o.

Methotrexat wurde in der Dosierung 10-15 mg/Woche s.c. oder oral eingenommen.

Hydroxychloroquin wurde in der empfohlenen Dosierung von 250 mg/d p.o.eingenommen.

Leflunomid in der Dosierung von 20 mg/d p.o.
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3.2 Humorale Immunantwort (Anti-VZV-1gG Konzentrationen und
Aviditat)

Zur Analyse der Anti-VZV-IgG Antikorperkonzentrationen und der —Aviditat wurde ein
Unterteilung in Patienten mit einer Herpes Zoster Anamnese und solche ohne Herpes
Zoster Anamnese vorgenommen, da endogene Reaktivierungen von VZV

bekanntermaRen zu einem Anstieg der \VZV-spezifischen Antikérper fihren.*®

Abb.4 zeigt die Werte des anti-VZV-IgG ELISAs in IE/L fur die Therapiegruppen
unterteilt in Patienten mit Zoster-Anamnese und Patienten ohne Zoster-Anamnese. Die
Grenzwerte zur Einteilung wurden folgendermafen festgelegt: <80 IE/L: negativ, >80
bis <110 IE/L: grenzwertig, >110 IE/L: positiv. Sie wurden mittels Mann-Whitney-U
Test auf Signifikanz getestet und es ergab sich keine signifikante Abweichung zwischen

den Gruppen mit Zoster-Anamnese und ohne Zoster-Anamnese.

anti-VZV-IgG Konzentration [IE/L]  """%

ohne Zoster

10000
8000
6000 -[
4000 [ [ T T
2000
0
gesunde Methotrexat  Tocilizumab  Adalimumab Rituximab
Kontrollen

Medikamentengruppe

Abb. 4: Ubersicht (iber die anti-VZV-lgG Konzentration der Therapiegruppen in Abhangigkeit von
Zoster-Anamnese oder negativer Zoster-Anamnese. Darstellung: Mittelwert + Standardabweichung.

Die Auviditat ist in RAI = relativer Aviditatsindex in Prozent (%) angegeben. Die
Bewertung erfolgte anhand des Prozentwertes in RAI < 40%: Hinweis auf niedrig-avide
Antikorper, RAI 40-60%: moderat- avide Antikorper, RAI > 60%: Hinweis auf hoch-
avide Antikorper.>®>?

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Awviditat zwischen den
verschiedenen Patientengruppen bei der Unterteilung in Zoster-Anamnese und ohne
Zoster-Anamnese, s. Abb. 5. Die Mittelwerte lagen bei fast allen Patientengruppen,
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auller bei denen, die mit Methotrexat behandelt wurden und eine Zoster-Anamnese
hatten und denen die mit Adalimumab behandelt wurden und eine Zoster-Anamnese

hatten, Uber einem RAI von 60% (hoch-avide).

W mit Zoster

Anti-VZV-IgG Aviditat [RAI in%] ohne Zoster

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

gesunde Methotrexat Tocilizumab Adalimumab Rituximab
Kontrollen

Abb. 5: Ubersicht iiber die anti-VZV-IgG Aviditat der Therapiegruppen in Abhangigkeit von Zoster-
Anamnese und negativer Zoster-Anamnese. Die Linien deuten die Grenze zwischen hoher Aviditét
(>60%) und niedriger Aviditét (<40%) an. Darstellung: Mittelwert + Standardabweichung

Die Korrelation zwischen Aviditdt und 1gG-Konzentration und der Immunantwort
wurde mittels Spearman Rank Test ausgewertet. Dies zeigte, dass weder die IgG-

Konzentration [in IE/L] noch die Aviditat [RAI in %] miteinander korrelierten.

Bei der Auswertung der Korrelation zwischen den IgG-anti-VZV Konzentrationen und
der Aviditat dieser VZV-spezifischen IgG-Antikorper zeigten sich in keiner der

Therapiegruppen und der gesunden Kontrollen eine Korrelation, Abb. 6-10.

Korrelation von IgG Konzentration und
100 Aviditat der Tocilizumab Patienten
2 %0 \—"__0_;_‘{ A Abb. 6: Korrelation der 19G
5 60 ¢ ¢® ® ® Konzentration und der Aviditat bei
g 40 R=-0,003 Tocilizumab Patienten. R,
2 20 P=0,99 Korrelationskoeffizient nach
<o Spearman-Rank-Test.
0 2000 4000 6000 8000
1gG -anti-VZV-Konzentration [IE/L]
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Korrelation von IgG Konzentration und Aviditat
der Methotrexat Patienten
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Abb. 7: Korrelation der IgG
Konzentration und der Aviditat bei
Methotrexat Patienten. R,
Korrelationskoeffizient nach
Spearman-Rank-Test.

Abb. 8: Korrelation der IgG
Konzentration und der Aviditat bei
Adalimumab Patienten. R,
Korrelationskoeffizient nach
Spearman-Rank-Test.

Abb. 9. Korrelation der IgG
Konzentration und der Aviditat bei
Rituximab Patienten. R,
Korrelationskoeffizient nach
Spearman-Rank-Test.

Abb. 10: Korrelation der IgG
Konzentration und der Aviditat bei
gesunden Kontrollen. R,
Korrelationskoeffizient nach
Spearman-Rank-Test.



3.3 Zytokinproduktionen mit und ohne VZV- Stimulus

3.3.1 CD4+ T-Zellen

Im Folgenden werden die Ergebnisse der intrazellularen Zytokinproduktion der CD4+
T-Zellen nach Stimulation mit VZV bzw. ohne Stimulation vorgestellt.

Die folgenden Diagramme stellen die Zytokinproduktion der unstimulierten Zellen
sowie der mit VZV stimulierten Zellen im Vergleich dar, s. Abb. 11 A-D. Untergliedert

sind sie in die verschiedenen Medikamentengruppen.

M ohne VZV W ohne VZV
o0 A Stimulus 007 B Stimulus
70 mit vz mit VZv

~
o
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el ullsla

Tocilizumab Methotrexat Adalimumab Rituximab  gesunde
Kontrolle

°
a
=1

% IL-6+ in CD4+

% IFNy+ in CD4+

=)

Tocilizumab Methotrexat Adalimumab Rituximab  gesunde
Kontrolle

Medikamentengruppe Medikamentengruppe
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8. Q 0
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Kontrolle Kontrolle

Medikamentengruppe Medikamentengruppe

Abb.11: Als Sdulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-13+ und TNFa+ T-Zellen von
CD4+ T-Zellen mit und ohne VZV-Stimulus (A-D). P-Werte beziehen sich auf den Vergleich mit der gesunden
Kontrollgruppe. Darstellung: Mittelwert + Standardabweichung.

Betrachtete man nun die Gruppe der T-Zellen ohne VZV-Stimulus und die mit VZV
stimulierten T-Zellen, Abb. 11, ergab sich in den Patientengruppen Tocilizumab,
Adalimumab und Rituximab keine signifikant verénderte intrazellulére
Zytokinproduktion von % IL-6+ in CD4+ T-Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe der

Gesunden.
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In der mit Methotrexat behandelten Gruppe war der proportionale Anteil 1L-6+ CD4+
T-Zellen signifikant zur Kontrollgruppe erniedrigt, sowohl in der Gruppe ohne VZV-

als auch mit VZV-Stimulus.

Bei den IFNy positiven Proportionen der CD4+ T-Zellen, mit und ohne VZV-Stimulus,
lag in den Gruppen Methotrexat, Adalimumab und Rituximab keine Abweichung zur
Kontrollgruppe vor. In der Gruppe Tocilizumab war die IFNy-Produktion der CD4+ T-

Zellen ohne VVZV-Stimulus signifikant zur Kontrollgruppe erniedrigt.

Bei den IL-1B+ Proportionen der CD4+ T-Zellen, mit und ohne VZV-Stimulus, zeigte
sich dasselbe Ergebnis. Die IL-1B Produktion in der Tocilizumab-Gruppe, mit und ohne
VZV-Stimulus, war signifikant zur Kontrollgruppe erniedrigt. Die Werte der anderen

Gruppe wichen nicht signifikant von der Kontrollgruppe ab.

Bei den TNFa+ Proportionen der CD4+ T-Zellen, mit und ohne VZV-Stimulus, lag in
keiner der Gruppen eine Abweichung zur Kontrollgruppe vor.

3.3.2 CD4+ CD69+ T-Zellen

Die folgenden Diagramme zeigen die Zytokinproduktionen der aktivierten, CD69+,
CD4+ T-Zellen unterteilt in die Therapiegruppen, s. Abb. 12 A-D. Die Auswertung

erfolgt immer im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.

In der IFNy-Produktion der aktivierten, also der CD4+ T-Zellen, die CDG69
exprimierten, ohne VZV-Stimulus zeigten sich signifikant veranderte Werte in zwei
Gruppen. Sowohl die Tocilizumab Patienten als auch die Methotrexat Patienten zeigten
signifikant erniedrigte IFNy—Proportionen in CD4+ T-Zellen im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Die Patienten der Adalimumab-Gruppe und der Rituximab-Gruppe
zeigten keine Abweichung zur Kontrollgruppe. Bei Stimulation mit dem VZV zeigte
sich nur die Methotrexat Gruppe mit signifikant niedrigeren Proportionen IFNy+ T-
Zellen.
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Bei der IL-6 Produktion mit und ohne VZV-Stimulus der aktivierten CD69+ und CD4+
T-Zellen zeigten sich die Gruppen Tocilizumab, Adalimumab und Rituximab
gleichwertig zur Produktion der Kontrollgruppe. Die Gruppe Methotrexat hingegen
zeigte eine signifikant erniedrigte IL-6+ Proportion CD4+CD69+ T-Zellen sowohl unter

VZV Stimulation als auch ohne Zugabe des VZV-Stimulus.
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Abb.12: Als Sdulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-1B+ und TNFa+ T-Zellen von
CD4+ CD69+ T-Zellen mit und ohne VZV-Stimulus. P-Werte beziehen sich auf den Vergleich mit der gesunden
Kontrollgruppe. Darstellung: Mittelwert + Standardabweichung.

Bei der TNFa-Produktion der CD4+ CD69+ T-Zellen ohne VZV-Stimulus, zeigten die
Gruppen Adalimumab und Rituximab gleichwertige Proportionen wie die
Kontrollgruppe. Die Tocilizumab- und Methotrexat- Patienten zeigten signifikant
niedrigere TNFa Proportionen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Unter VZV-Stimulus

zeigte sich nur der proportionale Anteil TNFa+ T-Zellen der Methotrexat Gruppe

signifikant verringert.
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Bei den IL-1p+ CD4+ CD69+ T-Zellen lagen ohne VZV-Stimulus keine Unterschiede
zur gesunden Kontrollgruppe vor.

3.3.3 CD4+ CD45RO+ CD28- T-Zellen (Effektor T-Zellen)

Die folgenden Diagramme zeigen die Zytokinproduktionen der CD4+ Effektor T-Zellen
unterteilt in die Therapiegruppen, s. Abb. 13 A-D. Die Auswertung erfolgt immer im

Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.
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Abb.13: Als Séulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-1B+ und TNFo+ T-Zellen von
CD4+ CD45RO+ CD28- T-Zellen mit und ohne VZV-Stimulus. P-Werte beziehen sich auf den Vergleich mit der

gesunden Kontrollgruppe. Darstellung: Mittelwert + Standardabweichung.

Bei den CD4+ Effektor T-Zellen [CD45R0O+ CD28-] zeigte sich in der [IFNy Produktion
mit VZV-Stimulus ein signifikanter Unterschied. Die Proportion IFNy+ CD4+ Effektor
T-Zellen der Methotrexat Patienten lag deutlich unter den Werten der Kontrollen. Bei

den Tocilizumab, Adalimumab und Rituximab Patienten lagen sie auf einem Niveau mit

den Kontrollen.
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Fur die Gruppe der Effektor- T-Zellen ohne VZV-Stimulus zeigte sich bei den CD4+ T-
Zellen kein Unterschied in den proportionalen Anteilen von IL-1B, IFNy, IL-6 und
TNFa.

3.3.4 CD4+ CD45RO+ CD28+ T-Zellen (Memory T-Zellen)

Die folgenden Diagramme zeigen die Zytokinproduktionen der CD4+ Memory T-Zellen
unterteilt in die Therapiegruppen, s. Abb. 14 A-D. Die Auswertung erfolgt immer im

Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.
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Abb.14: Als Séulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-1f+ und TNFo+ T-Zellen von
CD4+ CD45RO+ CD28+ T-Zellen mit und ohne VZV-Stimulus. P-Werte beziehen sich auf den Vergleich mit der
gesunden Kontrollgruppe. Darstellung: Mittelwert + Standardabweichung.

Bei den CD4+ Memory- T-Zellen, die sich CD45RO+ CD28+ darstellen, zeigte sich in
der IL-6 Produktion ohne VVZV-Stimulus in zwei Gruppen eine Signifikanz. Sowohl die
Methotrexatgruppe, als auch die Rituximabgruppe waren signifikant im Vergleich zur

Kontrollgruppe erniedrigt. In den Gruppen Tocilizumab und Adalimumab zeigte sich
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keine verdnderte Zytokinproduktion. Mit VZV-Stimulus zeigte sich nur noch die
Methotrexat Gruppe signifikant niedriger in der 1L-6 Produktion als die Kontrollgruppe.
Bei der IL-1B Produktion, mit und ohne VZV-Stimulus, zeigte sich eine deutliche
Abweichung in der Methotrexat Gruppe zu niedrigeren Werten. Die anderen Gruppen

waren als vergleichbar zur Kontrollgruppe anzusehen.

Bei der IFNy Produktion, mit und ohne VZV-Stimulus, zeigte sich hingegen in allen
Gruppen abweichende Werte von der Kontrollgruppe. Alle Gruppen waren signifikant

erniedrigt zur Kontrollgruppe.

Die proportionalen Anteile TNFa+ T-Zellen, mit und ohne VZV-Stimulus, waren in
allen Gruppen nicht zur Kontrollgruppe verandert.

3.3.5 CDA4+ CD45RO- CD28- T-Zellen (TEMRA T-Zellen)

Die folgenden Diagramme zeigen die Zytokinproduktionen der CD4+ TEMRA T-
Zellen unterteilt in die Therapiegruppen, s. Abb. 15 A-D. Die Auswertung erfolgt

immer im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.

Bei den CD4+, CD45RO und CD28 negativen T-Zellen, sogenannten TEMRA T-
Zellen, zeigte sich bei der IL-6 Produktion ohne VZV-Stimulus folgende Signifikanz:
Die Gruppe der Methotrexat Patienten hatte eine signifikant erniedrigte 1L-6 Produktion
als die Kontrollgruppe. Ebenso zeigte sich bei den Rituximab Patienten eine
signifikante Erniedrigung. Die Gruppen der Tocilizumab Patienten und der
Adalimumab Patienten waren in ihrer Produktion von IL-6 als normwertig anzusehen.
Unter VZV-Stimulus zeigten nur die Methotrexat Patienten signifikant niedrigere Werte
im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Bei der IL-1p Produktion, mit und ohne VZV-Stimulus, zeigte sich in allen

Therapiegruppen eine signifikante Abweichung nach unten im Verhaltnis zur gesunden
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Abb.15: Als Séulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-1B+ und TNFo+ T-Zellen von
CD4+ CD45RO0O- CD28- T-Zellen mit und ohne VZV-Stimulus. P-Werte beziehen sich auf den Vergleich mit der

gesunden Kontrollgruppe. Darstellung: Mittelwert + Standardabweichung.

Bei den proportionalen Anteilen von IFNy+ und TNFa+ T-Zellen ohne VZV-Stimulus

zeigten sich keine veranderten Werte bezogen auf die Kontrollgruppe.

Bei der IFNy Produktion der CD4+ TEMRA T-Zellen mit VZV-Stimulus gab es eine

signifikante Erniedrigung in der Gruppe der Methotrexat Patienten.
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3.3.6 CD4+ CD45R0O- CD28+ T-Zellen (Naive T-Zellen)

Die folgenden Diagramme zeigen die Zytokinproduktionen der CD4+ Naiven T-Zellen
unterteilt in die Therapiegruppen, s. Abb. 16 A-D. Die Auswertung erfolgt immer im

Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.
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Abb.16: Als Sdulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-1B+ und TNFo+ T-Zellen von
CD4+ CD45R0O- CD28+ T-Zellen mit und ohne VZV-Stimulus. P-Werte beziehen sich auf den Vergleich mit der

gesunden Kontrollgruppe. Darstellung: Mittelwert + Standardabweichung.

Bei den CD4+ naiven T-Zellen [CD45R0O- CD28+] zeigte sich bei der [FNy Produktion
ohne VZV-Stimulus nur die Tocilizumab Gruppe veréndert. Der Median lag hier
signifikant erniedrigt zur Kontrollgruppe vor. Die anderen Gruppen lagen in ihrer
Produktion auf Ebene der Kontrollgruppe.

Bei den anderen Zytokinen IFNy, TNFa und IL-1B lagen die Proportionen in allen
Gruppen auf einer Ebene mit der Kontrollgruppe und wichen nicht statistisch signifikant
ab.
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3.3.7 CD8+ T-Zellen

Die folgenden Diagramme zeigen die Zytokinproduktionen der gesamten CD8+ T-
Zellen unterteilt in die Therapiegruppen, s. Abb. 17 A-D. Die Auswertung erfolgt

immer im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.
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Abb.17: Als S&ulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-1p+ und TNFo+ T-Zellen von
CD8+ T-Zellen mit und ohne VZV-Stimulus. P-Werte beziehen sich auf den Vergleich mit der gesunden
Kontrollgruppe. Darstellung: Mittelwert + Standardabweichung.

Bei den Proportionen von IL-6, IFNy und TNFa gab es in allen untersuchten Gruppen

keine Unterschiede zur gesunden Kontrollgruppe.

In der IL-1B Produktion der CD8+ T-Zellen, sowohl mit als auch ohne VZV-Stimulus,
zeigte sich allein bei den Tocilizumab Patienten eine Signifikanz. Die Proportion IL-
1B+ T-Zellen war signifikant niedriger im Vergleich zur Kontrollgruppe. In den
Gruppen Methotrexat, Adalimumab und Rituximab waren die IL-1p Proportionen, mit

und ohne VZV-Stimulus, nicht divergent zur Kontrollgruppe.
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3.3.8 CD8+ CD69+ T-Zellen

Die folgenden Diagramme zeigen die Zytokinproduktionen der CD8+ CD69+ T-Zellen
unterteilt in die Therapiegruppen, s. Abb. 18 A-D. Die Auswertung erfolgt immer im

Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.
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Abb.18: Als Séulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-13+ und TNFo+ T-Zellen von
CD8+ CD69+ T-Zellen mit und ohne VZV-Stimulus. P-Werte beziehen sich auf den Vergleich mit der gesunden
Kontrollgruppe. Darstellung: Mittelwert + Standardabweichung.

Bei der IL-6 Produktion der CD8+ CD69+ T-Zellen, mit und ohne VZV-Stimulus
zeigte sich auch nur eine Signifikanz in der Methotrexatgruppe. Diese war im Vergleich
zur Kontrollgruppe signifikant erniedrigt. Die mittlere 1L-6 Produktionen der anderen

Gruppen, lagen auf Niveau der Kontrollgruppe.

Bei den CD8+ und CD69+ T-Zellen ohne VZV-Stimulus zeigte sich in der IFNy
Produktion auch nur die Methotrexatgruppe mit signifikant niedrigeren Werten im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. Die anderen Gruppen waren zur

Kontrollgruppe gleichwertig.
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Bei der IFNy Produktion mit VZV-Stimulus zeigten sich die Werte der
Methotrexatgruppe signifikant erniedrigt, die Werte der Adalimumabgruppe lagen
signifikant tber den Werten der Kontrollgruppe.

Bei der TNFo Produktion ohne VZV-Stimulus, war nur die Tocilizumabgruppe
veréndert. Hier waren die Werte zur Kontrollgruppe signifikant erniedrigt. Die anderen
Gruppen lagen mit ihren mittleren Produktionen gleichauf mit der Kontrollgruppe.
Unter VZV Stimulation waren nur die Werte der Adalimumab Gruppe verandert. Diese
lagen signifikant Gber denen der Kontrollgruppe.

Bei den proportionalen Anteilen von IL-1f, mit und ohne VZV-Stimulus, gab es in
keiner der untersuchten Gruppen statistisch signifikante Unterschiede zur

Kontrollgruppe.
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3.3.9 CD8+ CD45RO+ CD28- T-Zellen (Effektor T-Zellen)

Die folgenden Diagramme zeigen die Zytokinproduktionen der CD8+ Effektor T-Zellen
unterteilt in die Therapiegruppen, s. Abb. 19 A-D. Die Auswertung erfolgt immer im

Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.

Bei den CD8+ Effektor T-Zellen mit VZV-Stimulus, zeigte sich auch eine Auffalligkeit
in der Proportion IL-6+ T-Zellen. In der Methotrexatgruppe zeigte sich die Produktion

signifikant erniedrigt.

Die TNFao Produktionen unter VZV-Stimulus war sowohl fir Tocilizumab, als auch
Methotrexat und Rituximab in einer Ebene mit der Kontrollgruppe. Adalimumab

hingegen zeigte sich signifikant erhoht.
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Abb.19: Als S&ulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-13+ und TNFo+ T-Zellen von
CD8+ CD45RO+ CD28- T-Zellen mit und ohne VZV-Stimulus. P-Werte beziehen sich auf den Vergleich mit der
gesunden Kontrollgruppe. Darstellung: Mittelwert + Standardabweichung.

Bei den CD8+ Effektor T-Zellen ohne VZV-Stimulus zeigten sich keine Unterschiede

in den proportionalen Anteilen von IL-1pB, IFNy, IL-6 und TNFa.
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3.3.10 CD8+ CD45R0O+ CD28+ T-Zellen (Memory T-Zellen)

Die folgenden Diagramme zeigen die Zytokinproduktionen der CD8+ Memory T-Zellen
unterteilt in die Therapiegruppen, s. Abb. 20 A-D. Die Auswertung erfolgt immer im

Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.
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Abb.20: Als Sdulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-18+ und TNFa+ T-Zellen von
CD8+ CD45R0O+ CD28+ T-Zellen mit und ohne VZV-Stimulus. P-Werte beziehen sich auf den Vergleich mit der
gesunden Kontrollgruppe. Darstellung: Mittelwert + Standardabweichung.

Bei den CD8+ Memory T-Zellen zeigten sich mit und ohne VZV-Stimulus keine
Unterschiede in den proportionalen Anteilen von IL-1p, IFNy, IL-6 und TNFa.
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3.3.11 CD8+ CD45R0O- CD28- T-Zellen (TEMRA T-Zellen)

Die folgenden Diagramme zeigen die Zytokinproduktionen der CD8+ TEMRA T-
Zellen unterteilt in die Therapiegruppen, s. Abb. 21 A-D. Die Auswertung erfolgt

immer im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.
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Abb.21: Als Séulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-1p+ und TNFo+ T-Zellen von

CD8+ CD45RO0O- CD28- T-Zellen mit und ohne VZV-Stimulus. P-Werte beziehen sich auf den Vergleich mit der

gesunden Kontrollgruppe. Darstellung: Mittelwert + Standardabweichung.

Die IL-6 Produktion ohne VZV-Stimulus der CD8+ TEMRA T-Zellen [CD45RO-
CD28-] zeigte sich fur die Gruppen Methotrexat, Adalimumab und Rituximab
gleichwertig zur Produktion der Kontrollgruppe. Nur die Gruppe Tocilizumab zeigte

sich gegentiber der Kontrollgruppe signifikant erniedrigt.

Bei den Zytokinen IFNy und TNFa zeigte sich in der Gruppe ohne VZV-Stimulus keine
signifikante Abweichung zur Kontrollgruppe.
Mit VZV-Stimulus lagen die Anteile von IL-6+, IL-1p+ und TNFa+ T-Zellen alle

gleichauf mit den Werten der Kontrollgruppe.
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Bei der IFNy Produktion mit VZV-Stimulus fiel nur die Tocilizumabgruppe auf. Ihre
IFNy Produktion war signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe erniedrigt.

Bei den IL-1B Produktionen ohne VZV-Stimulus zeigten sich Veranderungen bei allen
Gruppen, auler der Methotrexat Gruppe. Diese lag auf einer Ebene mit der
Kontrollgruppe. Tocilizumab, Adalimumab und Rituximab zeigten sich signifikant

erniedrigt.

3.3.12 CD8+ CD45R0O- CD28+ T-Zellen (naive T-Zellen)

Die folgenden Diagramme zeigen die Zytokinproduktionen der CD8+ Naiven T-Zellen
unterteilt in die Therapiegruppen, s. Abb. 22 A-D. Die Auswertung erfolgt immer im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
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Abb.22: Als Séulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-1B+ und TNFo+ T-Zellen von
CD8+ CD45R0O- CD28+ T-Zellen mit und ohne VZV-Stimulus. P-Werte beziehen sich auf den Vergleich mit der

gesunden Kontrollgruppe. Darstellung: Mittelwert + Standardabweichung.

Bei den CD8+ naiven T-Zellen zeigten sich weder mit noch ohne VZV-Stimulus

Unterschiede in den proportionalen Anteilen von IL-1, IFNy, IL-6 und TNFa.
Seite | 59



3.4 Zytokinproduktionen mit VZV- Stimulus

Die folgenden Grafiken stellen die Zytokinproduktionen der verschiedenen
Therapiegruppen mit Stimulation durch Varizellen-Lysat dar. Die Daten sind hier nach
den Untergruppen Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese aufgegliedert, die sich auf
eine wie oben beschriebene in der Vergangenheit durchgemachte Zoster-Erkrankung
bezieht. Bei keinem der Probanden lag aktuell eine Zoster-Erkrankung vor. Nur fir die
Gruppen Tocilizumab und Methotrexat betrugen die Fallzahlen in den genannten

Untergruppen >4 und konnten statistisch ausgewertet und verglichen werden.

3.41 CDA4+ T-Zellen

Die folgenden Diagramme zeigen die Zytokinproduktionen der CD4+ T-Zellen mit
VZV-Stimulus, unterteilt in die Therapiegruppen und differenziert nach Zoster-
Anamnese/keine Zoster-Anamnese, s. Abb. 23 A-D. Die Auswertung erfolgte immer

zwischen Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese einer Medikamentengruppe.
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Abb.23: Als Séulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-1p+ und TNFo+ T-Zellen von
CD4+ T-Zellen mit VZV-Stimulus getrennt nach Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese. Darstellung: Mittelwert
+ Standardabweichung.
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In den proportionalen Anteilen von IL-6, IFNy, IL-1 und TNFa zeigten sich bei den
CD4+ T-Zellen mit VZV-Stimulus in keiner der Therapiegruppen zwischen Zoster-

Anamnese und keiner Zoster-Anamnese eine signifikante Abweichung.

3.4.2 CDA4+ CD69+ T-Zellen

Die folgenden Diagramme zeigen die Zytokinproduktionen der CD4+ CD69+ T-Zellen
mit VZV-Stimulus, unterteilt in die Therapiegruppen und differenziert nach Zoster-
Anamnese/keine Zoster-Anamnese, s. Abb. 24 A-D. Die Auswertung erfolgte immer

zwischen Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese einer Medikamentengruppe.
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Abb.24: Als Séulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-1p+ und TNFo+ T-Zellen von
CD4+ CD69+ T-Zellen mit VZV-Stimulus getrennt nach Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese. Darstellung:
Mittelwert + Standardabweichung.

Bei den aktivierten CD4+ T-Zellen zeigten sich ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede der Zytokinproduktionen zwischen Zoster-Anamnese/keine Zoster-

Anamnese Patienten.
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3.4.3 CD4+ CD45RO+ CD28- T-Zellen (Effektor T-Zellen)

Die folgenden Diagramme zeigen die Zytokinproduktionen der CD4+ Effektor T-Zellen
mit VZV-Stimulus, unterteilt in die Therapiegruppen und differenziert nach Zoster-
Anamnese/keine Zoster-Anamnese, s. Abb. 25 A-D. Die Auswertung erfolgte immer

zwischen Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese einer Medikamentengruppe.
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Abb.25: Als Séulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-1f+ und TNFo+ T-Zellen von
CD4+ CD45RO+ CD28- T-Zellen mit VZV-Stimulus getrennt nach Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese.
Darstellung: Mittelwert + Standardabweichung.

Ebenso sah es bei den CD4+ Effektor T-Zellen aus. Es war kein Unterschied in den

Zytokinproduktionen zwischen Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese detektierbar.
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3.4.4 CD4+ CD45R0O+ CD28+ T-Zellen (Memory T-Zellen)

Die folgenden Diagramme zeigen die Zytokinproduktionen der CD4+ Memory T-Zellen

mit VZV-Stimulus, unterteilt in die Therapiegruppen und differenziert nach Zoster-

Anamnese/keine Zoster-Anamnese, s. Abb. 26 A-D. Die Auswertung erfolgte immer

zwischen Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese einer Medikamentengruppe.
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Abb.26: Als Séulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-1f+ und TNFo+ T-Zellen von
CD4+ CD45RO+ CD28+ T-Zellen mit VZV-Stimulus getrennt nach Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese.

Darstellung: Mittelwert + Standardabweichung.

Bei den CD4+ Memory T-Zellen fand sich kein signifikanter Unterschied bei den

Zytokinproduktionen zwischen den Gruppen Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese

innerhalb der Medikamentengruppen.
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3.45 CDA4+ CD45R0O- CD28- T-Zellen (TEMRA T-Zellen)

Die folgenden Diagramme zeigen die Zytokinproduktionen der CD4+ TEMRA T-
Zellen mit VZV-Stimulus, unterteilt in die Therapiegruppen und differenziert nach
Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese, s. Abb. 27 A-D. Die Auswertung erfolgte

immer zwischen Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese einer Medikamentengruppe.
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Abb.27: Als Séulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-1B+ und TNFo+ T-Zellen von
CD4+ CD45RO- CD28- T-Zellen mit VZV-Stimulus getrennt nach Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese.
Darstellung: Mittelwert + Standardabweichung.

Bei den CD4+ TEMRA T-Zellen gab es keine Unterschiede in den

Zytokinproduktionen von Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese Patienten.

Seite | 64



3.4.6 CD4+ CD45R0O- CD28+ T-Zellen (naive T-Zellen)

Die folgenden Diagramme zeigen die Zytokinproduktionen der CD4+ Naiven T-Zellen
mit VZV-Stimulus, unterteilt in die Therapiegruppen und differenziert nach Zoster-
Anamnese/keine Zoster-Anamnese, s. Abb. 28 A-D. Die Auswertung erfolgte immer

zwischen Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese einer Medikamentengruppe.
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Abb. 28: Als Saulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-1p+ und TNFa+ T-Zellen von
CD4+ CD45RO- CD28+ T-Zellen mit VZV-Stimulus getrennt nach Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese.
Darstellung: Mittelwert + Standardabweichung.

Bei den CD4+ naiven T-Zellen fand sich ein Unterschied in den proportionalen
Anteilen von IL-6 in der Gruppe der Tocilizumab Patienten. Hier lagen die
proportionalen Anteile der IL-6+ T-Zellen bei der Gruppe ohne Zoster-Anamnese

deutlich hoher als in der Gruppe mit Zoster-Anamnese.

In den anderen Gruppen lagen die proportionalen Anteile der vier untersuchten
Zytokine zwischen Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese in den verschiedenen

Therapiegruppen gleichermalien verteilt vor.
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3.47 CD8+ T-Zellen

Die folgenden Diagramme zeigen die Zytokinproduktionen der CD8+ T-Zellen mit
VZV-Stimulus, unterteilt in die Therapiegruppen und differenziert nach Zoster-
Anamnese/keine Zoster-Anamnese, s. Abb. 29 A-D. Die Auswertung erfolgte immer

zwischen Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese einer Medikamentengruppe.
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Abb.29: Als Séulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-1B+ und TNFo+ T-Zellen von
CD8+ T-Zellen mit VZV-Stimulus getrennt nach Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese. Darstellung: Mittelwert
+ Standardabweichung.

Bei den CD8+ T-Zellen fanden sich keine signifikanten Unterschiede in den

Zytokinproduktionen zwischen Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese Patienten.
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3.4.8 CD8+ CD69+ T-Zellen

Die folgenden Diagramme zeigen die Zytokinproduktionen der CD8+ CD69+ T-Zellen

mit VZV-Stimulus, unterteilt in die Therapiegruppen und differenziert nach Zoster-

Anamnese/keine Zoster-Anamnese, s. Abb. 30 A-D. Die Auswertung erfolgte immer

zwischen Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese einer Medikamentengruppe.
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Abb.30: Als Sdulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-13+ und TNFa+ T-Zellen von
CD8+ CD69+ T-Zellen mit VZV-Stimulus getrennt nach Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese. Darstellung:

Mittelwert + Standardabweichung.

Die CD8+ CD69+ T-Zellen zeigten unter VZV-Stimulus ebenfalls gleichwertige

Zytokinproduktionen innerhalb der Medikamentengruppen.
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3.4.9 CD8+ CD45R0O+ CD28- T-Zellen (Effektor T-Zellen)

Die folgenden Diagramme zeigen die Zytokinproduktionen der CD8+ Effektor T-Zellen
mit VZV-Stimulus, unterteilt in die Therapiegruppen und differenziert nach Zoster-
Anamnese/keine Zoster-Anamnese, s. Abb. 31 A-D. Die Auswertung erfolgte immer

zwischen Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese einer Medikamentengruppe.
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Abb.31: Als Séulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-18+ und TNFa+ T-Zellen von
CD8+ CD45RO+ CD28- T-Zellen mit VZV-Stimulus getrennt nach Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese.
Darstellung: Mittelwert + Standardabweichung.

Bei den Effektor T-Zellen der CD8+ Population zeigte sich zwischen Zoster-
Anamnese/keine  Zoster-Anamnese innerhalb der Medikamentengruppen kein
Unterschied zwischen den proportionalen Anteilen I1L-6+, IFNy+, IL-1B+ und TNFa+
T-Zellen.
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3.4.10 CD8+ CD45R0O+ CD28+ T-Zellen (Memory T-Zellen)

Die folgenden Diagramme zeigen die Zytokinproduktionen der CD8+ Memory T-Zellen
mit VZV-Stimulus, unterteilt in die Therapiegruppen und differenziert nach Zoster-
Anamnese/keine Zoster-Anamnese, s. Abb. 32 A-D. Die Auswertung erfolgte immer

zwischen Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese einer Medikamentengruppe.
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Abb.32: Als Sdulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-18+ und TNFa+ T-Zellen von
CD8+ CD45RO+ CD28+ T-Zellen mit VZV-Stimulus getrennt nach Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese.
Darstellung: Mittelwert + Standardabweichung.

Fur die CD8+ Memory T-Zellen waren die Zytokinproduktionen von IL-6, IFNy, IL-1
und TNFa ebenfalls innerhalb der Gruppen gleich verteilt und wiesen keine signifikante

Abweichung auf.
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3.4.11 CD8+ CD45RO0O- CD28- T-Zellen (TEMRA T-Zellen)

Die folgenden Diagramme zeigen die Zytokinproduktionen der CD8+ TEMRA T-
Zellen mit VZV-Stimulus, unterteilt in die Therapiegruppen und differenziert nach
Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese, s. Abb. 33 A-D. Die Auswertung erfolgte

immer zwischen Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese einer Medikamentengruppe.
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Abb.33: Als Séulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-1f+ und TNFo+ T-Zellen von
CD8+ CD45R0O- CD28- T-Zellen mit VZV-Stimulus getrennt nach Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese.
Darstellung: Mittelwert + Standardabweichung.

Die Anteile IL-6+, IFNy+, IL-1p+ und TNFa+ Zellen an den CD8+ TEMRA T-Zellen

waren innerhalb der untersuchten Medikamentengruppen gleichwertig.
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3.4.12 CD8+ CD45R0O- CD28+ T-Zellen (naive T-Zellen)

Die folgenden Diagramme zeigen die Zytokinproduktionen der CD8+ Naiven T-Zellen
mit VZV-Stimulus, unterteilt in die Therapiegruppen und differenziert nach Zoster-
Anamnese/keine Zoster-Anamnese, s. Abb. 34 A-D. Die Auswertung erfolgte immer

zwischen Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese einer Medikamentengruppe.
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Abb.34: Als Séulendiagramm dargestellter proportionaler Anteil IL-6+, IFNy+, IL-1f+ und TNFo+ T-Zellen von
CD8+ CD45RO- CD28+ T-Zellen mit VZV-Stimulus getrennt nach Zoster-Anamnese/keine Zoster-Anamnese.
Darstellung: Mittelwert + Standardabweichung.

In der Gruppe der naiven CD8+ T-Zellen waren die proportionalen Anteile von IL-1f in
der Gruppe der Tocilizumab Patienten zwischen den Kategorien Zoster-
Anamnese/keine Zoster-Anamnese signifikant verschieden. Patienten, die keinen Zoster
in der Vergangenheit hatten, zeigten niedrigere Werte. Bei den anderen Zytokinen

waren die Anteile innerhalb der Gruppen gleich verteilt.
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% IL-6+ in CD4+

3.5 Zytokinproduktionen mit VZV- Stimulus und IL-6 Blockade

Die folgenden Grafiken stellen die Zytokinproduktionen der verschiedenen Gruppen
unter spezifischer IL-6 Blockade mit anti-IL-6 und VZV-Stimulus dar. Alle folgenden
Grafiken (Abbildungen 35-43) und Auswertungen beziehen sich nun immer auf die
gesamte Therapiegruppe, eine Unterscheidung in Zoster-Anamnese/keine Zoster-
Anamnese war aufgrund der Kkleinen Fallzahlen in den Untergruppen nicht
aussagekraftig und wie oben dargestellt, gab es kaum signifikante Abweichungen in den
Untergruppen. Die nun gemeinsam betrachteten Gruppen werden immer gegentiber der

gesunden Kontrollgruppe ausgewertet.

3.5.1 CD4+ T-Zellen

Bei den CD4+ T-Zellen kam es zu einer verminderten intrazellularen IL-6 Produktion
bei den Methotrexat Patienten. Die mediane Produktion lag deutlich unter den Werten
der Kontrolle. Die anderen Gruppen zeigten sich in ihren medianen Werten unverandert
zur Kontrolle, s. Abb. 35 A-B.
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Abb. 35: Als Boxplot dargestellter proportionaler Anteil IL-6+ (A) und IFNy+ (B) T-Zellen von CD4+ T-Zellen der
verschiedenen Therapiegruppen mit VZV-Stimulus und IL-6 Blockade. P-Werte beziehen sich auf den Vergleich mit
der gesunden Kontrollgruppe.

Bei der IFNy+ Proportion der CD4+ T-Zellen waren die medianen Werte der
Tocilizumabgruppe signifikant niedriger als die der Kontrollgruppe. Die anderen

Gruppen wichen nicht von der Kontrollgruppe ab.

Bei den TNFat+ und IL-1p+ T-Zellen gab es keine Unterschiede zwischen der
Kontrollgruppe und den Therapiegruppen.
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3.5.2 CD4+ CD69+ T-Zellen

Bei den aktivierten CD4+ T-Zellen zeigte sich die Methotrexatgruppe mit einem
signifikant verminderten proportionalen Anteil IL-6+ Zellen, Abb. 36 A-C. Die

Gruppen Tocilizumab, Adalimumab und Rituximab lagen auf Héhe der Kontrolle.
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Medikamentengruppe

Bei den aktivierten CD4+ T-Zellen kam es bei der IFNy Produktion nur zu einer
Verénderung in der Methotrexatgruppe. Diese war signifikant zur Kontrollgruppe
erniedrigt. Die anderen Gruppen wiesen dasselbe Produktionsniveau wie die
Kontrollgruppe auf, Abb. 36 B.

In der Gruppe der Tocilizumab Patienten zeigte sich eine Abweichung der TNFa
Produktion, Abb. 36 C. Diese hatten signifikant erniedrigte Werte im Vergleich zur
gesunden Kontrolle. Bei den anderen Gruppen zeigte sich keine Veranderung.
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3.5.3 CD4+ CD45R0O+ CD28- (Effektor) T-Zellen

Bei den CD4+ Effektor T-Zellen lag die mediane IL-6 Produktion in der Kontrollgruppe
auf gleichem Niveau wie die der Gruppen Tocilizumab, Adalimumab und Rituximab,
Abb. 37.
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Medikamentengruppe

In der Methotrexatgruppe zeigte sich dagegen eine signifikant niedrigere Produktion.
Fir die Zytokine IFNy, IL-1B und TNFa lagen in keiner der Gruppen zur
Kontrollgruppe abweichende Werte vor.
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3.5.4 CD4+ CD45RO+ CD28+ (Memory) T-Zellen

Bei der IL-6 Produktion der CD4+ Memory T-Zellen zeigte sich erneut nur eine
Signifikanz in der Methotrexatgruppe, hier waren die Werte signifikant niedriger als in
der Kontrollgruppe. Die medianen Werte der anderen Gruppen wichen nicht statistisch

signifikant von den gemessenen Werten der gesunden Kontrollen ab, Abb. 38 A.
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Abb. 38: Als Boxplot dargestellter proportionaler Anteil IL-6+ (A) und IFNy+ (B) T-Zellen von CD4+ CD45RO+
CD28+ T-Zellen der verschiedenen Therapiegruppen mit VZV-Stimulus und IL-6 Blockade. P-Werte beziehen sich
auf den Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe.

Bei den IFNy+ CD4+ Memory T-Zellen (B) wich der Median der Gruppen Methotrexat,
Adalimumab und Rituximab statistisch betrachtet nicht relevant von den Werten der
Kontrollen ab. Lediglich die Tocilizumabgruppe lag signifikant darunter.

Fir die Zytokine IL-1p und TNFa lagen in keiner der Gruppen zur Kontrollgruppe

abweichende Werte vor.
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3.5.5 CD4+ CD45R0O- CD28- (TEMRA) T-Zellen

Bei den CD4+ TEMRA T-Zellen zeigten sich zwei signifikante Unterschiede in der IL-
6 Produktion. Sowohl Tocilizumab, als auch Methotrexat waren signifikant niedriger als
in der Kontrollgruppe, Abb. 39 A. Die medianen Werte der Gruppen Adalimumab und

Rituximab waren zur Kontrollgruppe nicht abweichend.
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Abb. 39: Als Boxplot dargestellter proportionaler Anteil IL-6+ (A) und IL-1p+ (B) T-Zellen von CD4+ CD45RO+
CD28+ T-Zellen der verschiedenen Therapiegruppen mit VZV-Stimulus und IL-6 Blockade. P-Werte beziehen sich
auf den Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe.

Bei der IL-1B Produktion zeigten sich drei Gruppen signifikant verandert, Abb. 39 B.
Die Tocilizumabgruppe lag mit ihrer medianen IL-1 Produktion statistisch signifikant
zur Kontrollgruppe vermindert vor. Auch in der Methotrexatgruppe und in der
Adalimumabgruppe waren die Werte von IL-1B signifikant erniedrigt. Lediglich in der
Rituximabgruppe lag die mediane Produktion von IL-1f auf Hohe der gesunden
Kontrollen.

Fiir die Zytokine IFNy und TNFa lagen in keiner der Gruppen zur Kontrollgruppe

abweichende Werte vor.

3.5.6 CD4+ CD45RO- CD28+ (naive) T-Zellen

In der Gruppe der CD4+ naiven T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und
gleichzeitiger 1L-6 Blockade in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter
Unterschied in den proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFa+, IL-1B+ und IL-6+ T-
Zellen.
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3.5.7 CDS8+ T-Zellen

Bei den CD8+ T-Zellen zeigte sich ebenfalls unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger
IL-6 Blockade in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter Unterschied in den
proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFa+, IL-1B+ und IL-6+ T-Zellen.

3.5.8 CD8+ CD69+ T-Zellen

Bei den aktivierten CD8+ T-Zellen lagen die proportionalen Anteile der IL-6+ T-Zellen
in den Gruppen Tocilizumab, Adalimumab und Rituximab auf Hohe der gesunden
Kontrollen. In der Gruppe Methotrexat hingegen zeigte sich eine signifikante
Verminderung, Abb. 40 A.
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Bei der intrazellularen IFNy Produktion fielen zwei Besonderheiten auf. Sowohl in der
Methotrexatgruppe als auch in der Adalimumabgruppe waren die Konzentrationen

abweichend von der Kontrollgruppe. Methotrexat war signifikant vermindert,
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Adalimumab signifikant erhéht, Abb. 40 B. Tocilizumab und Rituximab waren als

gleichwertig zur Kontrolle anzusehen.

Bei der TNFa Produktion fand sich ebenfalls ein signifikantes Ergebnis. Die
Adalimumab Patienten hatten signifikant héhere intrazellulare TNFo Werte als die
Kontrollgruppe, Abb. 40 C. Tocilizumab, Methotrexat und Rituximab lagen auf Hohe
der Kontrollgruppe.

Die mediane Produktion von IL-1p lag in allen Gruppen gleichauf mit der

Kontrollgruppe.

3.5.9 CD8+ CD45RO+ CD28- (Effektor) T-Zellen

Bei den CD8+ Effektor T-Zellen zeigte sich einzig eine signifikant niedrigere IL-6
Produktion bei den mit Methotrexat behandelten Patienten, Abb. 41. Die anderen

Gruppen lagen im Niveau der Kontrollgruppe.
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In dieser Gruppe der Effektor T-Zellen zeigte sich in den proportionalen Anteilen von
[FNy+, TNFo+ und IL-1p+ T-Zellen kein weiterer signifikanter Unterschied zur
Kontrollgruppe.
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3.5.10 CD8+ CD45R0O+ CD28+ (Memory) T-Zellen

Dasselbe Ergebnis fand sich bei der intrazelluléren IL-6 Produktion der CD8+ Memory
T-Zellen. Hier lag der mediane proportionale Anteil IL-6+ T-Zellen in der Methotrexat-
Gruppe signifikant niedriger im Verhdaltnis zu den gesunden Kontrollen vor, Abb. 42. In

den anderen Gruppen lagen die medianen Werte auf Ebene der Kontrollgruppe.
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Fir die proportionalen Anteile von IFNy+, TNFa+ und IL-1p+ T-Zellen lagen in keiner

der Therapiegruppen Unterschiede vor.

3.5.11 CD8+ CD45R0O- CD28- (TEMRA) T-Zellen

Bei der IL-6 Produktion der CD8+ TEMRA T-Zellen waren ebenfalls nur die Werte in
der Methotrexatgruppe vermindert. Die Tocilizumab-, Adalimumab- und Rituximab-
Patienten lagen auf einer Hohe mit den Werten der Kontrollgruppe, Abb. 43. Die
Methotrexat Patienten lagen signifikant unter den Werten der Kontrollgruppe.

Bei der IFNy Produktion der CD8+ TEMRA T-Zellen, Abb. 43 B, lagen die Gruppen
Methotrexat, Adalimumab und Rituximab auf einer Hohe mit der Kontrollgruppe.
Tocilizumab hingegen zeigte sich signifikant vermindert.
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Bei der IL-1B Produktion zeigte sich ebenfalls eine Signifikanz, Abb. 43 C. Wahrend
die Werte der Adalimumab Gruppe und der Rituximab Gruppe auf einer Ebene mit der
Kontrolle lagen, zeigten sich die Tocilizumab- und Methotrexat-Patienten in ihrer

intrazellularen IL-1p Produktion deutlich vermindert.
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Bei den proportionalen Anteilen von TNFa+ T-Zellen fand sich in keiner der

untersuchten Therapiegruppen ein Unterschied.

3.5.12 CD8+ CD45R0O- CD28+ (naive) T-Zellen

Bei den CD8+ naiven T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger 1L-6
Blockade in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter Unterschied in den
proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFo+, IL-1B+ und IL-6+ T-Zellen.
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3.6 Zytokinproduktionen mit VZV- Stimulus und TNFa Blockade

Die folgenden Grafiken (Abbildungen 44-52) stellen die Zytokinproduktionen der
verschiedenen Gruppen unter spezifischer TNFa Blockade mit anti-TNFa und VZV-

Stimulus dar.

3.6.1 CD4+ T-Zellen

Bei der IL-6 Produktion der CD4+ T-Zellen kam es nur in der Methotrexatgruppe zu
deutlich niedrigeren Werten im Vergleich zur Kontrollgruppe, Abb. 44 A. Die Mediane
der Gruppen Tocilizumab, Adalimumab und Rituximab lagen gleichauf mit der
Kontrollgruppe.
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Bei der IFNy Produktion der CD4+ T-Zellen unter Varizellen-Stimulus und
gleichzeitiger TNFa Blockade zeigte sich in der Tocilizumabgruppe eine verminderte
IFNy Produktion, Abb. 44 B. Die anderen medianen IL-6 Produktionen lagen auf

gleichem Niveau wie die der Kontrollgruppe.
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In Abbildung 44 C sind die proportionalen Anteile IL-1p+ CD4+ T-Zellen dargestellt.
Die medianen Werte lagen alle in etwa auf Hohe der Kontrollgruppe. Bei den medianen
Werten der Tocilizumab-, Methotrexat- und Adalimumab-Patienten lagen Kkeine
signifikanten Abweichungen vor. Bei den Rituximab Patienten zeigte sich jedoch eine

signifikant niedrigere IL-13 Produktion als in der Kontrollgruppe.

Bei den proportionalen Anteilen von TNFo+ T-Zellen fand sich in keiner der

untersuchten Therapiegruppen ein Unterschied.

3.6.2 CDA4+ CD69+ T-Zellen

Bei der IL-6 Produktion der aktivierten CD4+ T-Zellen zeigten sich die Gruppen
Tocilizumab, Adalimumab und Rituximab mit der Kontrollgruppe gleichwertig, Abb.

45 A. Einzig die Methotrexatgruppe zeigte sich signifikant vermindert.

Bei den aktivierten CD4+ T-Zellen zeigten sich die mit Methotrexat behandelten
Patienten in der IFNy Produktion deutlich eingeschrankt. Wahrend die Tocilizumab-,
Adalimumab- und die Rituximab-Gruppe in Hohe der Gesunden lagen, Abb. 45 B,
zeigte sich die Methotrexat-Gruppe mit ihrer medianen Produktion signifikant

vermindert.

Bei der IL-1B Produktion der aktivierten CD4+ T-Zellen lag nur Rituximab auBerhalb
des Niveaus der Kontrollgruppe. Ein homogenes Bild stellte sich bei den anderen
Therapiegruppen dar, die mit ihren medianen Werten auf einer Ebene mit den
Kontrollen lagen. Die Rituximabgruppe lag signifikant darunter, Abb. 45 C.
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Abb. 45: Als Boxplot dargestellter proportionaler Anteil IL-6+ (A), IFNy + (B), IL-1p+ (C) und TNFo+ (D) T-Zellen
von CD4+ CD69+ T-Zellen der verschiedenen Therapiegruppen mit VZV-Stimulus und TNFo Blockade. P-Werte
beziehen sich auf den Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe.

In Abb. 45 D dargestellt sind die aktivierten CD4+ T-Zellen mit ihren intrazelluldren
TNFa Produktionen. In der Gruppe Tocilizumab und Methotrexat waren sie stark
vermindert, beide statistisch signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Gruppen
Adalimumab und Rituximab waren mit ihren medianen Werten gleichwertig mit den

Kontrollen.

3.6.3 CD4+ CD45R0O+ CD28- (Effektor) T-Zellen

Bei den CD4+ Effektor T-Zellen, definiert durch CD45RO und CD28, zeigte sich in der
IL-6 Produktion folgende Signifikanz: Lediglich Methotrexat wies so stark verminderte
Werte im Verhaltnis zur Kontrollgruppe auf, dass hier eine deutlich Signifikanz vorlag.
Die Gruppen Tocilizumab, Adalimumab und Rituximab lagen mit ihren IL-6

Produktionen auf einer Hohe mit den Kontrollen, Abb. 46.
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Abb. 46: Als Boxplot dargestellter proportionaler Anteil
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der verschiedenen Therapiegruppen mit VZV-Stimulus
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Fur die proportionalen Anteile der IFNy+, TNFa+ und IL-1p+ T-Zellen in der Gruppe
der CD4+ Effektor T-Zellen lag in keiner der Gruppen ein signifikanter Unterschied

Vor.

3.6.4 CD4+ CD45RO+ CD28+ (Memory) T-Zellen

Ein &hnliches Bild zeigten die IL-6 Produktionen bei den CD4+ Memory T-Zellen.
Tocilizumab, Adalimumab und Rituximab waren statistisch im Niveau der Kontrollen,
Abb. 47 A. In der Methotrexatgruppe hingegen lag die IL-6 Produktion signifikant

niedriger als bei den gesunden Kontrollen.
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Abb. 47: Als Boxplot dargestellter proportionaler Anteil IL-6+ (A) und IFNy+ (B) T-Zellen von CD4+ CD45RO+
CD28+ T-Zellen der verschiedenen Therapiegruppen mit VZV-Stimulus und TNFa Blockade. P-Werte beziehen sich
auf den Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe.
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Bei den IFNy Produktionen der Memory T-Zellen fiel nur Tocilizumab Gruppe aus der
Verteilung der anderen Gruppen. Methotrexat, Adalimumab und Rituximab waren in
ihren Produktionen gleichwertig zu den Kontrollen. Tocilizumab war signifikant
erniedrigt, Abb. 47 B.

3.6.5 CD4+ CD45R0O- CD28- (TEMRA) T-Zellen

Bei der IL-6 Produktion der TEMRA T-Zellen war Methotrexat im Verhaltnis zu den
gesunden Probanden deutlich vermindert. In den anderen Gruppen wichen die medianen

Werte nicht statistisch signifikant von denen der Kontrollgruppe ab, Abb. 48 A.
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Abb. 48: Als Boxplot dargestellter proportionaler Anteil 1L-6+ (A) und IL-1p+ (B) T-Zellen von CD4+ CD45R0O-
CD28- T-Zellen der verschiedenen Therapiegruppen mit VZV-Stimulus und TNFa Blockade. P-Werte beziehen sich
auf den Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe.

Die Produktion von IL-1B war in den Gruppen Methotrexat und Rituximab unveréndert
zur Kontrolle. Tocilizumab dagegen war, genauso wie Adalimumab, im Verhéltnis zur

Kontrollgruppe vermindert, Abb. 48 B.
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3.6.6 CD4+ CD45R0O- CD28+ (naive) T-Zellen

Bei den naiven CD4+ T-Zellen lag nur Tocilizumab mit der medianen IFNy Produktion
statistisch signifikant unter dem Bereich der Kontrollgruppe, Abb. 49. Methotrexat

zeigte sich ebenso wie Adalimumab und Rituximab unverandert zu den Kontrollen.
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Abb. 49: Als Boxplot dargestellter proportionaler

% IFNy+ in CD4+ CD45RO- CD28+

p=0.044 Anteil TFNy+ T-Zellen von CD4+ CDA45RO-
CD28+ T-Zellen der verschiedenen

7 ? Therapiegruppen mit VZV-Stimulus und TNFa
Blockade. P-Werte beziehen sich auf den Vergleich

mit der gesunden Kontrollgruppe.
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Fiir die proportionalen Anteile der TNFa+, IL-1B+ und IL-6+ T-Zellen in der Gruppe

der CD4+ naiven T-Zellen lag in keiner der Gruppen ein signifikanter Unterschied vor.

3.6.7 CDS8+ T-Zellen

Bei den CD8+ T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger TNFa
Blockade in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter Unterschied in den
proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFo+, IL-1B+ und IL-6+ T-Zellen.

3.6.8 CD8+ CD69+ T-Zellen

Bei der IL-6 Produktion der CD8+ aktivierten T-Zellen stellte sich folgendes Bild dar:
Die IL-6 Produktion lag bei den Methotrexat Patienten signifikant unter den Werten der
gesunden Kontrollgruppe. Die anderen Therapiegruppen lagen im Bereich der
Kontrollgruppe, Abb. 50 A.
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Abb. 50: Als Boxplot dargestellter proportionaler Anteil IL-6+ (A) und IFNy+ (B) T-Zellen von CD8+ CD69+ T-
Zellen der verschiedenen Therapiegruppen mit VZV-Stimulus und TNFa Blockade. P-Werte beziehen sich auf den
Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe.

Bei der IFNy Produktion zeigten sich die Werte der Adalimumab Patienten erhoht.
Tocilizumab, Methotrexat und Rituximab waren zur Vergleichsgruppe der gesunden
Probanden unveréndert, Abb. 50 B. Adalimumab Patienten lagen mit ihrer medianen
[FNy Produktion signifikant tiber den Werten der Kontrollgruppe.

Bei den proportionalen Anteilen von TNFo+ und IL-13+ T-Zellen zeigte sich in keiner

der Gruppen ein signifikanter Unterschied.

3.6.9 CD8+ CD45RO+ CD28- (Effektor) T-Zellen

Dargestellt ist die IL-6 Produktion der CD8+ Effektor T-Zellen der unterschiedlichen
Therapiegruppen, Abb. 51.
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Die Methotrexat Patienten zeigten signifikant niedrigere Werte im Vergleich zu den
Kontrollen. Die Werte der anderen Gruppen waren statistisch gleichwertig zu den
Kontrollen.

Bei den proportionalen Anteilen von TNFo+, IFNy+ und IL-1p+ T-Zellen zeigte sich in
keiner der Gruppen ein signifikanter Unterschied.

3.6.10 CD8+ CD45R0O+ CD28+ (Memory) T-Zellen

Bei den CD8+ Memory T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger
TNFa Blockade in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter Unterschied in den
proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFa+, IL-1B+ und IL-6+ T-Zellen.

3.6.11 CD8+ CD45R0O- CD28- (TEMRA) T-Zellen

Bei den CD8+ TEMRA T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger
TNFa Blockade in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter Unterschied in den

proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFa+, IL-1p+ und IL-6+ T-Zellen.

3.6.12 CD8+ CD45R0O- CD28+ (naive) T-Zellen

Bei den CD8+ naiven T-Zellen zeigte sich eine Signifikanz in der IFNy Produktion. Die
Gruppe der Tocilizumab Patienten zeigte eine signifikant geringere Produktion von
IFNy als die Kontrollen, Abb. 52. Methotrexat, Adalimumab und Rituximab zeigten

sich unverandert gegeniber der Kontrollgruppe.
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Bei den proportionalen Anteilen von IL-6+, TNFa+ und IL-1p+ T-Zellen zeigte sich in

keiner der Gruppen ein signifikanter Unterschied.

3.7 Zytokinproduktionen mit VZV- Stimulus und IL-1p Blockade

Die folgenden Grafiken (Abbildungen 53-60) stellen die Zytokinproduktionen der
verschiedenen Gruppen unter spezifischer IL-1B Blockade mit anti-IL-1p und VZV-

Stimulus dar.

3.7.1 CDA4+ T-Zellen

Bei der IL-6 Produktion der CD4+ T-Zellen war die Gruppe der Methotrexat Patienten
verdandert und lag signifikant vermindert vor, Abb. 53 A. In den anderen Gruppen waren

die Produktionen gleichwertig zu den Kontrollen.
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Abb. 53: Als Boxplot dargestellter proportionaler Anteil IL-6+ (A) und IFNy+ (B) T-Zellen von CD4+ T-Zellen der
verschiedenen Therapiegruppen mit VZV-Stimulus und IL-1f Blockade. P-Werte beziehen sich auf den Vergleich
mit der gesunden Kontrollgruppe.

Bei den proportionalen Anteilen IFNy+ CD4+ T-Zellen lagen die Gruppen Methotrexat
Adalimumab und Rituximab auf einer Hohe mit den Kontrollen, Abb. 52 B.
Tocilizumab zeigte hingegen eine signifikant niedrigere IFNy Produktion.

Bei den proportionalen Anteilen von TNFo+ und IL-13+ T-Zellen zeigte sich in keiner

der Gruppen ein signifikanter Unterschied.
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3.7.2 CDA4+ CD69+ T-Zellen

Bei der IL-6 Produktion der aktivierten CD4+ T-Zellen ergab sich folgendes Bild: Nur

die Methotrexat Patienten zeigten signifikant niedrigere Werte als die Kontrollgruppe,

Abb. 54 A. Die Patienten der Gruppe Tocilizumab waren in ihren proportionalen IL-6+

CD4+ T-Zellen ebenso wie die Adalimumab und die Rituximab Gruppen unverandert

zur Kontrollgruppe.

Bei der IFNy Produktion zeigten sich die Gruppen Tocilizumab, Adalimumab und

Rituximab gleichwertig zu den gesunden Kontrollen, Abb. 54 B. Methotrexat war

signifikant erniedrigt.
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Abb. 54: Als Boxplot dargestellter proportionaler Anteil
IL-6+ (A), IFNy+ (B) und TNFa+ (C) T-Zellen von
CD4+ CD69+  T-Zellen  der  verschiedenen
Therapiegruppen mit  VZV-Stimulus und IL-1B
Blockade. P-Werte beziehen sich auf den Vergleich mit
der gesunden Kontrollgruppe.

Bei der TNFa Produktion der aktivierten CD4+ T-Zellen zeigte sich erneut nur die

Gruppe der Methotrexat Patienten verandert. Wahrend Tocilizumab, Adalimumab und

Gruppe signifikant darunter.

Rituximab sich gleichwertig zur Kontrollgruppe zeigten, Abb. 54 C, lag die Methotrexat
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3.7.3 CDA4+ CD45R0O+ CD28- (Effektor) T-Zellen

Bei den CD4+ Effektor T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger 1L-
1B Blockade in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter Unterschied in den
proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFao-+, IL-1B+ und IL-6+ T-Zellen.

3.7.4 CD4+ CD45RO+ CD28+ (Memory) T-Zellen

Bei den CD4+ Memory T-Zellen zeigte sich in der IL-6 Produktion auch eine
Signifikanz. Die Gruppe der Methotrexat Patienten zeigte eine signifikant niedrigere IL-
6 Produktion im Vergleich zu den gesunden Patienten. Die anderen Patientengruppen
lagen mit ihren medianen IL-6 Werten auf einer Hohe mit der Kontrollgruppe, Abb. 55
A.
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Abb. 55: Als Boxplot dargestellter proportionaler Anteil IL-6+ (A) und IFNy+ (B) T-Zellen von CD4+ CD45RO+
CD28+ T-Zellen der verschiedenen Therapiegruppen mit VZV-Stimulus und IL-1B Blockade. P-Werte beziehen sich
auf den Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe.

Bei der IFNy Produktion zeigten die Tocilizumab Patienten eine signifikante

Verminderung im Vergleich zu den gesunden Probanden, Abb. 55 B.

Bei den proportionalen Anteilen von TNFa+ und IL-1p+ T-Zellen zeigte sich in keiner

der Gruppen ein signifikanter Unterschied.
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3.7.5 CD4+ CD45R0O- CD28- (TEMRA) T-Zellen

Bei der IL-6 Produktion der CD4+ TEMRA T-Zellen mit Varizellen-Stimulus und
gleichzeitiger IL-13 Blockade waren alle Gruppen statistisch signifikant zur
Kontrollgruppe vermindert, Abb. 56 A.

Bei der IL-1p Produktion der CD4+ TEMRA T-Zellen zeigte sich folgendes Bild.
Einzig die IL-1p Produktion der Methotrexat Patienten zeigte sich gleichwertig zu der
Kontrollgruppe. Dagegen waren die Werte der Tocilizumab, Adalimumab und

Rituximab Patienten alle signifikant niedriger als die der Kontrollgruppe, Abb. 56 B.
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Abb. 56: Als Boxplot dargestellter proportionaler Anteil 1L-6+ (A) und IL-1p+ (B) T-Zellen von CD4+ CD45R0O-
CD28- T-Zellen der verschiedenen Therapiegruppen mit VVZV-Stimulus und IL-1f Blockade. P-Werte beziehen sich

auf den Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe.

Bei den proportionalen Anteilen von TNFo+ und IFNy+ T-Zellen zeigte sich in keiner

der Gruppen ein signifikanter Unterschied.
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3.7.6 CD4+ CD45RO- CD28+ (naive) T-Zellen

In der Gruppe der naiven CD4+ T-Zellen lagen die medianen Produktionswerte von
IFNy eng beieinander, Abb. 57 A. Tocilizumab wies aber eine signifikante Abweichung

nach unten im Verhaltnis zur Kontrollgruppe auf.
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Abb. 57: Als Boxplot dargestellter proportionaler Anteil IFNy+ (A) und TNFa+ (B) T-Zellen von CD4+ CD45R0O-
CD28+ T-Zellen der verschiedenen Therapiegruppen mit VZV-Stimulus und IL-1B Blockade. P-Werte beziehen sich
auf den Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe.

Bei der TNFo Produktion der naiven CD4+ T-Zellen wichen nur die Werte der
Rituximabgruppe von denen der Gesunden ab. Wéhrend die Gesunden ein gemeinsames
Niveau mit den Werten der Gruppen Tocilizumab, Methotrexat und Adalimumab
bildeten, Abb. 57 B, fiel Rituximab statistisch signifikant auf und zeigte sich erhoht.

Bei den proportionalen Anteilen von IL-1B+ und IL-6+ T-Zellen zeigte sich in keiner

der Gruppen ein signifikanter Unterschied.
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3.7.7 CD8+ T-Zellen

Bei den CD8+ T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger IL-1B
Blockade in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter Unterschied in den
proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFao-+, IL-1B+ und IL-6+ T-Zellen.

3.7.8 CD8+ CD69+ T-Zellen

Bei den aktivierten CD8+ T-Zellen zeigte sich in der IFNy Produktion die Gruppe der
Adalimumab Patienten verandert. Deren mediane IFNy Produktion lag signifikant tber
den Werten der Kontrollgruppe. Die anderen Gruppen lagen auf einem Niveau mit den
Kontrollen, Abb. 58 A.
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Abb. 58: Als Boxplot dargestellter proportionaler Anteil IFNy+ (A) und TNFa+ (B) T-Zellen von CD8+ CD69+ T-
Zellen der verschiedenen Therapiegruppen mit VZV-Stimulus und IL-1f Blockade. P-Werte beziehen sich auf den
Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe.

In der TNFa Produktion der aktivierten CD8+ T-Zellen verhielt es sich ebenso.
Tocilizumab, Methotrexat und Rituximab zeigten ein homogenes Bild der TNFa
Produktion und waren als gleichwertig zu den gesunden Kontrollen zu betrachten, Abb.

58 B. Die Gruppe der Adalimumab Patienten zeigte signifikant erhdhte Werte.

3.7.9 CD8+ CD45R0O+ CD28- (Effektor) T-Zellen

Bei den CD8+ Effektor T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger IL-
1B Blockade in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter Unterschied in den

proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFa+, IL-1B+ und IL-6+ T-Zellen.

Seite | 94



3.7.10 CD8+ CD45R0O+ CD28+ (Memory) T-Zellen

Bei den CD8+ Memory T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger IL-
1B Blockade in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter Unterschied in den
proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFao-+, IL-1B+ und IL-6+ T-Zellen.

3.7.11 CD8+ CD45R0O- CD28- (TEMRA) T-Zellen

Hier dargestellt ist die IL-6 Produktion der CD8+ TEMRA T-Zellen. Die Adalimumab
Patienten zeigten ebenso wie die Rituximab Patienten ein gleichwertiges
Produktionsniveau welches nicht statistisch divergent zur Kontrollgruppe war, Abb. 59.
Die Gruppe der Tocilizumab Patienten zeigte signifikant niedrigere Werte, ebenso wie
die Methotrexat Patienten.
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Bei den proportionalen Anteilen von IFNy+, IL-1B+ und TNFa+ T-Zellen zeigte sich in
keiner der Gruppen ein signifikanter Unterschied.
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3.7.12 CD8+ CD45R0O- CD28+ (naive) T-Zellen

Bei der IL-6 Produktion der naiven CD8+ T-Zellen fand sich nur eine von der Norm
abweichende Gruppe. Die mediane Produktion von IL-6 lag in der Methotrexat Gruppe
stark unter den Werten der Kontrollgruppe. Die Werte der Tocilizumabgruppe, der
Adalimumabgruppe und der Rituximabgruppe waren im Verhaltnis zu den gesunden

Probanden der Kontrollgruppe nicht veréndert, Abb. 60.

Abb. 60: Als Boxplot dargestellter proportionaler
Anteil IL-6+ T-Zellen von CD8+ CD45R0O- CD28+ T-
N Zellen der verschiedenen Therapiegruppen mit VZV-
1 Stimulus und IL-1B Blockade. P-Werte beziehen sich

%I auf den Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe.
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Bei den proportionalen Anteilen von IFNy+, IL-1B+ und TNFa+ T-Zellen zeigte sich in
keiner der Gruppen ein signifikanter Unterschied.
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3.8 Zytokinproduktionen mit VZV- Stimulus und IFNy Blockade

Die folgenden Grafiken (Abbildungen 61-68) stellen die Zytokinproduktionen der
verschiedenen Gruppen unter spezifischer IFNy Blockade mit anti-IFNy und VZV-

Stimulus dar.

3.8.1 CD4+ T-Zellen

Bei den CD4+ T-Zellen fand sich nur bei der IFNy Produktion eine Signifikanz. Hier
lag die mediane IFNy Produktion der Tocilizumab Patienten signifikant unter den
Werten der Kontrolle, Abb. 61. Die anderen Therapiegruppen zeigten eine

gleichwertige Produktion von IFNy wie die gesunden Probanden.
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Bei den proportionalen Anteilen von IL-6+, IL-1B+ und TNFa+ T-Zellen zeigte sich in

keiner der Gruppen ein signifikanter Unterschied.

3.8.2 CD4+ CD69+ T-Zellen

Bei den proportionalen Anteilen der IL-6+ CD4+ CD69+ T-Zellen zeigte sich die
Gruppe der Methotrexat Patienten bezogen auf die Kontrollgruppe signifikant in der IL-
6 Produktion vermindert. Tocilizumab, Adalimumab und Rituximab waren in Bezug auf

die gesunden Kontrollen gleichwertig, Abb. 62 A.

Bei den aktivierten CD4+ T-Zellen zeigten sich die Gruppen Tocilizumab, Adalimumab

und Rituximab in der IFNy Produktion gegenuiber der Kontrollgruppe gleichwertig. Die
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IFNy Werte der Methotrexat Gruppe waren gegenuber den gesunden Kontrollen

deutlich vermindert, Abb. 62 B.
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Abb.62: Als Boxplot dargestellter proportionaler
Anteil IL-6+ (A), IFNy+ (B) und TNFa+ (C) T-Zellen
von CD4+ CD69+ T-Zellen der verschiedenen
Therapiegruppen mit  VZV-Stimulus und IFNy
Blockade. P-Werte beziehen sich auf den Vergleich mit
der gesunden Kontrollgruppe.

Bei der TNFa Produktion der aktivierten CD4+ T-Zellen fand sich neben Methotrexat

auch Tocilizumab veréndert. Im Verhaltnis zu der Kontrollgruppe waren die Werte der

Adalimumab- und Rituximab-Gruppe nicht abweichend, Abb. 62 C. Tocilizumab zeigte

sich genauso wie Methotrexat signifikant vermindert.

Bei den proportionalen Anteilen von IL-13+ T-Zellen zeigte sich in keiner der Gruppen

ein signifikanter Unterschied.
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3.8.3 CD4+ CD45R0O+ CD28- (Effektor) T-Zellen

Bei der IL-6 Produktion der CD4+ Effektor T-Zellen lag erneut nur Methotrexat unter

dem Niveau der Kontrollen. Tocilizumab, Adalimumab und Rituximab wiesen

denselben Produktionsbereich wie die Kontrollgruppe auf, Abb. 63. Methotrexat zeigte

sich statistisch signifikant vermindert.
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Abb. 63: Als Boxplot dargestellter proportionaler
Anteil I1L-6+ T-Zellen von CD4+ CD45RO+ CD28- T-
Zellen der verschiedenen Therapiegruppen mit VZV-
Stimulus und IFNy Blockade. P-Werte beziehen sich
auf den Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe.

Bei den proportionalen Anteilen von IFNy+, IL-1B+ und TNFa+ T-Zellen zeigte sich in

keiner der Gruppen ein signifikanter Unterschied.

3.8.4 CD4+ CD45R0O+ CD28+ (Memory) T-Zellen

Bei den CD4+ Memory T-Zellen lagen die Gruppen Methotrexat, Adalimumab und

Rituximab mit ihrer IFNy Produktion auf einer Hohe mit den gesunden Kontrollen,

Abb. 64. Die Tocilizumab Patienten zeigten signifikant niedrigere Werte.
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Abb. 64: Als Boxplot dargestellter proportionaler
Anteil IFNy+ T-Zellen von CD4+ CD45RO+ CD28+
T-Zellen der verschiedenen Therapiegruppen mit VZV-
Stimulus und IFNy Blockade. P-Werte beziehen sich
auf den Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe.
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Bei den proportionalen Anteilen von IL-6+, IL-1B+ und TNFa+ T-Zellen zeigte sich in
keiner der Gruppen ein signifikanter Unterschied.

3.8.5 CD4+ CD45R0O- CD28- (TEMRA) T-Zellen

Bei den CD4+ TEMRA T-Zellen fand sich ein gemischteres Bild in der IL-1pB
Produktion. Sowohl Tocilizumab Patienten, als auch Adalimumab Patienten waren
signifikant in ihrer IL-1p Produktion im Vergleich zur Kontrollgruppe vermindert, Abb.
65. Methotrexat und Rituximab waren in ihrer Produktion nicht abweichend zur

Kontrolle.
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Bei den proportionalen Anteilen von IL-6+, IFNy+ und TNFa+ T-Zellen zeigte sich in

keiner der Gruppen ein signifikanter Unterschied.

3.8.6 CD4+ CD45R0O- CD28+ (naive) T-Zellen

Bei der IFNy Produktion der naiven CD4+ T-Zellen zeigte sich Tocilizumab veréndert.
Die Kontrollen lagen mit den Gruppen Methotrexat, Adalimumab und Rituximab in
einer Ebene, Abb. 66. Bei den Patienten der Tocilizumabgruppe fand sich eine

signifikante Verminderung.
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Abb. 66: Als Boxplot dargestellter proportionaler
Anteil IFNy+ T-Zellen von CD4+ CD45R0O- CD28+
T-Zellen der verschiedenen Therapiegruppen mit
VZV-Stimulus und IFNy Blockade. P-Werte beziehen
sich auf den Vergleich mit der gesunden
Kontrollgruppe.

Bei den proportionalen Anteilen von IL-6+, IL-1B+ und TNFa+ T-Zellen zeigte sich in

keiner der Gruppen ein signifikanter Unterschied.

3.8.7 CDS8+ T-Zellen

Bei den CD8+ T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger IFNy

Blockade in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter Unterschied in den

proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFa+, IL-1B+ und IL-6+ T-Zellen.

3.8.8 CD8+ CD69+ T-Zellen

Bei den aktivierten CD8+ T-Zellen gab es in der IL-6 Produktion eine Abweichung von

der Kontrollgruppe. Hier lag die IL-6 Produktion der Methotrexat Patienten statistisch

signifikant vermindert zur Kontrollgruppe vor. Die medianen Werte der anderen

Gruppen waren als gleichwertig zur Kontrollgruppe zu betrachten, Abb. 67 A.
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Abb. 67: Als Boxplot dargestellter proportionaler Anteil IL-6+ (A) und IFNy+ (B) T-Zellen von CD8+ CD69+ T-
Zellen der verschiedenen Therapiegruppen mit VVZV-Stimulus und TFNy Blockade. P-Werte beziehen sich auf den
Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe.

Bei der IFNy Produktion der aktivierten CD8+ T-Zellen zeigte sich Methotrexat
deutlich vermindert. Die mediane IFNy Produktion lag signifikant unter den Werten der
Kontrollgruppe, Abb. 67 B. Die anderen Gruppen verhielten sich in ihrer Produktion der

Kontrolle entsprechend und lagen mit ihren Medianen in einem Niveau mit dieser.

Bei den proportionalen Anteilen von IL-1B+ und TNFo+ T-Zellen zeigte sich in keiner

der Gruppen ein signifikanter Unterschied.

3.8.9 CD8+ CD45RO+ CD28- (Effektor) T-Zellen

Betrachtet man nun die CD8+ Effektor T-Zellen in ihrer IFNy Produktion, so fiel
ebenfalls eine Abweichung auf. Die Gruppe der Methotrexat Patienten wich stark nach
unten von Kontrollgruppe ab und war damit statistisch signifikant, Abb. 68 A. Die
anderen Gruppen wichen nicht von den Werten der Kontrollgruppe ab.

Seite | 102



100 100
g | A P00t % B 0
o o
[=] [=]
3} ‘;’ 801 p=0.019
+ -
g o)
['4 o
g 2
2 o 607
(8] 60 (8]
3 +
& &
3] O 401
c E
409 L
= £ 20
i z
B B
201 01
T T T T T T T T T T
Tocilizumab Methotrexat Adalimumab Rituximab ~ Gesunde Tocilizumab Methotrexat Adalimumab Rituximab  Gesunde
Kontrolle Kontrolle
Medikamentengruppe Medikamentengruppe

Abb. 68: Als Boxplot dargestellter proportionaler Anteil IFNy+ (A) und TNFa+ (B) T-Zellen von CD8+ CD45R0O+
CD28- T-Zellen der verschiedenen Therapiegruppen mit VZV-Stimulus und IFNy Blockade. P-Werte beziehen sich
auf den Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe.

Bei den CD8+ Effektor T-Zellen lag die TNFa Produktion in der Therapiegruppe
Adalimumab signifikant hoher, Abb. 68 B.
Bei den proportionalen Anteilen von IL-6+ und IL-1p+ T-Zellen zeigte sich in keiner

der Gruppen ein signifikanter Unterschied.

3.8.10 CD8+ CD45R0O+ CD28+ (Memory) T-Zellen

Bei den CD8+ Memory T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger
IFNy Blockade in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter Unterschied in den
proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFo+, IL-1B+ und IL-6+ T-Zellen.

3.8.11 CD8+ CD45R0O- CD28- (TEMRA) T-Zellen

Bei den CD8+ TEMRA T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger
IFNy Blockade in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter Unterschied in den
proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFo+, IL-1B+ und IL-6+ T-Zellen.

3.8.12 CD8+ CD45R0O- CD28+ (naive) T-Zellen

Bei den CD8+ naiven T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger IFNy
Blockade in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter Unterschied in den
proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFa+, IL-1B+ und IL-6+ T-Zellen.
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3.8.13 Ubersichtsdarstellung der Ergebnisse

Die folgenden Tabellen (Tab. 20-31) zeigen die Ergebnisse als Ubersichtstabelle.
Signifikante Abweichungen sind als erhoht (1) oder vermindert (|) dargestellt und
beziehen sich immer auf die gesunde Kontrollgruppe. (—) bedeutet, dass kein Effekt

vorliegt.

Tabelle 20 stellt die Ergebnisse der CD4+ T-Zellen mit und ohne VZV-Stimulus im
Vergleich dar.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Methotrexat zu einer Hemmung der
aktivierten CD69+ CD4+ T-Zellen fiihrt und auch die intrazelluldre Zytokinproduktion
in TEMRA und Memory CD4+ T-Zellen negativ beeinflusst, s. Tab. 20. Fur die anderen
Therapiegruppen konnte insbesondere ein negativer Einfluss auf die Zytokinproduktion
in TEMRA und Memory CD4+ T-Zellen festgestellt werden. Die Wirkung auf die
VZV-spezifische intrazellulare Zytokinproduktion bleibt jedoch in den Therapiegruppen

relativ unbeeinflusst.
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Tab. 20: Ubersicht iiber die prozentuellen Anteile der Zytokine und T-Zell-Subpopulationen in den
CD4+ T-Zellen mit und ohne VZV-Stimulus, dargestellt als signifikant erhdhte (1) oder verminderte (|)
Zytokinproduktion, im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. (—) bedeutet kein Effekt.

Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab
ohne . ohne i ohne . ohne .
vZV mit VZV VZV mit VZV VZV mit VZV VZV mit VZV
(%] IL-6 — — J N — — — —
[%] IFNy+ — — — — — — J —
(%] IL-1B+ — — — — — — J J
. [%] TNFa+ — — — — — — — —
<
S
[%] CD69+IFNy+ —_ — \]/ \J/ J— _ \]/ o
[%] CD69+IL-6+ — — J N§ — — — —
[%] CD69+IL-1B+ — — — — _ _ _ o
[%] CDB9+TNFa+ — — Np J — — N2 —
(%] IL-6+ — — — — — — — —
5%
29 [%] IFNy+ — — — N§ — — — —
[
« O
£ = (%] IL-1B+ — — — — — — — —
o
==
o O
= (%] TNFa+ — — — — — — — —
(%] IL-6+ — — — — — — — —
5%
38 (%] IFNy+ — — — — — — N —
e
Q5 [%] IL-1B+ — — — — — — — —
5 <
2§
= [%] TNFa+ — — — — — — — —
(%] IL-6+ — — J J N% — - -
5%
k) (%] IFNy+ — — — N§ — — — —
e
Z 5 [%] IL-1B+ N2 NY NY NY NY — N N2
w 0O
E o
(%] TNFa+ — — — — — — — e
(%] IL-6+ — — J N% N2 — — —
=
9 0
88 (9] IFNy+ N2 — N2 — N2 — N —
= o+
fall®)
S5 [%] IL-1B+ — — J — — — — —
§ 32
< [%] TNFa+ — — — — — — — —

Seite | 105



Tabelle 21 stellt die Ergebnisse der CD8+ T-Zellen mit und ohne VZV-Stimulus im
Vergleich dar. Signifikante Abweichungen sind als erhoht (1) oder vermindert (|)
dargestellt und beziehen sich immer auf die gesunde Kontrollgruppe.

Tab. 21: Ubersicht tber die prozentuellen Anteile der Zytokine und T-Zell-Subpopulationen in den

CD8+ T-Zellen mit und ohne VZV-Stimulus, dargestellt als signifikant erhohte (1) oder verminderte (|)
Zytokinproduktion, im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. (—) bedeutet kein Effekt.

Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab
ohne . ohne . ohne . ohne .
vZV mit VZV VZV mit VZV vz mit VZV vZV mit VZV
(%] IL-6 — — — — — — — —
[9] IFNy+ — — — — — — — —
(%] IL-1B+ — — — — — — J J
+ [9%] TNFa+ — — — — — — — —
2
© [%] CD69+IFNy+ — N J J _ _ _ N
[%] CD69+IL-6+ — — \l/ \J/ J— _ _ -
[%] CD69+IL-1B+ — — — — — _ _ _
[%] CDB9+TNFa+ — N — — — — J —
c = [%] IL-6+ — — — \l, — — — —
s 3%
s (%] IFNy+ — — — — — — — —
=3
S (%] IL-1B+ — — — — — — — —
T
L3
T o [%] TNFo+ — ™ — — — — — —
— (%] IL-6+ — — — — — — — —
+
g X
3 8 [%] IFNy+ — — — — — — — —
[
e g:: (%] IL-1B+ — — — — — — — —
s 3
o [9%] TNFa+ — — — — — — — —
_ (%] IL-6+ — — — — — — J —
= 5
o X
K3 g [%] IFNy+ — — — — — — — \],
E g
== (%] IL-1p+ J — — — N% — N2 —
=3
=9 [%] TNFa+ — — — — — — — —
c - (%] IL-6+ — — — — — — — —
2%
N e [%] IFNy+ — — — — — — — —
= o+
>
5 % (%] IL-1B+ — — — — — — — —
§ 3
o [%] TNFa+ — — — — — — — —

Hierbei zeigte sich zusammenfassend vor allem ein negativer Effekt von Methotrexat
auf die aktivierten CD69+ CD8+ T-Zellen.
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Tabelle 22 stellt die Ergebnisse der CD4+ T-Zellen mit VZV-Stimulus dar. Signifikante
Abweichungen sind als erh6ht (1) oder vermindert () dargestellt und beziehen sich hier
auf die Therapiegruppe unterteilt nach Zoster-Anamnese. Nur fir die Gruppen
Tocilizumab und Methotrexat betrugen die Fallzahlen in den genannten Untergruppen

>4 und konnten statistisch ausgewertet und verglichen werden.

Tab. 22: Ubersicht iiber prozentuellen Anteile der Zytokine und T-Zell-Subpopulationen in den CD4+ T-
Zellen mit VZV-Stimulus unterteilt nach Zoster-Anamnese, dargestellt als signifikant erhéhte (1) oder

verminderte (|) Zytokinproduktion, im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. (—) bedeutet kein Effekt.

Zoster kein Zoster kein Zoster
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(%] IL-6 — — — —
[9%] IFNy+ — — — —
[%] IL-1B+ — — — —
&
8 [9%] TNFo+ — — — —
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[%] CD69+IL-6+ — — — —
[%] CD69+IL-1B+ — — — —
%] CD69+TNFo+ — — — —
[
- %) IL-6+ — — — —
vl 33 e
2| 35|88 [%] IFNy+ — — — —
= S = +
E S| 52 [%] IL-1B+ — — — —
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N o i
N
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o S
z 8 [%] TNFa+ — — — —
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2 5
g £ (%] IL-18+ — — — —
<
=] [%] TNFo+ — — — —
5% [9%] IL-6+ — — — —
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E &
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Zusammenfassend gab es zwischen den Therapiegruppen keinen Unterschied zwischen

Patienten mit Zoster-Anamnese und Patienten ohne Zoster-Anamnese.
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Tabelle 23 stellt die Ergebnisse der CD8+ T-Zellen mit VZV-Stimulus unterteilt nach
Zoster-Anamnese dar. Signifikante Abweichungen sind als erhoht (1) oder vermindert
(}) dargestellt und beziehen sich beziehen sich hier auf die Therapiegruppe unterteilt

nach Zoster-Anamnese.

Tab. 23: Ubersicht iiber prozentuellen Anteile der Zytokine und T-Zell-Subpopulationen in den CD8+ T-
Zellen mit VZV-Stimulus unterteilt nach Zoster-Anamnese, dargestellt als signifikant erhéhte (1) oder

verminderte (|) Zytokinproduktion, im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. (—) bedeutet kein Effekt.

Zoster kein Zoster Zoster kein Zoster
[%] IL-6 — — — —
(%] IFNy+ — — — —
%] IL-1B+ — — — —
[%] IL-1B
% (%] TNFa+ — — — e
[%] CD69+IFNy+ — — — —
[%] CD69+IL-6+ — — - -
[%] CD69+IL-1B+ — — — —
%] CD69+TNFo+ — - - -
[%]
Y %] IL-6+ — — — —
532 [%] IL-6
" § E § [9] IFNy+ — — — —
S
= S 52 [%] IL-1B+ — — — —
E | 2 | £2
% 2 | £ 5] [9%] TNFa+ — — — —
=
= ) . _ _ _ _
o 2 - [%] IL-6+
= | N8R
IS _“EJ 3 2 [%] IFNy+ — — — —
e
o v 5 [%] IL-1B+ — — — N§
(T
zg [%] TNFo+ — — — —
— (%] IL-6+ — — — —
S o
=
Sis (%] IFNy+ — — — —
L g
g % (%] IL-1B+ — — — —
<
)] [9%] TNFa+ — — — —
c T (%] IL-6+ — — — —
24
N S [%)] IFNy+ — — — —
-+
E % (%] IL-1B+ — — — —
<
s8 [%] TNFa+ — — — —

Ebenso zeigte sich auch hier zusammenfassend bei CD8+ T-Zellen aus verschiedenen

Therapiegruppen kein Unterschied zwischen Patienten mit und ohne Zoster-Anamnese.
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Tabelle 24 stellt die Ergebnisse der CD4+ T-Zellen mit VZV-Stimulus und IL-6
Blockade dar. Signifikante Abweichungen sind als erhoht (1) oder vermindert (|)

dargestellt und beziehen sich immer auf die gesunde Kontrollgruppe.

Tab. 24: Ubersicht iiber prozentuellen Anteile der Zytokine und T-Zell-Subpopulationen in den CD4+ T-

Zellen mit VZV-Stimulus und IL-6 Blockade, dargestellt als signifikant erhohte (1) oder verminderte ()

Zytokinproduktion, im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. (—) bedeutet kein Effekt.

g Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab
[%] IL-6 — J — _
[%] IFNy+ — — — N2
[%] IL-1B+ — — — —
+ [%] TNFa+ — — — —
2
= [%] CD69+IFNy+ — ) — —
[%] CD69+IL-6+ — J — —
[%] CDE9+IL-1B+ — — — —
[%] CD69+TNFoi+ — — — N
c = [%] IL-6+ e ) — —
2 X
S [%] IFNy+ — — —
@ Q| - +
2| 8| 58 [%] IL-1B+ — _ _ _
= 2| £ un
E| 8| £3
= 5o [%] TNFo+ — — — —
O
0, _ -_ - - -
8|8 .3 [%] IL-6+
-‘é’ *é' % g [%] IFNy+ — — — —
v & (%] IL-1B+ — — — —
s 3
Z0o [%] TNFa+ — — — —
— [9%] IL-6+ — _
53 v v
@5 [%] IFNy+ — — — —
E g
g & (%] IL-1B+ NE N% — N
ZNs) [%] TNFa+ — — — —
cT [%] IL-6+ — J — —
=8
N S [%] IFNy+ — — — J
-+
58 [9%] 1L-1B+ — — — —
E 3
s8 %] TNFa+ — — — —

Zusammenfassend wurde vor allem unter IL-6 Blockade der negative Effekt von
Methotrexat auf die Zytokinproduktion von aktivierten CD69+ CD4+ T-Zellen und

TEMRA T-Zellen deutlich.
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Tabelle 25 stellt die Ergebnisse der CD8+ T-Zellen mit VZV-Stimulus und IL-6
Blockade dar. Signifikante Abweichungen sind als erhoht (1) oder vermindert (|)
dargestellt und beziehen sich immer auf die gesunde Kontrollgruppe.

Tab. 25: Ubersicht iiber prozentuellen Anteile der Zytokine und T-Zell-Subpopulationen in den CD8+ T-

Zellen mit VZV-Stimulus und IL-6 Blockade, dargestellt als signifikant erhohte (1) oder verminderte ()
Zytokinproduktion, im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. (—) bedeutet kein Effekt.

_ Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab
[%] IL-6 — — — —
[%] IFNy+ — — — —
[%] IL-1B+ — — — —
o [%] TNFa+ — — — —
a2
© [%] CD69+IFNy+ ™ Np — —
[%] CD69+IL-6+ — J — —
[%] CD69+IL-1B+ — — — —
[%)] CD69+TNFa+ T — — —
c = [%] IL-6+ — NP — —
2
SIS (%] IFNy+ — — — —
%) [J) =
2| ° |52 (%] IL-1B+ — — — —
> ~ = Q
E| © [£23
s | © |Go [%] TNFa+ — — — —
(Al [a)
& © — [%] IL-6+ — — — —
= | 2 | c&
[}
= g |3 8 (%] IFNy+ — — — —
' 9 %] IL-1 — — — —
g = [%] IL-1B+
z3
o [%] TNFo+ — — e —
— [%] IL-6+ J— \l/ _ -
S o
2N
s [%] IFNy+ — — — J
)
s (%] IL-1B+ — J — J
S <
w 0O
o [%] TNFa+ — — — —
c T [%] IL-6+ — N — —
9 0
=
N S [%] IFNy+ — — — —
-+
58 [9%] 1L-1B+ — — — —
ES
=8 %] TNFa+ — — — —

In CD8+ T-Zellen zeigt sich ein &hnlicher Effekt, wie unter CD4+ T-Zellen mit in vitro
IL-6 Blockade, ndmlich eine verringerte Zytokinproduktion von CD69+ aktivierten

CD8+ T-Zellen in der Methotrexat Therapiegruppe.
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Tabelle 26 stellt die Ergebnisse der CD4+ T-Zellen mit VZV-Stimulus und TNFa
Blockade dar. Signifikante Abweichungen sind als erhoht (1) oder vermindert (|)
dargestellt und beziehen sich immer auf die gesunde Kontrollgruppe.

Tab. 26: Ubersicht iiber prozentuellen Anteile der Zytokine und T-Zell-Subpopulationen in den CD4+ T-

Zellen mit VZV-Stimulus und TNFa Blockade, dargestellt als signifikant erh6hte (1) oder verminderte ()
Zytokinproduktion, im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. (—) bedeutet kein Effekt.

_I Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab
[%] IL-6 — J _ _
[%] IFNy+ — — — Np
[%] IL-1B+ — — J —
+ [%] TNFo+ — — — —
3
© [%] CD69+IFNy+ — J — —
[%] CD69+IL-6+ — J — —
[%] CD69+IL-1B+ — — ) —
(%] CD69+TNFou+ — N§ — N
c = [%] IL-6+ — J — —
2R
S (%] IFNy+ — — — —
o | B |8
2| @ |s& [%] IL-1B+ — — — —
2 5 |35
= 2 |ES [%] TNFo+ — — — —
(%)
> 3
3| & — [%] IL-6+ — — — —
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= | = |2q 9
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S ©
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c T [%] IL-6+ — J — —
=q
N S [%] IFNy+ — — — J
o+
58 [9%] IL-1B+ — — — —
EQ
=8 [%] TNFo+ — — — —

Bei zusatzlicher in vitro Blockade von TNFa zeigte sich erneut hauptsdchlich die
Zytokinproduktion der CD69+ CD4+ T-Zellen bei den Methotrexat Patienten

beeinflusst.
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Tabelle 27 stellt die Ergebnisse der CD8+ T-Zellen mit VZV-Stimulus und TNFa
Blockade dar. Signifikante Abweichungen sind als erhoht (1) oder vermindert (|)
dargestellt und beziehen sich immer auf die gesunde Kontrollgruppe.

Tab. 27: Ubersicht iiber prozentuellen Anteile der Zytokine und T-Zell-Subpopulationen in den CD8+ T-

Zellen mit VZV-Stimulus und TNFa Blockade, dargestellt als signifikant erhohte (1) oder verminderte ()
Zytokinproduktion, im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. (—) bedeutet kein Effekt.

_l Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab
[%] IL-6 — — — —
[%)] IFNy+ — — — —
[%] IL-1B+ — — — —
o [%] TNFa+ — — — —
a
© [%] CD69+IFNy+ ™ — — —
[%] CD69+IL-6+ — Np — —
%) CD69+IL-1p+ — — — —
[
[%] CD69+TNFa+ — — — —
e = [%] IL-6+ — NP — —
2
S [%] IFNy+ — — — —
n % ’,_I_ &
=) i S x [%] IL-1B+ — — - -
> s} X 0
€ | o |&3
o o | TS [%] TNFo+ — — — —
d 3
2L — [%] IL-6+ — — — —
> E c &
21 = |30 (%] IFNy+ — — — J
€| € |S© o
= O o
vz [%] IL-1B+ — — — —
53
Zo [%] TNFa+ — — — —
- [%] IL-6+ — — — —
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L T
o)
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w 0O
=) [%] TNFa+ — — — —
5 T [%] IL-6+ — — - -
- o
N S [9%] IFNy+ — — — —
L
>
g2 [%] IL-1B+ — — — —
£ 3
[}
~3s] [%] TNFa+ — — — —

Bei den CD8+ T-Zellen zeigen sich kaum Einflusse auf die intrazellulare
Zytokinproduktion unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger in vitro durchgefihrter
TNFa Blockade.
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Tabelle 28 stellt die Ergebnisse der CD4+ T-Zellen mit VZV-Stimulus und IL-1P
Blockade dar. Signifikante Abweichungen sind als erhoht (1) oder vermindert (|)
dargestellt und beziehen sich immer auf die gesunde Kontrollgruppe.

Tab. 28: Ubersicht tiber prozentuellen Anteile der Zytokine und T-Zell-Subpopulationen in den CD4+ T-

Zellen mit VZV-Stimulus und IL-1p Blockade, dargestellt als signifikant erhohte (1) oder verminderte (|)
Zytokinproduktion, im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. (—) bedeutet kein Effekt.

; Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab
[%] IL-6 — J — —
[9%] IFNy+ — — — N
[%] IL-1B+ — — — —
* [%] TNFo+ — — — —
a
< [%] CDE9+IFNy+ — J — —
[%] CD69+IL-6+ — J — —
[%] CD69+IL-1B+ — — — —
[%] CD69+TNFa+ — N — —
—_ 0, - R JE— PR _
53 [%] IL-6+
o |¥8 [9] IFNy+ — — — —
(%] o = +
2| 8 |58 (%] IL-1p+ — — — —
E| 8 |23
Z | @ 58 [%] TNFo+ — — — —
1
<= - [%] IL-6+ — — — —
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c S
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<8 (%] IFNy+ — — — —
)
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€ o
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Bei den CD4+ T-Zellen mit VZV-Stimulus und zusatzlicher IL-1p Blockade waren die
Zytokinproduktionen der CD69+ und TEMRA T-Zellen der Methotrexat Patienten stark
negativ beeinflusst. Allerdings waren hier auch die Zytokinproduktionen der TEMRA
T-Zellen der anderen Therapiegruppen (Adalimumab, Tocilizumab, Rituximab) negativ
beeinflusst.
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Tabelle 29 stellt die Ergebnisse der CD8+ T-Zellen mit VZV-Stimulus und IL-18
Blockade dar. Signifikante Abweichungen sind als erhoht (1) oder vermindert (|)
dargestellt und beziehen sich immer auf die gesunde Kontrollgruppe.

Tab. 29: Ubersicht iiber prozentuellen Anteile der Zytokine und T-Zell-Subpopulationen in den CD8+ T-

Zellen mit VZV-Stimulus und IL-1p Blockade, dargestellt als signifikant erhohte (1) oder verminderte ()
Zytokinproduktion, im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. (—) bedeutet kein Effekt.

g Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab
[%] IL-6 — — — —
[%] IFNy+ — — — —
[%] IL-1B+ — — — —
o [%] TNFa+ — — — —
a
© [%] CD69+IFNy+ ™ — — —
[%] CD69+IL-6+ — i - -
%] CD69+IL-1B+ — — — —
[
[%)] CD69+TNFa+ ™ — — —
— %] IL-6+ — — — —
53 [%]
SRS [%] IFNy+ — — — —
- % -+
« O
2| @ |s& [%] IL-1B+ — — _ _
EN s R )
= o |[£a .
o= o i) [%] TNFo+ — — — —
@
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2|2 (8]
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= O
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c 3
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)
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<
a
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9 0
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s @ [%] TNFo+ — — — —

Bei den CD8+ T-Zellen fanden sich mit VZV-Stimulus und zusatzlicher IL-1B
Blockade nur geringe Veranderungen. Die CD69+ T-Zellen der Adalimumab Patienten
zeigten eine positive Beeinflussung, die IL-6 Produktion der naiven und TEMRA T-

Zellen der Methotrexat Patienten allerdings eine negative.
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Tabelle 30 stellt die Ergebnisse der CD4+ T-Zellen mit VZV-Stimulus und IFNy
Blockade dar. Signifikante Abweichungen sind als erhoht (1) oder vermindert (|)
dargestellt und beziehen sich immer auf die gesunde Kontrollgruppe.

Tab. 30: Ubersicht iiber prozentuellen Anteile der Zytokine und T-Zell-Subpopulationen in den CD4+ T-

Zellen mit VZV-Stimulus und IFNy Blockade, dargestellt als signifikant erhohte (1) oder verminderte ()
Zytokinproduktion, im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. (—) bedeutet kein Effekt.

g Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab
[%] IL-6 — — — —
[%] IFNy+ — — — J
[%] IL-1B+ — — — —
+ [%] TNFa+ — — — —
3
© [%) CD69+IFNy+ — J — —
[%] CD69+IL-6+ — J — —
[%] CD69+IL-1B+ — — — —
[%] CD69+TNFa+ — Np — Np
c 7 [%] IL-6+ — Np — —
= o
S [9%] IFNy+ — — — —
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= [%] IL-6+ — — — —
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@8 [%] IFNy+ — — — —
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Bei den CD4+ T-Zellen mit VZV-Stimulus und IFNy Blockade zeigte sich erneut der
groRte Einfluss bei den Methotrexat Patienten, besonders in der Gruppe der CD69+ T-

Zellen kam es zu einer Verringerung der intrazelluldren Zytokinproduktion.
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Tabelle 31 stellt die Ergebnisse der CD8+ T-Zellen mit VZV-Stimulus und IFNy
Blockade dar. Signifikante Abweichungen sind als erhoht (1) oder vermindert (|)
dargestellt und beziehen sich immer auf die gesunde Kontrollgruppe.

Tab. 31: Ubersicht iiber prozentuellen Anteile der Zytokine und T-Zell-Subpopulationen in den CD8+ T-

Zellen mit VZV-Stimulus und IFNy Blockade, dargestellt als signifikant erhohte (1) oder verminderte ()
Zytokinproduktion, im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. (—) bedeutet kein Effekt.

_I Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab
[%] IL-6 — — — —
[%] IFNy+ — — — —
[%] IL-1B+ — — — —
+ [%] TNFa+ — — — —
o
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Bei den CD8+ T-Zellen zeigten sich erneut die CD69+ T-Zellen der Methotrexat
Patienten als negativ beeinflusst durch den VZV-Stimulus mit gleichzeitiger IFNy
Blockade.
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4 Diskussion

Die Grundlage flr diese Arbeit waren sowohl Studien die darauf hindeuteten, dass fir
Patienten mit RA unter Biologika Therapie ein erhohtes Infektionsrisiko bestiinde®”®
als auch Studien die besagten, dass es kein erhohtes Risiko gabe.®®”® Die Zoster-
Erkrankung ist die haufigste opportunistische Infektion unter Behandlung der RA.*’ Bei
welchen Biologika das Risiko erhéht ist und es in Folge zu schweren systemischen

Zoster-Infektionen kommt, ist nicht eindeutig geklart.*"49°#%3

Diese Arbeit stellte die Immunantwort der RA Patienten auf zellul&rer Ebene dar und es
wurde in vitro simuliert, wie die T-Zellen dieser Patienten, verglichen mit einem
gesunden Kontrollkollektiv, auf einen viralen Reiz, Varizella-Zoster-Virus (VZV),
reagierten. Die T-Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie untersucht und in die
verschiedenen Subpopulationen unterteilt. Fir jede dieser Subpopulationen wurden die
Zytokinprofile von IL-6, IFNy, IL-1B und TNFa dargestellt und gegeniiber einer
gesunden Kontrollgruppe statistisch ausgewertet. Dabei zeigten sich signifikante
Unterschiede bei den intrazelluldaren Zytokinproduktionen in Abh&ngigkeit von der

Therapie des Patienten.

4.1 VZV-spezifische Antikorper-Konzentrationen

Bei allen beteiligten Probanden wurden die spezifischen VZV-Antikorper mittels
ELISA Verfahren ermittelt. Hier zeigte sich einerseits, dass in allen Gruppen hoch
positive Konzentrationen >110 IE/L vorlagen und andererseits kein Unterschied
zwischen Patienten mit einer Zoster-Erkrankung in der Vergangenheit und keiner
Zoster-Erkrankung vorlag. Die Daten der Zoster-Patienten, wie lange die Erkrankung
zurlicklag, konnten nicht erhoben werden, sodass hier in Anbetracht eines mdglichen
Booster-Effektes durch umweltbedingte VZV-Wildtyp Expositionen oder durch die
Herpes Zoster Reaktivierung selbst keine Auswertung erfolgen konnte. Es ist moglich,
dass eine endogene Reaktivierung von VZV zu einer Aktivierung und Expansion von
VZV-spezifischen CD4+ und CD8+ T-Zellen fiihrt, die dann wiederum fiur die Zeit

ihrer Persistenz vor einer Reaktivierung schiitzen.”
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Weiterhin zeigte sich, dass es zwischen RA Patienten und gesunden Kontrollen keinen
Unterschied in der Antikorper-Konzentration gab. Grundsétzlich gibt es fir VZV keine
sicher protektiven Antikorper-Werte.®® Aus Studien bei Schwangeren, die VZV
exponiert waren, konnte am ehesten eine protektive Antikdrper-Konzentration bei
Werten >100 IE abgeleitet werden.”® Somit zeigten die in der Arbeit untersuchten RA

Patienten nach dieser Definition protektive humorale Antikorper-Konzentrationen.

4.2 Aviditat und Korrelation

Es wurde auch die Aviditat der spezifischen VZV-Antikorper mittels ELISA getestet
und ausgewertet, um die Bindungsfahigkeit und damit die Qualitat der Antikdrper zu
untersuchen. Bei allen Gruppen lagen die Werte im hochwertigen Grenzbereich
zwischen 40-60% RAI oder dariiber. Ein RAl >60% wurde als hoch-avide Antikdrper
klassifiziert.”®>® Die Aviditat ist neben der quantitativen Konzentration die zweite Saule
der Funktionalitit von Antikdérpern. Die Ausbildung von hoch-aviden Antikdérpern wird
auch als Parameter fir die Selektion von hoch-affinen B-Zell Klonen gewertet und stellt
einen Indikator fiir die humorale Langzeit-Immunitat dar.>®’? Da Patienten mit RA
ebenfalls den Risiken der Immunsuppression unterliegen und man bei
organtransplantierten Patienten hatte zeigen kénnen, dass diese eine verringerte VZV-
Aviditat bei normwertigen 1gG-Konzentrationen aufwiesen, wurde hier die Aviditat

ebenfalls gesondert untersucht.®®

Innerhalb  der untersuchten Therapiegruppen bestanden keine signifikanten
Unterschiede in den RAI Werten zwischen Patienten mit Zoster-Anamnese und ohne
Zoster-Anamnese. Im Vergleich der Aviditat der Therapiegruppen mit den gesunden

Kontrollen bestand ebenfalls kein signifikanter Unterschied.

Zwischen VZV-spezifischen Antikdrper-Konzentrationen und der Aviditét zeigte sich in
keiner Therapiegruppe eine Korrelation. Eine Studie hatte bereits zeigen kénnen, dass
die Antikorper-Konzentration nicht notwendigerweise mit der Aviditat korreliert.>®
Aviditat stellt einen klonalen Ausreifungsprozess von hochaviden B-Zell-Klonen dar
und ist vor allem zeitabh&ngig, mit einem Anstieg nach mehreren Monaten nach

Erstkontakt.”? Wahrenddessen zeigen sich Antikrper-Konzentrationen kurzfristig durch
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VZV-Exposition geboostert und nehmen dann wieder ab.’® Ein unterschiedlicher
Zeitverlauf dieser beider Parameter konnte somit die fehlende Korrelation erkléren.

Somit scheint die immunsuppressive Therapie der untersuchten RA Patienten kaum
Einfluss auf die klonale B-Zell Selektion von VZV-spezifischen B-Zell-Klonen und

damit auf die Aviditat der Antikorper zu haben.
4.3 Zytokinproduktionen mit und ohne VZV-Stimulus

43.1 CDA4+ T-Zellen

Bei der Auswertung der Zytokinprofile mit und ohne VZV-Stimulus zeigten sich einige
signifikante Ergebnisse. So zeigten sich bei den CD4+ T-Zellen bei den Methotrexat-
therapierten Patienten verringerte IL-6 Werte gegenliber der Kontrollgruppe mit und
ohne VZV-Stimulus. Die Patienten mit Tocilizumab zeigten dagegen keine verringerte
IL-6 Antwort unter unstimulierten aber auch mit VZV stimulierten Bedingungen. In der
Literatur finden sich Angaben zu erhohten IL-6 Werten im Blut unter Tocilizumab
Therapie, deren Ursachen bisher ungeklart sind und eine erhohte intrazellulére
Produktion méglich sein konnte.”® Die hier erhobenen Ergebnisse entsprechen der
Vorstellung des Wirkprinzips von Tocilizumab, der ein Antikdrper gegen den léslichen
als auch den membrangebundenen IL-6 Rezeptor darstellt, und auf die intrinsische IL-6
Produktion eher keinen Einfluss hat.”* Durch Stimulation mit lonomycin und PMA und
danach Hemmung des Golgi-Apparats durch Brefeldin, wird IL-6 intrazellular
akkumuliert und nicht sezerniert. Die hier durchgefiihrte intrazellulare
flowzytometrische Messung von IL-6 sollte somit von einer externen IL-6-Hemmung

des Rezeptors nicht oder kaum beeinflusst werden.

Weiterhin zeigte sich, dass Tocilizumab-Patienten ohne VZV-Stimulus verringerte IFNy
Werte aufwiesen, was einer Einflussnahme auf IFNy bei Blockade des IL-6 Rezeptors

andeuten wiirde, was zu den Ergebnissen von Mizwicki et. al. passen wiirde.”

Unter VZV-Stimulus zeigte sich die IFNy Produktion dann wieder den gesunden
Kontrollen entsprechend gleichwertig und somit trotz eventueller Interaktionen durch

IL-6-Rezeptorblockade der Immunabwehrlage gegen VZV entsprechend reagibel, was
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auch den Ergebnissen einer Studie zur Abwehr von Mycobacterium tuberculosis unter
Tocilizumab entspricht.”

Die IL-1B Produktionen waren nur bei den Tocilizumab Patienten verringert. Nicht nur
mit VZV sondern auch ohne VZV-Stimulus zeigten hier die CD4+ T-Zellen verringerte
Spiegel an intrazelluldarem IL-1B. IL-1p st ein bedeutendes Zytokin des

Inflammasoms’""®

und ist integraler Bestandteil der proinflammatorischen
Zytokinkaskade bei RA und anderen Autoimmun- und
Autoinflammationserkrankungen.”®” IL-1p wirkt synergistisch pro-inflammatorisch
mit IL-6 und induziert dieses.”*® Tocilizumab scheint somit indirekt auch die I1L-1B
Produktion zu hemmen.®* Eine mégliche Blockade durch Tocilizumab wére ein
interessanter Ansatz fir weitere Untersuchungen dieses Regelkreises, da man bisher
eher davon ausgeht, dass IL-1p einem vorgeschalteten Regelkreis der
proinflammatorischen Zytokine agiert,” aber ein Synergismus zwischen IL-6 und IL-1
schon mehrfach beschrieben wurde und eine Blockade von IL-1fB in reduzierten
Spiegeln von IL-6 und IL-8 resultiert.®*®2 zu bedenken ist auch die Tatsache, dass
35% der hier untersuchten Tocilizumab Patienten ebenfalls mit Methotrexat therapiert
wurden, eine Auswertung sollte immer im Vergleich zu Methotrexat betrachtet werden.
Hinsichtlich des konkomitanten Effekts von Methotrexat wurden in dieser Arbeit keine
Analysen durchgefiihrt.

Bei den TNFa Produktionen der CD4+ T-Zellen zeigte sich flr keine der Gruppen eine
Differenz zur Kontrollgruppe, weder in der Kategorie mit VZV-Stimulus noch ohne
VZV-Stimulus. Dies spiegelt die bisher vorherrschende Meinung wieder, dass TNFa bei
der RA als eines der wichtigsten Therapieziele gilt, aber es nach wie vor ungeklart ist,
welche Position es bei der T-Zell gestltzten Immunantwort besetzt. Es fungiert zwar
als starker Promoter flr proinflammatorische Zytokine, aber seine genaue Rolle ist in
der Kaskade der RA noch ungeklart.'® Es scheint, dass TNFa seine Hauptwirkung eher
im angeborenen Immunsystem als im erworbenen T- und B-Zell gestitzten
Immunsystem entfaltet, was auch den geringen Einfluss einer VZV-Stimulation als

Recall-Antigen des erworbenen Immunsystem erklaren kénnte.®®
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Maglicherweise spielt sich allerdings in der Atiopathogenese der RA die TNFa-
induzierte Inflammation vor allem lokal im Gelenk ab und spiegelt sich nur in einem
geringen Ausmal systemisch wieder, weshalb hier auch ein geringerer Einfluss externer

Stimuli, wie VZV, zu erwarten wiare.34%’

Besonders interessant ist es, dass bei den Adalimumab Patienten keine verringerten

Zytokinwerte auffielen, obwohl alle in Kombination mit Methotrexat behandelt wurden.

4.3.2 CDA4+ CD69+ T-Zellen

Bei den CD4+ CD69+ T-Zellen zeigte sich bei den Methotrexat Patienten die breiteste
Auswirkung. Sowohl IL-6, IFNy als auch TNFa zeigten hier signifikant verringerte
Werte im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe und unter beiden Bedingungen, mit
und ohne VZV-Stimulus. Die Tocilizumab Patienten wiesen nur ohne VZV-Stimulus
verringerte Werte von IFNy und TNFa auf, zeigten aber eine vergleichbare Reaktion
wie gesunde Probanden nach VZV-Stimulus. Methotrexat hat einen breiten Einfluss
auf mehrere Zytokine®®, da sein Wirkmechanismus sich nicht auf ein gezieltes Zytokin
oder dessen Zielstruktur reduziert, sondern es als Folsdure-Antagonist in die DNA-
Synthese eingreift und auf den Adenosinstoffwechsel einwirkt mit suppressiven und

anti-proliferatorischen Wirkungen.?%

4.3.3 CD4+ Effektor- und Memory T-Zellen

Bei den CD4+ Effektor T-Zellen lag nur fiir die Methotrexat Patienten eine verringerte
intrazelluldre IFNy Produktion unter VZV-Stimulus vor. Der grofite Einfluss von

Methotrexat wird vor allem fiir Effektor T-Zellen beschrieben 3%

Bei den Memory T-Zellen kam es zu vielféltigeren Unterschieden. Methotrexat zeigte
erneut verringerte IL-6 Produktionswerte mit und ohne VZV-Stimulus. Ebenso waren
fiir Methotrexat die IFNy und IL-1p Werte ohne VZV-Stimulus in der Memory T-Zell-
Subpopulation signifikant vermindert. Dies zeigt den breiten Einfluss von Methotrexat
auch auf die fur die zelluldre Langzeit-Immunitat wichtigen Memory T-Zellen.

Bei den Rituximab Patienten zeigten sich innerhalb der Memory T-Zellen verminderte

Spiegel von IL-6 und IFNy ohne VZV-Stimulus. Unter Stimulation mit VZV kam es zu
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normwertigen Anteilen dieser Zytokine verglichen mit den gesunden Kontrollen. Erneut
zeigt sich, dass durch die spezifische Stimulation mit VZV, ein Defizit in der Zytokin-
Produktion durch immunsuppressive oder immunmodulatorische Therapie berwunden
werden kann. Von einer effizienten zellularen Immunreaktion gegen VZV ist daher

zumindest laborchemisch auszugehen.

Ahnliches zeigte sich bei den CD4+ Memory T-Zellen von Adalimumab Patienten unter
VZV Stimulation. Hier zeigte sich bei den Adalimumab Patienten ohne VZV-Stimulus
ein verringerter intrazelluldrer Anteil IFNy+ Memory T-Zellen. Unter VZV-Stimulus
reagierten die Zellen aber mit einer normwertigen Produktion von IFNy. Dieser
hemmende Einfluss auf Memory T-Zellen durch Adalimumab mit der Fahigkeit der
normwertigen Zytokinproduktion unter viralem Stimulus ist bisher auch noch nicht in
der Literatur beschrieben und konnte in Hinblick auf das Risikoprofil fur
Infektionserkrankungen unter Adalimumab und Rituximab Therapie weiter untersucht

werden.

Bei den Tocilizumab Patienten zeigten sich nur bei der IFNy Produktion ohne VZV-
Stimulus verminderte Werte. Hier waren die T-Zellen unter VZV-Stimulus ebenfalls in
der Lage, verglichen mit der Kontrollgruppe, normwertige Zytokinspiegel zu

produzieren.

43.4 CD4+ CD45RO- CD28- (TEMRA) T-Zellen

Die TEMRA T-Zellen zeigen sich besonders bei latenten Infektionen wie CMV
vermehrt.’> lhre Besonderheit sind die Langlebigkeit wie Memory T-Zellen in
Kombination mit ihrer Effektor-T-Zell Funktion, daher werden sie oft auch als T-
Effektor-Memory Zellen bezeichnet.” Sie exprimieren zytotoxische Substanzen wie
Granzyme und Perforin B und zeigen sich resistenter gegen apoptotische Einfliisse.> In
thren Eigenschaften zeigen sie eine hohere Serumkonzentration von IFNy als Zeichen
eines erhdhten Aktivitatslevels.® Dieses erhéhte Grundlevel der IFNy Produktion in der
TEMRA T-Zell-Subpopulation zeigte sich in dieser Arbeit ebenfalls, im Vergleich zu

niedrigeren proportionalen Anteilen von IFNy bei den naiven und Memory T-Zellen.
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Die Effektor CD4+ T-Zellen =zeigen jedoch ein wesentlich hoheres IFNy
Produktionsniveau als die TEMRA T-Zellen unter spezifischer VZV Stimulation.

Bei den TEMRA T-Zellen kam es bei den Methotrexat Patienten wieder zu verringerten
intrazellularen Zytokinproduktionen von IL-6 und IL-1p mit und ohne VZV-Stimulus,
IFNy zeigte nur unter VZV-Stimulus signifikant niedrigere Werte bei den Methotrexat
Patienten. Rituximab zeigte fir die TEMRA T-Zell-Subpopulation ohne VZV-Stimulus
sowohl verringerte IL-6, als auch IL-1p Werte. Unter VZV-Stimulus waren die

intrazellularen Zytokinproduktionen gleichwertig zu den Kontrollen.

Bei den Tocilizumab und Adalimumab Patienten fanden sich fir die TEMRA T-Zell-
Subpopulation nur verringerte IL-1p Werte. Diese waren sowohl unter VZV als auch
ohne VZV-Stimulus im Verhéltnis zur gesunden Kontrollgruppe vermindert. Unter
VZV-Stimulus kam es zwar zu einem Anstieg der Produktion von IL-1B, dennoch lag
das Werteniveau unter dem der Kontrollen. Eine mdogliche verringerte Abwehr von
latenten Infektionen durch Hemmung der vorgeschalteten proinflammatorischen
Kaskade von IL-1p ist somit denkbar, aber anhand der nur intrazellular gemessenen
Zytokinwerte schwer validierbar.

Die grofite Wirkung hat also erneut Methotrexat auf die Zytokinproduktion der TEMRA
T-Zellen. Ein méglicher Zusammenhang, dass die so gehduften Zoster-Infektionen unter
Therapie bei RA Patienten®”® auf die Hemmung der TEMRA T-Zellen durch
Methotrexat zuruckfuhrbar sei, ist nicht ausgeschlossen und sollte gerade in Hinblick
auf die so haufig genutzten Kombinationstherapien von Biologika mit Methotrexat
getrennt untersucht werden.

Zahlreiche Publikationen zeigten, dass das Infektionsrisiko bei Biologika-therapierten
RA Patienten unter konkomitanter Therapie mit Methotrexat und Glukokortikoiden
deutlich ansteigt. 383638

Die Glukokortikoid-Therapie wurde allerdings in dieser Studie nicht berticksichtigt.

4.3.5 CD4+ CD45R0O- CD28+ (naive) T-Zellen

Bei den CD4+ naiven T-Zellen zeigte sich nur fur Tocilizumab ohne VZV-Stimulus

eine verminderte IFNy+ Fraktion. Hier reagierten die Zellen unter VZV-Stimulus

Seite | 123



wieder im Vergleich zur Kontrollgruppe mit einer normwertigen Produktion. Jedoch

tragen naive T-Zellen relativ wenig zur gesamten IFNy Produktion bei.”

4.3.6 CD8+, CD8+ CD69+, Effektor-, Memory-, TEMRA-, naive T-Zellen

Die CD8+ T-Zellen sind bei der Abwehr von Virusinfektionen und insbesondere dem
Schutz vor Reaktivierungen latenter Infektionen wie VVZV sehr wichtig.” Bisher konnte
man zwar im Gegensatz zu CD4+ T-Zellen keine spezifischen VZV-CD8+ T-Zellen
finden und beschreiben, aber man hat zeigen kénnen, dass bei Infektion mit anderen
latenten Infektionserregern die CD8+ T-Zellen vermehrt gebildet und differenziert
werden.®® Bei schweren systemischen VZV-Infektionen hat man spezifisch fir VZV
beobachten kdnnen, dass eine verminderte Anzahl differenzierter CD8+ T-Zellen im
Blut vorlag.”™* Diese Beobachtungen machen eine genaue Analyse der CD8+ T-Zellen
bei VZV-Infektionen unter Immunsuppression notwendig, da eine weitreichende

Mitbeteiligung an der Haufung von VZV-Infektionen maglich erscheint.

Bei den CD8+ T-Zellen zeigte sich nur der Anteil IL-1p+ T-Zellen der Tocilizumab
Patienten verringert. Dieser Effekt zeigte sich sowohl unter VZV als auch ohne VZV-
Stimulus. Durch Hemmung des IL-6 Rezeptors kommt es wahrscheinlich zu einer
intrazellularen Hemmung von IL-1p.%" Dieser begleitende Effekt von Tocilizumab ist
ein interessanter Punkt fir weitergehende Untersuchungen, die die intrazellulare

Hemmung von IL-1p genauer analysieren.

Bei den aktivierten CD8+ CD69+ T-Zellen zeigte sich erneut fir Methotrexat eine
verminderte Zytokinproduktion von IL-6 und IFNy. Beide Zytokine waren unter VZV-
Stimulus und ohne VZV-Stimulus vermindert.

Bei den Tocilizumab Patienten fand sich eine verringerte TNFa Produktion ohne VZV-
Stimulus. Unter VZV Stimulus fehlte dieser Unterschied zur gesunden Kontrollgruppe.
Bei den Adalimumab Patienten fand sich bei den mit VZV stimulierten T-Zellen eine
erhohte IFNy und TNFa Produktion, moglicherweise als Ausdruck einer suffizienten

zelluldren Aktivierung nach VZV Stimulation.
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Bei den CD8+ Effektor T-Zellen lagen bei den Methotrexat Patienten verminderte IL-6
Produktionen vor, die sich nur unter VZV-Stimulation zeigten. Ohne VZV-Stimulus
waren die IL-6 Produktionen gleichwertig zu den gesunden Kontrollen.

Adalimumab zeigte mit VZV-Stimulus signifikant erhohte TNFa Werte.

In der Gruppe der CD8+ Memory T-Zellen zeigte sich in keiner der untersuchten
Gruppen ein signifikanter Unterschied in den proportionalen Anteilen von IL-6, IFNy,
IL-1B und TNFa.

Bei den CD8+ TEMRA T-Zellen lagen bei den Tocilizumab Patienten signifikant
verminderte IL-6, IFNy und IL-1p Produktionen vor. IL-6 und IL-1B waren ohne VZV-
Stimulus vermindert, IFNy nur unter VZV Stimulation. IL-1p war bei den Adalimumab

und Rituximab Patienten ohne VZV-Stimulus signifikant vermindert.

Bei den naiven CD8+ T-Zellen fanden sich in keiner Therapiegruppe veranderte
Zytokinprofile. Dies bildet die unspezifische Funktion von naiven T-Zellen ab, die in
der Abwehr spezifischer Infektionen wie z.B. VZV-Infektionen eine untergeordnete

Rolle spielen und erst als differenzierte T-Zellen spezifische Zytokinprofile aufweisen.®

4.4 Zytokinproduktion mit VZV-Stimulus mit und ohne Zoster

Bei der Untersuchung der Zytokinproduktion unter VZV-Stimulus, aufgegliedert in
Patienten mit Zoster-Erkrankung in der Vergangenheit und ohne durchgemachte Zoster-
Erkrankung, fanden sich kaum signifikante Unterschiede. Die Werte wurden hierbei nur
innerhalb der Therapiegruppen ausgewertet. Aufgrund der geringen Fallzahlen konnten
nur die Gruppen Tocilizumab und Methotrexat mit Fallzahlen >4 ausgewertet werden.
Bei allen anderen Gruppen konnte keine Auswertung beziglich signifikanter
Unterschiede erfolgen.

4.4.1 CD4+, CD4+ CD69+, Effektor-, Memory-, TEMRA-, naive T-Zellen

Bei den CD4+, CD4+ CD69+, CD4+ CD45RO+ CD28- (Effektor), CD4+ CD45RO+
CD28+ (Memory) und CD4+ CD45RO- CD28- (TEMRA) T-Zellen lagen keine
Unterschiede in den Zytokinproduktionen zwischen Zoster-Anamnese und ohne Zoster-

Anamnese in den Therapiegruppen Tocilizumab und Methotrexat vor. Hier scheint
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somit ein Booster-Effekt der zelluldren Immunantwort durch die Reaktivierung mit

Zoster ausgeblieben zu sein.

Bei den naiven CD4+ T-Zellen fand sich jedoch bei den Tocilizumab Patienten mit
Zoster-Anamnese eine signifikant verringerte intrazellulare 1L-6 Produktion, was durch

die Hemmung von IL-6 durch Tocilizumab erklarbar wére.

4.4.2 CD8+,CD8+ CD69+, Effektor-, Memory-, TEMRA-, naive T-Zellen

Bei den Populationen CD8+, CD8+ CD69+, CD8+ CD45R0O+ CD28- (Effektor), CD8+
CD45R0O+ CD28+ (Memory) und CD8+ CD45R0O- CD28- (TEMRA) T-Zellen fanden
sich keine Unterschiede in den Zytokinproduktionen zwischen Zoster-Anamnese und
ohne Zoster-Anamnese in den Therapiegruppen Tocilizumab und Methotrexat.

Ebenso wie bei den CD4+ T-Zellen fand sich auch in der Gruppe der CD8+ naiven T-
Zellen ein signifikanter Unterschied in der Tocilizumab Gruppe. Hier lag firr Patienten
mit Zoster ein signifikant hoherer IL-1B Wert vor als bei den Patienten ohne Zoster.
Dieses Ergebnis deckt sich mit den Vorstellungen einer starkeren Immunantwort nach
durchgemachter Reaktivierung des VVZV.%

Aufgrund der geringen Fallzahlen und der kaum vorhandenen Unterschiede zwischen
beiden Gruppen wurde im Folgenden nur noch die Therapiegruppe als Ganzes

ausgewertet, immer im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.

4.5 Zytokinproduktion mit VZV-Stimulus und IL-6 Blockade

Die Betrachtungen der Zytokinproduktionen bei VZV Stimulation und gleichzeitiger
IL-6 Blockade in vitro durch einen monoklonalen Antikdrper werden im folgenden
diskutiert.

45.1 CD4+, CD4+ CD69+, Effektor-, Memory-, TEMRA-, naive T-Zellen

Bei den CD4+ T-Zellen war die IL-6 Produktion unter VZV-Stimulus und IL-6
Blockade unter Methotrexat signifikant vermindert. Ein Effekt auf die anderen Zytokine
durch die zusatzliche Blockade von extrazellularem IL-6 bei bestehender Methotrexat

Therapie blieb Giberraschenderweise aus.
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Bei den Tocilizumab Patienten, deren Lymphozyten auch zuséatzlich IL-6 blockiert
wurden, fand sich unter VZV-Stimulus nur eine Verringerung von IFNy+ T-Zellen.
Eine verringerte IL-1p Produktion, wie es unter VZV-Stimulus alleine aufgetreten war,

zeigte sich bei zusatzlicher Blockade von IL-6 nicht.

Bei den aktivierten CD4+ CD69+ T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und IL-6
Blockade bei Methotrexat behandelten Patienten eine verringerte Produktion von IL-6
und IFNy. Dies entspricht den Ergebnissen mit alleiniger VZV Stimulation, jedoch
zeigten sich bei nun gleichzeitiger IL-6 Blockade keine verringerten IL-1p Werte.

Bei den Tocilizumab Patienten fand sich nur eine verringerte TNFa Produktion, dies

war bei alleiniger VZV Stimulation nicht aufgetreten.

Bei den CD4+ Effektor T-Zellen kam es nur bei den Methotrexat Patienten zu

signifikant verminderten Werten in der IL-6 Produktion.

Bei den CD4+ Memory T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und IL-6 Blockade
die Methotrexat Gruppe erneut mit verminderten IL-6 Werten. Methotrexat scheint
somit von den hier gemessenen Zytokinen vor allem IL-6 zu beeinflussen.”® Bei den
Tocilizumab Patienten fanden sich signifikant verminderte IFNy Werte, die den
synergistischen Effekt durch zusétzliche Blockade von freiem IL-6 und die folgende
anti-inflammatorische ~ Wirkung bekraftigen,” aber gleichzeitig ein erhohtes

Infektionsrisiko darstellen konnten.

Bei den CD4+ TEMRA T-Zellen zeigten sich erneut die beiden Zytokine, IL-6 und IL-
1B, signifikant verandert. Sowohl bei Tocilizumab, als auch bei Methotrexat
behandelten Patienten war die Produktion von IL-6 und IL-1p vermindert. Dies passt zu
den oben bereits erlauterten Uberlegungen. In der Gruppe der Adalimumab Patienten
war die IL-1p Produktion ebenfalls stark vermindert, was zu der Idee eines eventuellen
Synergismus flihren konnte, aber erst durch weitere Untersuchungen untermauert
werden misste. Auch die Vermutung auf eine maoglicherweise verminderte
Immunantwort bei Kombination von IL-6 Antagonisten und Adalimumab kann hier nur
theoretisch (iberlegt werden, da dies in der klinischen Anwendung zu risikoreich
erscheint und somit wenige Studien verfiigbar sind.***
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Bei den CD4+ naiven T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger I1L-6
Blockade in keiner der untersuchten Therapie-Gruppen ein signifikanter Unterschied in
den proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFo+, IL-1B+ und IL-6+ T-Zellen.

45.2 CD8+, CD8+ CD69+, Effektor-, Memory-, TEMRA-, naive T-Zellen

Bei den CD8+ T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger IL-6
Blockade in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter Unterschied in den
proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFao-+, IL-1B+ und IL-6+ T-Zellen.

Bei den aktivierten CD8+ CD69+ T-Zellen fiel erneut die Gruppe der Methotrexat
Patienten mit verminderten IL-6 und IFNy Werten auf.

Bemerkenswert war hier, dass die bei Tocilizumab mit VZV-Stimulus festgestellte
verminderte IL-1pB Produktion unter zusétzlicher in vitro Blockade von IL-6 fehlte.

Die Adalimumab Patienten zeigten hingegen sowohl fiir IFNy als auch fiir TNFa stark
erhbhte Werte in den aktivierten CD8+ CD69+ T-Zellen unter VZV-Stimulus und
gleichzeitiger IL-6 Blockade.

Bei den CD8+ Effektor- und Memory T-Zellen, mit VZV-Stimulus und 1L-6 Blockade,
war nur die Gruppe der Methotrexat Patienten mit einer verminderten IL-6 Produktion
auffallig, die sich in der Gruppe der Effektor T-Zellen auch schon bei alleiniger Zugabe

des VZV-Stimulus ohne zusétzliche IL-6 Blockade gezeigt hatte.

In der Gruppe der CD8+ TEMRA T-Zellen waren die Werte von IL-6 und IL-1B, mit
VZV-Stimulus und IL-6 Blockade, bei den Methotrexat Patienten vermindert. Dies war
bei alleiniger Gabe des VZV-Stimulus ohne zusétzliche IL-6 Blockade noch nicht der
Fall gewesen und bestatigt erneut die Annahme, dass Methotrexat mit IL-6
Antagonisten synergistisch anti-inflammatorisch wirken.** Da diese Kombination aus
Methotrexat und Tocilizumab bereits haufig klinisch eingesetzt wird®*, scheint hier die
anti-inflammatorische Wirkung genau so dosiert zu sein, dass nicht die verminderte
Immunreaktion auf virale Stimuli Gberwiegt. Bei den Tocilizumab Patienten lag ein
verminderter Anteil IFNy+ und IL-1B+ CD8+ T-Zellen vor, was zum Wirkprofil von

Tocilizumab passt und durch Blockade des freien IL-6 ergénzt wird und es zu einer
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verstarkten intrazellularen anti-inflammatorischen Wirkung kommt, die jedoch durch
Mitbeteiligung des IFNy ein wahrscheinlich hoheres Risiko fiir virale Infektionen birgt,
sodass die Kombination von Biologika, die an derselben Stelle der Zytokinkaskade
agieren nach wie vor Kklinisch nicht eingesetzt werden. Eine Kombination von Biologika
mit differenten Wirkmechanismen und Angriffspunkten stellen eine mdgliche
Erweiterung der Behandlungsoptionen dar, vor allem bei Patienten mit einem

Nichtansprechen auf iibliche Behandlungsregime.*

Bei den CD8+ naiven T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger IL-6
Blockade in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter Unterschied in den
proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFa+, IL-1B+ und IL-6+ T-Zellen.

4.6 Zytokinproduktion mit VZV-Stimulus und TNFa Blockade

4.6.1 CD4+, CD4+ CD69+, Effektor-, Memory-, TEMRA-, naive T-Zellen

Bei den CD4+ T-Zellen unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger Blockade von TNFa
zeigte sich IL-6 wieder bei den Methotrexat Patienten vermindert. IFNy war bei den
Tocilizumab Patienten signifikant vermindert und konnte auch hier fir einen
synergistischen Effekt von IL-6 und TNFa Blockade sprechen, da beide Zytokine sich
wechselseitig beeinflussen.*® Der Einfluss auf die IFNy Produktion von Tocilizumab
alleine ist zumindest fur das Mycobacterium tuberculosis als minimal beschrieben
worden.” IL-1p zeigte sich nur bei den Rituximab Patienten vermindert und konnte
darauf hindeuten, dass Rituximab doch einen Nebeneffekt bei den T-Zellen zeigt,*®®’
der durch die zusétzliche Blockade von TNFa demaskiert wird und sich in der
gehemmten IL-1p Produktion zeigt. Fur andere Zytokine, wie IL-6, IL-2, IL-7 und IL-
10 hat man den hemmenden Einfluss bereits belegen kénnen.” Das Rituximab die IL-

1B Produktion in B-Zellen hemmt, hatte man bereits zeigen konnen.*'%

Bei den aktivierten CD4+ CD69+ T-Zellen zeigte sich erneut der gréfite Einfluss auf die
Zytokinproduktion bei den mit Methotrexat behandelten Patienten. Hier lagen IL-6,
IFNy und TNFa signifikant vermindert vor. Dies lag aber auch schon unter alleiniger

VZV Stimulation vor, sodass die zusitzliche Blockade von TNFa hier keinen Einfluss
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zu haben scheint. Tocilizumab Patienten zeigten unter der zusétzlichen TNFo Blockade
eine verminderte TNFa Produktion, diese verminderte Produktion lag auch schon ohne
VZV-Stimulus vor. Die TNFa Blockade scheint hier den Effekt des VZV-Stimulus
wieder aufzuheben. Fir die Rituximab Patienten zeigte sich hier erneut eine verminderte
IL-1B Produktion.

Bei den CD4+ Effektor T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger
Blockade von TNFo nur eine verminderte IL-6 Produktion bei den Methotrexat
Patienten, die sich unter alleiniger VZV Stimulation noch nicht gezeigt hatte. Hier
scheint eine zusétzliche Hemmung durch die TNFo Blockade unter Methotrexat

wirksam zu sein.

In der Gruppe der CD4+ Memory T-Zellen zeigte sich IL-6 bei den Methotrexat
Patienten vermindert, dies hatte aber bereits ohne TNFa Blockade vorgelegen. Bei den
Tocilizumab Patienten lag IFNy vermindert vor, hier konnte ein additiver Effekt der

zusatzlichen Blockade der Grund sein.

Bei den CD4+ TEMRA T-Zellen fanden sich eine verminderte 1L-6 Produktionen bei
den Methotrexat Patienten. Bei den Tocilizumab und den Adalimumab Patienten lag IL-
1B vermindert vor, was sich aber bereits bei alleiniger VZV Stimulation gezeigt hatte.

Ein Effekt durch die zusitzliche TNFa Blockade scheint nicht vorzuliegen.

Bei den naiven CD4+ T-Zellen fand sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger TNFa
Blockade nur eine verminderte I[FNy Produktion bei den Tocilizumab Patienten. Diese
hatte ohne VZV-Stimulus bereits vorgelegen, war mit VZV-Stimulus reversibel und der
Kontrollgruppe entsprechend normwertig gewesen und kénnte Ausdruck der Hemmung
durch die TNFa Blockade sein. Eventuell besteht unter Kombination dieser beiden
Therapieansitze eine verminderte zelluldre IFNy Produktion auf virale Reize. Eine
verminderte Produktion pro-inflammatorischer Zytokine ist zwar der gewiinschte Effekt
einer moglichen Kombination der Biologika, aber ob diese verminderte IFNy

Produktion nicht auch ein erhohtes Risiko fiir Infektionen birgt, ist bis jetzt ungekléart.
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4.6.2 CD8+, CD8+ CD69+, Effektor-, Memory-, TEMRA-, naive T-Zellen

Bei den CD8+ T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger TNFa
Blockade in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter Unterschied in den
proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFao-+, IL-1B+ und IL-6+ T-Zellen.

Bei den aktivierten CD8+ CD69+ T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und
gleichzeitiger TNFa Blockade bei den Methotrexat Patienten eine verminderte I1L-6
Produktion, die sich auch unter VZV-Stimulus dargestellt hatte. Hingegen war die
verminderte IFNy Produktion, die sich unter VZV-Stimulus allein gezeigt hatte, nicht
mehr vorhanden, hier entsprach die Produktion nun, unter gleichzeitiger Gabe eines
TNFa Blockers, denen der gesunden Kontrollgruppe. Bei den Adalimumab Patienten
fand sich eine erhéhte IFNy Produktion, die sich aber bereits unter VZV-Stimulus

gezeigt hatte und kein Effekt der kombinierten Blockade zu sein scheint.

Bei den CD8+ Effektor T-Zellen fand sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger
TNFa Blockade nur IL-6 unter Methotrexat vermindert. Dies lag ebenfalls bereits unter
alleiniger VZV Stimulation vor und ist offensichtlich nicht Ausdruck der zusétzlichen
Blockade.

Bei den CD8+ Memory und TEMRA T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und
gleichzeitiger TNFa Blockade in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter
Unterschied in den proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFo+, IL-1p+ und IL-6+ T-
Zellen.

Bei den naiven CD8+ T-Zellen fand sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger TNFa
Blockade eine verminderte IFNy Produktion bei den Tocilizumab Patienten. ES scheint
als wenn TNFa als ein Einflussfaktor auf die IFNy Produktion einwirkt und sie anregt,
ein gegenseitiger Einfluss ist mehrfach beschrieben.?>**1% Eine kombinierte Blockade
zeigt sich hier also in deutlich verminderten Werten des pro-inflammatorischen
Zytokins IFNy.

Ob diese verminderte Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen nun zur
gewilinschten verbesserten Immunsuppression oder zur unerwiinschten héheren Rate an
Seite | 131



Infektionskrankheiten fihrt kann allein durch Betrachtung der intrazelluldren
Zytokinproduktionen nicht hinreichend beantwortet werden. Klinische Studien werden
zeigen missen, wie sich diese Kombination der Substanzen auf den Patienten und seine
Abwehrlage auswirken wird. Zahlreiche Studien und Uberlegungen halten die
Kombination fur maoglich, aber sowohl das Risiko als auch der Nutzen sind aktuell noch

Inhalt der Untersuchungen und zeigen teilweise differente Ergebnisse,3*94103-100

4.7 Zytokinproduktion mit VZV-Stimulus und IL-1p Blockade

4.7.1 CD4+, CD4+ CD69+, Effektor-, Memory-, TEMRA-, naive T-Zellen

Bei den CD4+ T-Zellen zeigte sich unter der Kombination einer IL-1p Blockade mit
gleichzeitigem VZV-Stimulus, bei den Methotrexat Patienten eine verminderte IL-6
Produktion, dies sich bereits unter VZV-Stimulus alleine gezeigt hatte. Ein Effekt der
IL-1PB Blockade scheint nicht vorzuliegen. Bei den Tocilizumab Patienten lag hier eine
verminderte IFNy Produktion vor, wie sie bereits ohne VZV-Stimulus vorgelegen hatte.
Diese verminderte IFNy Produktion hatte sich unter Stimulation mit VZV als reversibel
gezeigt, was eine gute Abwehrlage implizieren kdnnte. Eine Kombination mit einem IL-
1B Blocker konnte also eventuell die Immunantwort auf virale Reize einschranken, da

unter dieser die IFNy Produktion vermindert ist.

Bei den aktivierten CD4+ CD69+ T-Zellen lagen verminderte Werte von IL-6, IFNy
und TNFa bei den Methotrexat Patienten vor. Dies entspricht den Ergebnissen unter
VZV-Stimulus und legt nahe, dass es keinen Effekt seitens der zusétzlichen IL-1
Blockade gibt.

Bei den CD4+ Effektor T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger IL-
1B Blockade in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter Unterschied in den

proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFa+, IL-1p+ und IL-6+ T-Zellen.

Bei den CD4+ Memory T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger IL-
1B Blockade, eine verminderte Produktion von IL-6 bei den Methotrexat Patienten was
sich aber bereits unter VZV-Stimulus alleine gezeigt hatte. Hier scheint kein Effekt

durch die zusatzliche Blockade vorzuliegen. Bei den Tocilizumab Patienten fand sich
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eine verminderte IFNy Produktion, die sich ohne VZV-Stimulus schon gezeigt hatte
aber mit VZV-Stimulus nicht vorhanden gewesen war. Hier muss erneut der Gedanke
einer moglichen verminderten Infektabwehr gegeniber VZV unter zusétzlicher 1L-1p

Blockade geduRert werden.

Bei den CD4+ TEMRA T-Zellen waren unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger IL-1
Blockade deutlich mehr Effekte zu sehen. Hier zeigte sich die Gruppe der Methotrexat
Patienten mit verminderter IL-6 Produktion, wie es bereits unter VZV-Stimulus alleine
aufgetreten war, aber weder IFNy noch IL-1f lagen hier bei gleichzeitiger Blockade von
IL-1B vermindert vor wie es vorher bei alleiniger Zugabe des VZV-Stimulus der Fall
gewesen war. Bei den Gruppen Tocilizumab, Adalimumab und Rituximab lagen
verminderte IL-6 Werte vor, die auf dem Effekt der zusatzlichen IL-1p Blockade
beruhen missen. Hier zeigt sich moglicherweise, dass IL-1B die IL-6 Produktion
induziert, wie es in der Literatur beschrieben wird.’"*% Hier scheinen sich die anti-
inflammatorischen Effekte zu addieren und in allen Gruppen zur Reduktion der IL-6
Produktion zu fuhren. Das Risiko der verminderten Abwehr von viralen Infektionen ist
somit auch als moglich gegeben. In der IL-1p Produktion finden sich in den Gruppen
Tocilizumab und Adalimumab verminderte Werte, die aber den Werten mit alleiniger
VZV Stimulation entsprechen. Dieser Effekt der verminderten IL-1p Produktion bei
Therapie mit Tocilizumab ist bereits beschrieben worden.®® Nur bei den Rituximab
Patienten findet sich hier erneut eine verminderte IL-1B Produktion, die unter VZV-

Stimulus nicht aufgetreten war.

Bei den naiven CD4+ T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger IL-1
Blockade bei den Tocilizumab Patienten eine verminderte IFNy Produktion die unter
alleiniger VVZV-Stimulation nicht vorhanden war. Bei den Rituximab Patienten zeigte
sich dieses Ergebnis in der TNFa Produktion. Dies scheint den Effekt der zusétzlichen

IL-1p Blockade widerzuspiegeln.
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4.7.2 CD8+, CD8+ CD69+, Effektor-, Memory-, TEMRA-, naive T-Zellen

Bei den CD8+ T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger IL-1pB
Blockade in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter Unterschied in den
proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFao-+, IL-1B+ und IL-6+ T-Zellen.

Bei den aktivierten CD8+ CD69+ T-Zellen zeigten sich unter VZV-Stimulus und
gleichzeitiger IL-1p Blockade bei den Adalimumab Patienten erhohte IFNy und TNFa.
Produktionen, die jedoch auch schon unter VZV-Stimulus vorlagen und nicht auf der
zusatzlichen IL-1P Blockade beruhen.

Bei den CD8+ Effektor und Memory T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und
gleichzeitiger IL-18 Blockade in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter
Unterschied in den proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFa+, IL-1p+ und IL-6+ T-
Zellen.

Bei den CD8+ TEMRA T-Zellen fand sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger IL-
1B Blockade eine verminderte IL-6 Produktion bei den Tocilizumab und Methotrexat
Patienten, die sich unter alleiniger VZV Stimulation nicht gezeigt hatte. Dies kdnnte der
bereits beschriebenen induzierenden Wirkung des IL-1p auf die IL-6 Expression
entsprechen.*® Warum die Blockade hauptsachlich die TEMRA T-Zellen betrifft, ist
noch nicht beschrieben worden und waére ein interessanter Punkt fur weitere

Grundlagenforschung.

Bei den naiven CD8+ T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger IL-1
Blockade eine verminderte IL-6 Produktion bei den Methotrexat Patienten, die einer
zusétzliche Hemmung dieses pro-inflammatorischen Zytokins unter Methotrexat mit
Zugabe eines IL-1p Blockers entspricht und oben genannten Mechanismen entsprechen

wirde.
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4.8 Zytokinproduktion mit VZV-Stimulus und IFNy Blockade

4.8.1 CD4+, CD4+ CD69+, Effektor-, Memory-, TEMRA-, naive T-Zellen

Bei den CD4+ T-Zellen fand sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger IFNy
Blockade eine verminderte IFNy Produktion bei den Tocilizumab Patienten. Dies war
ohne VZV-Stimulus bereits aufgetreten, mit VZV-Stimulus aber normwertig gewesen.
Ob dieser Effekt Ausdruck einer effektiv verminderten Immunantwort auf viralen
Stimulus ist, kann nicht gesagt werden.

Bei den aktivierten CD4+ CD69+ T-Zellen zeigten sich bei den Methotrexat Patienten,
wie bereits unter VZV-Stimulus alleine aufgetreten, verminderte Produktionen von IL-
6, IFNy und TNFa. Ein Effekt von der zusétzlichen IFNy Blockade ist nicht ersichtlich.
Bei den Tocilizumab Patienten zeigte sich der bereits mehrfach eingetretene Effekt.
Hier war die TNFa Produktion, wie zuvor ohne VZV-Stimulus, signifikant vermindert.
Der Effekt des VZV-Stimulus blieb hier unter Kombination mit einem IFNy Blocker

aus.

Bei den CD4+ Effektor T-Zellen fand sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger IFNy
Blockade eine verminderte IL-6 Produktion bei den Methotrexat Patienten. Hier scheint
die zusitzliche IFNy-Blockade eine synergistische Wirkung zum Methotrexat zu haben.

Bei den CD4+ Memory T-Zellen findet sich, unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger
IFNy Blockade, ein Effekt bei den Tocilizumab Patienten. Es liegen hier verminderte
IFNy Werte vor, die ohne VZV-Stimulus bereits zu sehen waren, aber unter VZV
Stimulation normwertig gewesen waren. Die IFNy Blockade scheint die IFNy
induzierende Wirkung des VZV-Stimulus zu neutralisieren, es kommt hier trotz des
VZV-Stimulus zu keiner normwertigen IFNy Produktion, wie es ohne IFNy Blockade

der Fall gewesen war.

Bei den CD4+ TEMRA T-Zellen lagen unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger IFNy
Blockade bei den Tocilizumab und Adalimumab Patienten verminderte IL-1p
Produktionen vor, die jedoch bereits bei alleiniger VZV Stimulation zu sehen gewesen

waren. Interessanterweise findet sich hier keine verminderte IL-6 und IL-1p Produktion
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der Methotrexat Patienten wie sie unter VZV-Stimulus zu sehen war. Eine zuséatzliche
Blockade von IFNy unter Methotrexat Therapie scheint hier eine normwertige
Zytokinproduktion bei VZV-Stimulus zu bewirken.

Bei den CD4+ naiven T-Zellen zeigte sich, unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger
IFNy Blockade, bei den Tocilizumab Patienten erneut der Effekt der verminderten IFNy
Produktion, obwohl diese unter VZV-Stimulus alleine normwertig gewesen war. Ohne
VZV-Stimulus hatte sich diese Produktion ebenfalls als vermindert gezeigt. Hier scheint
es also unter Therapie mit Tocilizumab zu einer verminderten IFNy Produktion zu
kommen, welche jedoch bei VZV-Stimulus reversibel ist und auf eine adaquate VZV-
spezifische Immunreaktion hinweist. Dieser Einfluss auf die IFNy Produktion unter
Tocilizumab Therapie ist wie oben bereits gesagt bereits fur die Abwehr des
Mycobacterium tuberculosis gezeigt worden und dort als minimal eingeschéatzt

worden.’®

4.8.2 CD8+, CD8+ CD69+, Effektor-, Memory-, TEMRA-, naive T-Zellen

Bei den CD8+ T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger IFNy
Blockade in keiner der untersuchten Gruppen ein signifikanter Unterschied in den
proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFa+, IL-1p+ und IL-6+ T-Zellen.

Bei den aktivierten CD8+ CD69+ T-Zellen fand sich unter VZV-Stimulus und
gleichzeitiger IFNy Blockade eine verminderte IL-6 und IFNy Produktion bei den
Methotrexat Patienten. Dies lag bereits unter alleiniger VZV Stimulation vor und zeigt
somit keinen Effekt der zusétzlichen IFNy Blockade.

Bei den CD8+ Effektor T-Zellen zeigte sich unter VZV-Stimulus und gleichzeitiger
IFNy Blockade, eine verminderte IFNy Produktion bei den Methotrexat Patienten. Die
zusitzliche Blockade des IFNy scheint hier also keine normwertige Produktion von
IFNy unter VZV-Stimulus zuzulassen und koénnte auf ein erhthtes Infektionsrisiko

hindeuten.

Die Adalimumab Gruppe zeigte, wie bereits mit VZV-Stimulus allein, erhohte
intrazellulare TNFo Werte in den CD8+ T-Zellen. Dies legt nahe, dass ohne virale
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Einflusse die intrazellulare TNFa Produktion erfolgreich gehemmt wird® sogar mit
entsprechend guter klinischer Verbesserung der RA™, aber trotz der Blockade von
TNFa durch Adalimumab diese Patienten addquat auf virale Stimuli mit TNFa

Produktion reagieren kdnnen.

Bei den CD8+ Memory-, TEMRA-, und naiven T-Zellen zeigte sich unter VZV-
Stimulus und gleichzeitiger IFNy Blockade, in keiner der untersuchten Gruppen ein
signifikanter Unterschied in den proportionalen Anteilen von IFNy+, TNFa+, IL-1p+
und IL-6+ T-Zellen.

4.9 Zusammenschau der Ergebnisse

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass es keine Unterschiede in den spezifischen
VZV-Antikorper-Konzentrationen oder der Aviditat dieser Antikorper zwischen den RA
Patienten mit verschiedenen Therapieregimen und mit und ohne Zoster-Anamnese gab
und ebenfalls kein Unterschied zu den gesunden Kontrollen vorlag. Desweitern bestand

keine Korrelation zwischen den Antikorper-Konzentrationen und der Aviditét.

49.1 Zytokinproduktion mit und ohne VZV-Stimulus

Bei den Zytokinproduktionen mit VZV-Stimulus und im Vergleich dazu betrachteten
Werten ohne VZV-Stimulus, zeigte sich bei den Methotrexat Patienten ein starker
Einfluss auf die 1L-6 Produktion.®® Ohne VVZV-Stimulus war bei den CD4+ T-Zellen der
Methotrexat Patienten IL-6 bereits vermindert und konnte auch unter viraler
Stimulation, kein den gesunden Kontrollen entsprechendes Level erreichen. Bei den
CD4+ CD69+ T-Zellen waren die Zytokine IL-6, IFNy und TNFa ohne VZV-Stimulus
vermindert und konnten hier erneut unter viralem Reitz keine den gesunden Kontrollen
entsprechende Werte aufbringen. Bei den Effektor T-Zellen, sowohl CD4+ als auch
CD8+, waren die verminderten Zytokinwerte von IL-6 bei CD8+ und IFNy bei CD4+
T-Zellen nur unter viralem Stimulus zu sehen und zeigen den insgesamt sehr breiten
Einfluss von Methotrexat auf die Zytokinproduktionen. Aus Sicht der zelluldren
Immunantwort scheint hier die am starksten eingeschrankte Immunantwort unter viralen
Stimuli vorzuliegen, die aber durch lange Kklinische Praxis gut erforscht und als

beherrschbar eingeschatzt wird.
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Bei den Tocilizumab Patienten fielen die Zytokine IL-1p und IFNy auf. Ohne VZV-
Stimulus zeigte sich bei den CD4+ T-Zellen IFNy vermindert, war aber mit viralem
Reiz normwertig. Dies wirde zu den Ergebnissen von Mizwicki et al. passen, dass
Tocilizumab IFNy hemmt™ aber scheinbar dennoch die Méglichkeit erhalten bleibt
adaquat auf virale Infektsituationen regieren zu konnen.”® IL-1p war sowohl ohne VZV
als auch mit VZV-Stimulus bei den CD4+ T-Zellen vermindert und zeigt, dass

Tocilizumab scheinbar auch die intrazellulare 1L-1p Produktion hemmt.®

Bei den Rituximab Patienten zeigten sich unter VZV-Stimulus keine verénderten
Zytokinproduktionen. Die ohne VZV-Stimulus auffallig gewordenen verminderten IL-
6, IFNy und IL-1p Produktionen (CD4+ Effektor-, Memory- und TEMRA T-Zellen)
waren allesamt unter viralem Reiz normwertig. Dies spricht dafiir, dass dieses
Zytokindefizit unter immunmodulatorischer Therapie bei spezifischer Stimulation mit
VZV (berwunden werden kann und somit laborchemisch von einer effizienten

zelluléren Immunreaktion gegen VZV auszugehen ist.

Die Adalimumab Patienten zeigten ohne VZV-Stimulus verminderte IFNy Werte in den
CD4+ T-Zellen, die aber mit viralem Reiz normwertig waren. Bei den CD8+ CD69+
und den CD8+ Effektor T-Zellen zeigte sich unter VZV Stimulus sogar eine erhohte
TNFa und IFNy Produktion. Dies spricht auf der einen Seite fiir eine gute
Abwehrreaktion des Korpers auf den viralen Reiz, konnte andererseits aber auch eine

verminderte anti-inflammatorische Wirkung bei viralen Stimuli darstellen.

4.9.2 Zytokinproduktion mit VZV-Stimulus und IL-6 Blockade

Unter der Kombination von VZV-Stimulus und IL- 6 Blockade waren die Patienten mit

Methotrexat, Tocilizumab und Adalimumab Behandlung auffallig.

Hier waren die Werte interessant, die der IL-6 Blockade zuzuschreiben waren, also jene
Veranderungen die unter VZV-Stimulus alleine nicht zu beobachten gewesen waren.
Dies war bei den Methotrexat Patienten eine verminderte IL-6 Produktion in den CD4+,
den CD4+ Effektor-, Memory-, und TEMRA T-Zellen und den CD8+ CD69+ und
CD8+ TEMRA T-Zellen der Fall. Bei den CD4+ und CD8+ TEMRA T-Zellen lag eine

verminderte IL-13 Produktion vor. Hier scheint Methotrexat mit IL-6 Antagonisten
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synergistisch anti-inflammatorisch zu wirken®** und aufgrund des haufigen klinischen
Einsatzes scheint die verminderte Immunreaktion auf virale Stimuli hier toleriert zu

werden.

Bei den Tocilizumab Patienten flhrte die zusétzliche Blockade des freien IL-6 zu
verminderten IFNy Werten in CD4+, CD4+ Memory- und TEMRA- und CD8+
TEMRA T-Zellen. Dies spricht fur den synergistischen Effekt von IL-6 Rezeptor
Blockade und des freien IL-6, deutet aber auch ein gesteigertes Infektionsrisiko durch
verminderte [FNy Produktion an. Dies ist mit ein Grund, warum Biologika, die an
derselben Stelle der Zytokinkaskade angreifen, nicht klinisch eingesetzt werden. Eine
Kombination von Biologika, die an differenten Punkten agieren, wird aber als mogliche
Erweiterung der Behandlungsoptionen diskutiert.** Interessanterweise fiihrte die
zusatzliche Blockade des freien IL-6 zu normwertigen IL-1 Werten, diese waren unter

VZV-Stimulus ohne zusétzliche Blockade vermindert gewesen.

Bei den Adalimumab Patienten zeigte sich innerhalb der CD4+ TEMRA T-Zellen eine
verminderte 1L-1B Produktion, was zu der Uberlegung eines mdglichen Synergismus
von Adalimumab und IL-6 Blockern flihren kdnnte. Ob dieser synergistische Effekt in
einer gesteigerten anti-inflammatorischen Wirkung oder nur in einem erhohten
Infektionsrisiko l4ge, wére ein interessanter Punkt fiir weitere Untersuchungen, da

Kombinationstherapien mit Biologika noch nicht weit erforscht sind.>*%*

4.9.3 Zytokinproduktion mit VZV-Stimulus und TNFa Blockade

Bei der Kombination des VZV-Stimulus mit zusitzlicher TNFa Blockade zeigte sich
unter Methotrexat Therapie erneut hauptsachlich IL-6 beeinflusst. Hier waren die IL-6
Produktionen in CD4+, CD4+ CD69+ und CD4+ Effektor-, CD8+ CD69+ und CD8+
Effektor T-Zellen vermindert. Bei den CD4+ CD69+ T-Zellen war daruber hinaus die
IFNy Produktion vermindert.

Bei den Tocilizumab Patienten fihrte die zusétzliche Blockade von TNFa zu
verminderten IFNy Werten in CD4+, CD4+ Effektor- und naiven CD8+ T-Zellen. Der
Effekt von Tocilizumab alleine auf die IFNy Produktion wurde als minimal

beschrieben,”® sodass man hier bei der verstarkten Suppression von IFNy also von einer
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stark verminderten Immunabwehr bei viralen Reizen unter Kombination dieser
Therapeutika ausgehen muss. Es scheint ein Synergismus zwischen IL-6 und TNFa
Blockade vorzuliegen, der wechselseitige Einfluss,® besonders der anregende Einfluss

von TNFa auf die IFNy Produktion ist bereits beschrieben,'%"'%

Bei den Rituximab Patienten lagen bei den CD4+ und CD4+ CD69+ T-Zellen unter
zusétzlicher TNFo Blockade verminderte IL-1f3 Produktionen vor. Dies konnte darauf
hindeuten, dass es neben dem Effekt auf die B-Zellen auch einen Effekt auf die
Zytokinproduktion der T-Zellen gibt. Die TNFa Blockade konnte diesen Effekt, der
zuvor unter VZV Stimulation nicht sichtbar gewesen war, demaskiert haben. Einflusse
auf andere Zytokine wie IL-6, IL-2, IL-7 und IL-10 hat man in der Literatur bereits

belegen konnen.*®

4.9.4 Zytokinproduktion mit VZV-Stimulus und IL-1 Blockade

Bei der Kombination aus VZV-Stimulus und zusétzlicher IL-1 Blockade zeigte sich
fur die Methotrexat Patienten nur die IL-6 Produktion beeintrachtigt. Dies lag in den
CD8+ TEMRA und naiven T-Zellen vor. Eine mogliche Erklarung konnte die Induktion
von IL-6 durch IL-1B sein, die in der Literatur beschrieben wird.*"'%® Bei der
zusétzlichen Blockade von IL-1p wird IL-6 uber den Effekt des Methotrexat hinaus

gehemmt.

Bei den Tocilizumab Patienten flhrte diese Kombination aus VZV-Stimulus und
zusatzlicher IL-1p Blockade zu verminderten IFNy Werten in CD4+, CD4+ Memory-
und CD4+ naiven T-Zellen. Hier kann durch Mitbeteiligung von IFNy ein erhohtes
Infektionsrisiko durch Kombination von IL-6 und IL-1 Antagonisten nicht
ausgeschlossen werden. Bei den TEMRA T-Zellen, CD4+ als auch CD8+, zeigten sich
verminderte 1L-6 Produktionen.

Adalimumab Patienten zeigten unter zusatzlicher IL-13 Blockade verminderte IL-6
Werte in CD4+ TEMRA T-Zellen.

Rituximab Patienten zeigten unter IL-13 Blockade verminderte IL-6 und IL-13 Werte in

CD4+ TEMRA T-Zellen und verminderte TNFa Werte in naiven CD4+ T-Zellen.
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4.9.5 Zytokinproduktion mit VZV-Stimulus und IFNy Blockade

Bei der zusitzlichen IFNy Blockade unter VZV-Stimulus fielen bei den Methotrexat
Patienten nur bei den Effektor T-Zellen Veradnderungen auf. Bei den CD4+ Effektor T-
Zellen war IL-6, bei den CD8+ Effektor T-Zellen IFNy vermindert. Bei den CD4+
TEMRA T-Zellen lagen interessanterweise keine verminderten IL-6 und IL-13
Produktionen vor, wie es bei alleiniger Stimulation mit VZV der Fall gewesen war. Hier
scheint die zusédtzliche IFNy Blockade eine erhohte Zytokinproduktion bei VZV-

Stimulus unter Methotrexat Therapie zu bewirken.

Bei den Tocilizumab Patienten zeigte sich die zusatzliche Blockade von IFNy in
verminderten IFNy Werten in CD4+ und CD4+ Memory T-Zellen. Bei den CD4+
CD69+ T-Zellen lag TNFo vermindert vor. Bei beiden waren die Werte mit VZV-
Stimulus alleine normwertig gewesen und hatten die Fahigkeit zu einer regelrechte
Virusabwehr angezeigt, mit zusétzlicher IFNy Blockade erlosch jedoch diese Féahigkeit.
Somit muss auch hier von einer potentiell erhohten Infektionsgefahrdung bei
Kombination von Tocilizumab und IFNy Antagonisten ausgegangen werden.

4.10 Limitation der Arbeit

Bei der Auswertung der Daten liegt immer nur die intrazellulare Produktion der
Zytokine zugrunde. Insgesamt bleibt bei allen Aussagen Uber die Effekte der
Kombination der verschiedenen Blockaden der Zytokine festzuhalten, dass sich zwar
hier in einigen Subpopulationen deutlich synergistische Effekte in der verminderten
Zytokinproduktion feststellen lassen, aber ob daraus eine erhohte Risikorate fur VZV
Reaktivierungen resultiert oder dies nur eine verbesserte Unterdriickung der pro-
inflammatorischen Zytokine und somit eine verbesserte Wirksamkeit der Medikamente
widerspiegelt, bleibt weiteren Untersuchungen und klinischen Studien vorbehalten. Die
Differenzierung zwischen der gewinschten Suppression der Immunantwort und einer
ausreichend aktiven Immunantwort, um Infektionen abwehren zu kénnen, bleibt eine
Gradwanderung. Durch alleinige Betrachtung der Zellantwort kann zwischen diesen

beiden Fakten nicht differenziert werden.
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Die Heterogenitat der Krankheitsmanifestation der RA, die Krankheitsdauer und das
Geschlecht konnten bei der Auswahl der Probanden nicht berticksichtigt werden, jedoch
waren die RA Patienten nach dem Alter zu den gesunden Kontrollen gematcht und auf
eine Homogenitét in der Therapie wurde geachtet. Problematisch kénnte fur die T-
zellulare Immunantwort sein, dass niedrig-dosierte Glukokortikoide nicht berticksichtigt
werden konnten und auch in den Therapiegruppen einzelne Patienten additiv zum

Biologikum Methotrexat erhielten.

4.11 Konklusion und Ausblick

Die Analyse der Zytokinproduktionen der RA Patienten mit Biologika und Methotrexat
zeigte interessante intrazellulére Veranderungen. So waren besonders beim klinisch gut
getesteten Methotrexat die Einflusse auf die pro-inflammatorischen Zytokine breit
gefachert und zeigten viele mogliche Ansatze, aufgrund derer man von einer erhohten
Infektionsgefdhrdung ausgehen koénnte. Die Biologika zeigten ebenfalls einige
Auffalligkeiten, die aber alleine noch nicht flr das Aussprechen eines erhéhten Risikos
fur virale Infektionen ausreichen. Bei den Untersuchungen der verschiedenen
Kombinationen der Zytokinblockaden, die eine interessante Erweiterung der
Behandlungsoptionen darstellen wiirden, zeigten sich einige vermutete Bedenken zur

Akkumulation der Infektionsrisiken theoretisch bestarkt.

So war bei der Kombination von Tocilizumab mit zusétzlicher IL-6 Blockade von
freiem IL-6 eine signifikant verminderte IFNy Antwort auffdllig. Dies wiirde die
Immunabwehr von VZV und moglicherweise anderen viralen Erregern vermindern und
mit einer erhdhten Infektionsrate einhergehen.'® Daher werden Biologika die an
derselben Stelle der Zytokinkaskade angreifen, nicht als mogliche Kombination
herangezogen und dies wird hier in der theoretischen laborchemischen Betrachtung
bestatigt. Allerdings fielen bei den Tocilizumab Patienten auch bei der zusatzlichen
Blockade von TNFa, IL-1B und IFNy ebenfalls verminderte IFNy Produktionen auf,
sodass eine Kombination mit diesen Zytokin-Antagonisten wahrscheinlich eher
risikoreich ist. Ob dies allerdings eventuell nur zu einer wiinschenswerten verstérkten

anti-inflammatorischen Antwort fuhrt, bleibt in dieser rein zelluldren Betrachtungsweise
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weiterhin ungeklart und sollte in weiteren Betrachtungen, die auch die extrazelluléren

Zytokine und andere virale Stimuli mit einbeziehen, getestet werden.

Bei der Kombination von Adalimumab und IL-6 Blockade fanden sich zwar auch
verminderte IL-1p Werte, ob dies aber mit einem erhohten Infektionsrisiko einhergeht
oder nur Ausdruck einer potentiell verbesserten Suppression der Inflammation ist sollte
in weiteren Untersuchungen beleuchtet werden. Dasselbe Ergebnis wie die Adalimumab
Patienten mit IL-6 Blockade, zeigte sich auch bei den Rituximab Patienten mit
zusédtzlicher TNFa Blockade.

Ob diese Ergebnisse nun fiir eine verbesserte anti-inflammatorische Wirkung bei
Kombination der getesteten Substanzen spricht oder damit einzig ein erhohtes
Gefahrdungspotential fur Infektionen vergesellschaftet ist, werden weitere Studien und

klinische Erfahrungen zeigen mussen.

5 Zusammenfassung

Hintergrund: Die rheumatoide Arthritis ist eine chronisch inflammatorische
Autoimmunerkrankung die 0,5-1% der Bevolkerung betrifft und zu Arthritis und
Gelenksdestruktion fihrt.

Eine wichtige Rolle bei dieser Autoimmunerkrankung nehmen die pro-
inflammatorischen Zytokine wie IL-6, IFNy, IL-13 und TNFa ein. Ihre Rolle in der
Pathogenese der RA ist seit einigen Jahren das Hauptinteresse der Forschung in der
Entwicklung neuer Behandlungsstrategien. Die dafiir entwickelten Biologika, auch
biologische disease-modifying-anti-rheumatic-drugs (0DMARDSs) genannt, greifen als
monoklonale Antikorper gezielt in diese Regelkreise ein und stellen eine neue
Behandlungsoption bei Versagen der konventionellen DMARDs dar. Die Erforschung
der Nebenwirkungen dieser neuen Therapieansatze ist aktuell immer noch Inhalt

zahlreicher Studien.

Rationale: Die Frage, inwieweit diese Biologika zu gehduften Reaktivierungen von
Varizella-Zoster-Virus (VZV) in Form von Herpes Zoster fiihren, ist bisher aus
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Surveillance-Daten gezeigt worden. Die zelluld&ren Mechanismen sind diesbezlglich
allerdings noch unverstanden. Aus diesem Grund wurde der Einfluss von verschiedenen
Biologikatherapien bei RA Patienten auf die intrazellulare Zytokinproduktion von
VZV-stimulierten CD4+ und CD8+ T-Zellen untersucht und die Zytokin-Hemmung in

vitro simuliert.

Methoden: Die vorliegende Arbeit untersuchte die intrazellulare Zytokinproduktion von
CD4+ und CD8+ T-Zellen von 10 gesunden und 43 an RA erkrankten Probanden in
verschiedenen Therapiegruppen (Adalimumab, Tocilizumab, Rituximab und
Methotrexat Monotherapie) im Rahmen einer Querschnittstudie.

Die mittels Durchflusszytometrie  ausgewerteten  Zytokinproduktionen  der
verschiedenen T-Zell-Subpopulationen wurden unter viralem Stimulus (VZV) und in

Kombination der verschiedenen Zytokinblockaden durchgefihrt.

Resultate: Die Ergebnisse zur Korrelation bestitigten die Annahme, dass es keine
Korrelation zwischen der anti-VZV-IgG Konzentration und der Aviditat gibt. Dies
konnte sowohl fur die RA Patienten der verschiedenen Therapiegruppen, als auch die

gesunden Kontrollen gezeigt werden.

Es zeigten sich zahlreiche signifikante Einflusse der Biologika auf die Zytokine, den
groRten Einfluss hatte Methotrexat auf die intrazellulare Zytokinproduktion im Sinne
einer Hemmung, inshesondere bei den aktivierten CD69+ T-Zellen und in den Memory,
Effektor und TEMRA T-Zell-Subpopulationen. Bei den anderen Therapiegruppen
fanden sich ebenfalls zahlreiche signifikant verminderte Zytokinproduktionen, jedoch
meist eine zu den gesunden Kontrollpersonen vergleichbare intrazellulare
Zytokinproduktion, insbesondere von IFNy, nach in vitro VZV Stimulation.
Synergistische Effekte fiir die in vitro Blockade von einzelnen Zytokinen auf die
intrazellularen Zytokin-Produktionen in CD4+ und CD8+ T-Zell-Subpopulationen

konnten gezeigt werden.

Diskussion: Zusammenfassend zeigt sich ein deutlicher Einfluss von Methotrexat und
Biologika auf die intrazellulare Zytokinproduktion in T-Zellen von RA Patienten,

jedoch ein relativ gutes in vitro Ansprechen der intrazelluldren Zytokinproduktion nach
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VZV Stimulation. Da in unserem Studiendesign jedoch intrazelluldre Zytokine
gemessen wurden, kann derzeit keine definitive Aussage Uber ein moglich erhohtes
Risiko fur VZV gemacht werden. Das virale Infektionsrisiko von Kombinationen von

Zytokinblockaden ist Gegenstand weiterer Untersuchungen.

Summary

Background: Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory autoimmune disease

which affects 0,5-1% of the population and causes arthritis and joint damage.

Pro-inflammatory cytokines including IL-6, IFNy, IL-1p and TNFa play important
roles. Their role in the pathogenesis of RA and the development of new therapeutic
strategies targeting pro-inflammatory cytokines has been the main focus of research for

several years.

In comparison to conventional disease-modifying-anti-rheumatic drugs (DMARDS),
biological drugs, so called bDMARDSs, are antibodies that are directed at specific
immunological targets and represent a new strategy in the case of failure of
conventional DMARDs. The investigations of infectious risks by these new agents are
still in the focus of many studies.

Rationale: The increased risk of Herpes Zoster reactivation under therapy with
biologicals has been shown in different studies including RA patients. The cellular
mechanisms are still not understood. Therefore we explored the effects of various
biological therapies and methotrexate in RA patients on the intracellular cytokine
production in VZV-stimulated CD4+ and CD8+ T-cells and performed simulations of
cytokine blocking strategies in vitro.

Methods: This cross-sectional study investigated the intracellular cytokine production in
CD4+ and CD8+ T-cells of 10 healthy donors and 43 RA patients treated with different

drugs (Adalimumab, Tocilizumab, Rituximab and Methotrexat as mono-therapy).

The intracellular cytokine productions of the T-cell subpopulations under VZV-stimulus

and/or cytokine-blocking conditions were measured by flow cytometry.
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Results: No correlation between avidity and anti-VZV-IgG concentrations could be
shown for RA patients and the healthy donors.

A lot of significant effects of various treatment regimens were shown on the
intracellular cytokine production of CD4+ and CD8+ T-cells, with methotrexate
showing the greatest inhibitory effect on intracellular cytokine production particularly in
CD69+, Effector and Memory T-cell subpopulations. Although other therapies reduced
intracellular cytokine production, the cellular cytokine-producing reactivity to VZV-

stimulus was almost similar to healthy controls.

Discussion: In summary, we have found a significant association between methotrexate
and other biologicals with reduced intracellular production of cytokines in T-cells of
RA patients. However an almost normal response to in vitro stimulation with VZV was
demonstrated in T-cells of RA patients. As the intracellular cytokine production was
measured statements concerning the risk of VZV reactivation could not be derived from
this study. The risk of viral infection under combined biological treatment is subject to

further studies.
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Zytomegalievirus

C-reaktives Protein

zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes Antigen 8
lat. dies = Tag

engl. Disease activity Score 28
Dihydrofolat-Reduktase

disseminierte intravasale Gerinnung

engl. disease-modifying antirheumatic drugs
Dimethylsulfoxid

Escherichia coli

Epstein-Barr-Virus

engl. Enzyme-linked immunosorbent assay
engl. Fluorescence-activated cell sorter
Fetales K&lberserum

Fluorescein-Isocyanat

engl. Forward scatter

engl. Granulocyte-colony stimulating factor
Wasser

humans Herpesvirus

engl. human leukocyte antigen

engl. Hazard ratio

Herpes-simplex-Virus

Interferon gamma

Immunglobulin gamma

intravends

Interleukin

lonomycin

Korpergewicht

Kilogramm-Kdorpergewicht

Quadratmeter

Maximum

Metokarpophalangealgelenk

Median

engl. Major histocompatibility complex
Minimum
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Min
Mio
mi
MTX
n

NaCl
ng

NK Zellen
NSAR
OR
PBMC
PBS
PCR
PE
PerCP
PGE
PHA
PHN
PIP
PMA
PML
RA
RAI
RF
RLT
RORvyt
rpm
RPMI
RT

S.

S.C.

SD
SDAI
sDMARD
SLE
SSC
STIKO
Tab
TCR
TEMRA
Ty
TNFa
TNFR
Tfh
Treg

U
VAS
VZV
z.B.

Minute (n)

Million(en)
Milliliter
Methotrexat

engl. number = Anzahl

Natriumchlorid

Nanogramm

Natirliche Killerzellen

Nicht steroidale Antirheumatika

engl. Odds ratio

engl. peripheral blood mononuclear cells
engl. Phosphate-buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion
Phycoerithrin
Peridinin-Chlorophyll-A-Protein
Prostaglandin

Phytohdmagglutinin

postherpetischen Neuralgie

proximales Interphalangealgelenk

engl. Phorbol-myristate acetate
progressive multifokale Leukenzephalopathie
Rheumatoide Arthritis

relativer Aviditatsindex

Rheumafaktor

RNA Lyse Puffer

engl. retinoic acid receptor-related orphan nuclear receptor gamma t
engl. revolutions per minute = Umdrehungen pro Minute
Roswell Park Memorial Institute
Raumtemperatur

siehe

subkutan

engl. standard deviation

engl. simplified Disease activity Score
engl. synthetic disease-modifying antirheumatic drugs
systemischer Lupus erythematodes

engl. side scatter

Sténdige Impfkommission

Tabelle

T-Zell-Rezeptor

terminal differenzierte T-Zellen
T-Helfer-Zelle
Tumor-Nekrose-Faktor-a
Tumor-Nekrose-Faktor- Rezeptor
follikulare T-Helfer-Zelle

regulatorische T-Zelle

engl. Units =Einheit

visuelle Analogskala
Varizella-Zoster-Virus

zum Beispiel
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8 Appendix

Tab. 1: Zytokinproduktion der Patienten ohne VZV-Stimulus [Angaben in Prozent] 3

. L . Gesunde
Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab
Kontrollen
(%] IL-6 1,6+1,0 0,7+0,5 1,3+1,2 2,5+2,7 3,7+3,1
? (1,5; 0,3-3,2) (0,6; 0,2-1,6) (1,0; 0,1-3,1) (2,0; 0,0-12,3) (3,3; 0,2-10,0)
(9] IFNy+ 7,1+4,2 13,8 + 14,7 8,4+5,9 8,1+4,3 11,6 +4,0
? v (6,8; 1,6-13,5) (6,0; 3,2-48,0) (5,7; 0,5-16,9) (6,8; 1,6-17,0) (11,7; 5,1-17,5)
(%] IL-18+ 1,4+0,8 1,1+£0,8 1,0+£0,6 1,2+0,8 2,0+£1,0
? (1,3; 0,3-2,6) (0,8; 0,1-2,3) (0,9; 0,3-2,1) (1,0; 0,2-3,3) (1,7; 0,7-3,5)
(%] TNFow+ 21,9+9,5 38,8+19,6 34,5+18,0 33,6 £20,7 33,8+20,4
; ? (21,7; 6,6-36,4) (35,9; 1,5-66,1) (38,4; 9,3-56,0) (31,2; 10,2-90,3) (30,0; 8,3-75,2)
8 [%] CD69+ 2,7+2,8 1,9+3,1 1,8+1,6 2019 2,7+1,0
IFNy+ (2,1;0,6-8,7) (0,9; 0,5-10,3) (1,5; 0,0-5,0) (1,7; 0,1-8,7) (2,9; 1,1-3,8)
[%] CD69+ 1,9+1,5 0,7+0,3 1,4+1,3 2,3+24 2,4+1,7
IL-6+ (1,6; 0,5-5,0) (0,8; 0,1-0,9) (1,2; 0,1-3,2) (1,9; 0,0-10,9) (2,3; 0,2-4,8)
[%] CD69+ 1,3+0,6 0,9+0,9 1,1+1,0 1,2+0,9 1,7+1,2
IL-1B+ (1,2; 0,4-2,0) (0,5; 0,1-2,3) (0,7; 0,1-2,5) (1,0; 0,0-3,3) (1,5; 0,4-3,8)
[%] CD69+ 42423 2,3+1,4 5,2%6,2 2,8+2,2 4,6+2,9
TNFo+ (3,5; 1,3-8,3) (2,4; 0,4-4,0) (3,0; 0,1-18,6) (2,1; 0,2-9,6) (3,8; 2,1-11,5)
(%] IL-6+ 46,8 +30,4 25,1+17,9 31,4 £25,3 48,3 £25,6 51,1+30,0
= ? (58,5; 8,1- 85,7) (22,2; 3,4-55,5) (18,0; 4,8-68,7) (41,6; 1,7-93,9) (54,5; 4,3-96,2)
=5
% § (%] IFNy+ 70,8 £25,4 64,4 + 18,7 48,8 +28,8 66,2 + 23,2 64,7 +16,1
E ‘;r’ > ¥ (80,3; 14,7-86,8) | (69,8;38,7-90,4) | (53,4; 11,8-93,3) (66,4; 12,5-100) (65,9; 31,4-95,0)
5 2 (%] IL-18+ 24,4 £18,3 17,5+ 15,7 18,6 £ 14,6 22,7+12,6 25,0+ 18,2
% oo ° (15,1; 8,8-58,3) (16,7; 0,0-52,4) (15,0; 2,6-48,0) (24,2; 0,5-50,7) (24,0; 5,3-66,0)
FEgpa
w o (%] TNFa+ 66,5+17,1 62,0 £30,2 54,7 £27,9 58,1+18,6 61,7+9,6
° (66,7; 46,5-94,3) | (71,5; 13,6-88,6) | (56,6;17,5-91,8) | (58,8; 30,0-93,0) | (63,0; 46,0-77,5)
(%] IL-6+ 09+06 08:14 0,8£0,8 0705 1,1£1,0
— i (0,9;0,4-2,1) (0,4; 0,0-4,4) (0,5; 0,2-2,4) (0,6; 0,0-2,0) (0,9;0,0-3,1)
=
§ = (%] IFNy+ 1,4+1,5 4,5+8,3 1,7+1,9 1,1+0,6 1,8+0,9
K] S ol Y (0,9; 0,4-4,8) (1,9; 0,5-26,5) (0,9; 0,1-5,7) (0,9;0,1-2,5) (1,7, 0,9-3,6)
521 . 0,4+0,3 0,7+1,1 0,5+0,3 0,4+0,4 0,5+0,4
>0 [%] IL-1B+ . X ) . .
= E (0,4; 0,0-0,7) (0,3; 0,1-3,6) (0,3; 0,2-1,1) (0,3; 0,1-1,4) (0,5; 0,0-1,6)
=2
e [9%] TNFa+ 57+5,4 23,3+16,4 11,0+9,2 15,5 + 24,3 15,7 +21,4
? (3,2;1,3-16,2) (24,1; 0,5-52,1) (9,4; 2,6-26,2) (6,3; 1,1-89,5) (5,6; 1,0-66,0)
(%] IL-6+ 11,6 +7,2 8,0+7,5 8,7+7,3 14,5+12,4 25,2+15,3
. ? (14,2; 2,1-21,4) (3,8;0,0-18,4) (9,8; 0,0-20,8) (10,8; 0,0-39,6) (29,2; 1,4-41,3)
E & (%] IFNy+ 28,5+ 17,5 38,1+31,4 26,6 £29,1 33,5+24,3 32,3+10,3
Sis o IFRY (22,0;9,2-50,3) | (29,9;1,7-84,5) | (17,8;0,0-69,2) | (25,5;3,4-88,0) | (32,5; 15,1-44,0)
2 5
§ 8 (%] IL-1B+ 4,2+4,5 8,9+10,3 5652 7,073 15,9+5,1
S g (1,4;0,0-11,9) (5,1; 0,8-33,2) (4,6; 0,0-13,5) (3,6; 0,0-26,4) (15,4; 7,0-22,7)
w
=& (%] TNFa+ 30,8 +22,6 39,6 £34,2 31,1+28,6 35,1+26,6 359+7,0
° (20,4; 5,6-66,1) (44,5; 3,0-86,4) (20,2; 3,1-76,7) (29,1; 0,7-89,2) (36,7; 23,8-44,1)
(%] IL-6+ 63133 28124 43£2,4 82163 11,8492
c T ° (6,4;1,3-11,2) (1,8; 0,3-8,5) (5,1;0,9-7,1) (6,5; 0,2-21,8) (10,0; 0,6-28,4)
% X [%] IFNy+ 12,5+5,2 21,2 £25,2 13,0+£7,2 15,7+7,1 23,6 6,6
D‘ 8 ? v (13,1; 5,0-19,1) (14,4; 7,5-87,8) (16,0; 2,1-20,4) (13,7; 3,7-33,5) (24,8; 10,9-32,5)
=
S | % 1ps 4719 2,719 2,4+1,0 4,4+3,0 60+35
g Q2 ? (4,1; 2,3-7,7) (2,5; 0,3-5,7) (2,3; 1,3-4,1) (3,5; 0,0-10,8) (6,2; 1,3-10,3)
[a]
=T} (%] TNFou+ 43,2 +16,9 62,0+ 25,9 53,5+21,2 56,8 £ 20,8 55,5+26,1
? (47,2; 20,6-70,3) (63,7; 1,7-86,2) (63,9; 23,7-79,7) | (62,4;20,7-98,0) | (57,2; 16,9-95,2)

a) Mittelwert + Standardabweichung(Median; Minimum-Maximum)




Tab. 2: Zytokinproduktion der Patienten ohne \VZV-Stimulus [Angaben in Prozent] ®

. . s Gesunde
Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab
Kontrollen
(%] 116 6,2+3,3 3,5+3,1 5,9+7,0 7,9+8,0 7,2+4,6
? (6,7; 1,3-11,8) (2,8;0,3-10,8) (4,1;0,8-21,1) (5,4; 0,1-29,6) (7,6;0,4-12,7)
27,8+17,8 30,0+ 15,7 25,6 £24,2 27,4 £ 20,2 23,3+9,7
[%] IFNy+
(29,5; 5,8-59,5) | (32,4;12,4-62,7) | (21,3;3,7-76,0) | (20,8;2,8-83,7) | (21,7; 10,3-35,8)
(9] 116+ 2,9+2,1 2,6+2,2 1,8+1,5 2,1+1,8 2,6+0,7
° (2,7;0,8-7,2) (2,9;0,4-7,4) (1,6; 0,2-4,5) (1,4;0,5-7,7) (2,7, 1,6-3,6)
[%] TNFa+ 34,8 +18,6 37,2+21,5 31,6 £21,0 34,1+19,2 33,5+18,1
o ? (33,5; 4,4-60,8) | (30,2;0,9-73,1) | (30,7;7,7-67,8) | (33,7;3,0-71,8) | (33,7;9,0-58,0)
]
g (%] CD69+ 7,5+3,6 2,6+1,3 7,6+7,7 5,2%+5,0 43+1,7
IFNy+ (7,8; 2,7-11,9) (2,0; 1,2-5,3) (4,5; 0,5-20,3) (3,9; 0,2-18,9) (4,3; 2,0-7,5)
(%] CD69+ 3,4+2,4 1,1+0,6 3,4+4,6 40+4,8 25+1,6
IL-6+ (3,2; 0,4-7,0) (1,1; 0,3-2,3) (2,4; 0,3-13,4) (2,3;0,1-17,6) (2,2; 0,4-4,7)
[%] CD69+ 1,8+1,1 1,4+£1,0 1,2+1,1 1,1+£1,0 1,2+0,5
IL-1B+ (1,7; 0,4-3,4) (1,1; 0,3-3,0) (0,8; 0,1-2,6) (0,9; 0,1-4,0) (1,1; 0,6-2,1)
[%] CD69+ 9,8+4,4 4,5+2,7 7,3+10,0 3,8+2,7 59+2,9
TNFo+ (9,2; 1,7-15,4) (4,1; 0,8-8,9) (2,6; 0,3-28,5) (2,7; 0,7-9,6) (6,1; 2,5-10,9)
(%] IL-6+ 55,4 +£27,7 31,7+30,1 32,8 +34,8 53,5+28,8 52,9+31,5
. ° (59,8; 16,7-100) (20,4; 1,5-83,3) (20,3; 4,8-92,6) (58,6; 5,3-94,5) (60,0; 4,5-88,9)
=3
S § (%] IFNy+ 78,5+23,8 82,2+ 14,6 71,8 +25,6 86,9 + 15,7 86,9+6,5
N‘,J :-_’ ° v (89,8; 32,0-97,5) (83,3; 57,7-100) (81,7; 23,8-97,4) (91,2; 27,3-99,2) (86,1; 77,8-95,2)
=3
:o: 8 %] IL-18+ 40,2 +29,0 29,5+22,8 38,9+34,8 29,3+18,4 29,3+17,5
< n ? (30,2;16,7-84,1) | (22,2;6,4-72,7) | (29,8;1,3-100,0) | (29,5;1,7-80,5) | (29,0;9,4-67,2)
£ A
=g (%] TNFa+ 83,9+13,1 79,4+19,9 83,6 £15,0 81,9+14,1 84,0£9,0
° (84,3; 65,9-100) (87,5; 33,3-95,9) (85,4; 57,4-100) (84,7; 56,4-100) (85,1; 62,8-95,1)
%] IL-6+ 0,9+0,9 1,0+1,4 1,3+1,2 0,9+0,9 1,8+2,1
. ? (0,7; 0,0-2,8) (0,7; 0,0-4,6) (0,7; 0,3-3,5) (0,6; 0,0-4,0) (1,3; 0,0-7,1)
=
& = 11,8+ 14,9 11,7+ 8,8 9,2+12,2 8,0+ 13,0 7,4+4,3
25 [%] IFNy+
3 O (6,1; 0,5-43,9) (9,6; 3,2-29,6) (6,1; 0,5-35,7) (4,3; 1,0-60,0) (7,4; 1,9-14,9)
52 0,4+0,3 0,7+1,4 0,5+0,4 0,5+0,5 0,4+0,2
Qx| [%]IL-1B+
5 < (0,2;0,1-0,9) (0,2;0,0-4,5) (0,3;0,2-1,2) (0,3; 0,0-2,0) (0,4;0,1-0,7)
Z 0
g [%] TNFow+ 17,5+ 14,6 19,9+13,2 19,3+ 20,2 15,4+10,9 16,0+ 13,4
? (16,8; 1,3-45,8) (23,2; 0,5-38,3) (10,1; 2,0-52,0) (12,6; 1,1-40,0) (12,0; 1,6-35,2)
(%] IL-6+ 47+3,9 3,9+43 34433 3,843,5 8,6+6,6
° (3,4; 1,5-13,2) (3,2; 0,0-13,8) (2,4;0,0-10,1) (3,3; 0,0-15,8) (7,6; 0,0-18,2)
é ﬁ [%] IFNy-+ 52,5+22,5 63,1+23,6 43,9 +24,2 51,5+24,5 55,7+18,8
N‘IJ 8 ? v (59,3; 28,3-80,9) (69,0; 25,9-90,0) (39,3; 20,6-84,8) (50,8; 4,0-89,0) (59,2; 26,2-85,1)
% 3
§ 8 (%] IL-1B+ 1,9+1,0 6,6 £6,9 3,2+1,9 2,3+19 6,8+4,1
s g ° (1,9; 0,1-3,5) (4,4; 0,0-19,7) (2,7;0,6-6,1) (1,6; 0,0-7,9) (5,5; 2,7-15,8)
w
=g [%] TNFow+ 62,8+16,9 62,5+ 30,2 50,2 +18,5 60,3+24,4 64,7 £20,6
? (67,5; 42,7-82,4) (77,4; 8,1-91,5) (43,9; 25,2-71,8) (68,1; 6,5-90,3) (68,4; 29,8-92,8)
[%] IL-6+ 16,5£12,3 11,1+7,2 14,1+8,5 15278 18,3+9,8
_ ° (14,6; 2,7-41,0) | (11,0;0,5-27,5) | (18,7;3,6-23,7) | (16,0;1,0-27,4) | (20,8;2,2-33,1)
c ¥
% e [%] IFNy-+ 44,4 + 23,0 43,5+19,5 38,2+22,9 39,5+16,8 47,1+16,3
E‘ 8 ° v (40,8; 19,0-79,2) (36,1; 19,4-83,7) (42,9; 9,8-75,4) (39,7;12,4-72,7) (42,9; 28,3-67,7)
=
= 2 o 11,0+4,2 10,3+8,3 8,3+6,4 11,4+8,4 11,4+6,3
o & [%] IL-1B+ ! ] ’ ) !
g < (12,5; 4,4-15,2) (8,6; 2,0-26,5) (6,9; 3,0-22,2) (8,9; 0,0-31,0) (11,3; 3,1-21,4)
a
=E} (%] TNFoct 71,3+13,1 68,6 22,4 67,3+21,3 71,1+18,6 75,0+17,5
° (74,5; 46,8-82,7) | (72,3;20,4-92,6) | (73,2;38,7-92,3) | (76,0; 34,4-91,9) | (80,5; 47,5-96,3)

a) Mittelwert + Standardabweichung(Median; Minimum-Maximum)




Tab. 3: Zytokinproduktionen der Patienten mit \/ZV-Stimulus gesamt [Angaben in Prozent] ®

. L . Gesunde
Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab
Kontrollen
(%] IL-6 1,9+1,6 0,8+0,6 1,3+1,1 3,3+3,1 3,5+25
? (1,3; 0,3-4,8) (0,6; 0,3-2,4) (0,9; 0,1-2,8) (2,8; 0,0-13,6) (3,1; 0,2-8,3)
(%] IFNy+ 11,6 +9,1 12,4+11,7 10,1+8,2 99+6,8 12,0+5,0
? v (9,7; 0,8-29,9) (7,2; 3,0-34,8) (6,5; 1,0-22,9) (8,1;0,9-27,3) (10,0; 6,9-21,2)
(%] 1L-1p+ 2,8+1,9 1,7+1,2 1,9+1,2 1,5+1,1 2,9+2,3
¥ (2,5;0,5-5,5) (1,4;0,3-3,5) (2,0;0,6-3,9) (1,2;0,5-4,4) (2,6;0,7-9,0)
(%] TNFoct 28,0 £10,7 30,9+18,4 35,9+16,1 32,5+11,3 33,7+13,9
+ ? (27,3; 7,5-43,3) (33,0;1,9-57,3) | (33,3;19,7-59,2) | (32,5;9,3-48,7) | (33,0;12,1-51,3)
<
8 [%] CD69+ 6,8+9,1 1,5+1,3 2,2+1,8 3,2+35 3,4+1,7
IFNy+ (3,9; 0,3-26,9) (0,8; 0,5-4,6) (2,3; 0,0-5,4) (2,9; 0,2-16,3) (2,8;1,1-6,5)
[%] CD69+ 3014 0,8+0,6 1,4+1,1 3,1+29 3,0£2,0
IL-6+ (3,2; 0,4-4,9) (0,9; 0,1-1,8) (1,1; 0,1-2,8) (2,8;0,0-12,9) (2,6; 0,1-5,8)
[%] CD69+ 3,3+3,0 1,5+1,5 1,3+0,9 1,4+1,1 2,3+2,2
IL-1B+ (1,6; 0,4-7,9) (0,8; 0,1-4,4) (1,0; 0,4-2,3) (1,1; 0,1-4,8) (1,8; 0,4-8,1)
[%] CD69+ 8,4+7,0 2,4+1,9 6,1+9,7 2,9+1,6 4,4+2,8
TNFo+ (7,8;1,1-21,5) (1,5; 0,6-6,7) (2,5; 0,4-27,8) (2,5; 0,7-7,5) (3,6; 1,7-11,6)
(%] IL-6+ 455+189 20,4 £20,9 39,3+27,2 49,7 +£29,9 52,4 +£30,7
. ? (40,3; 22,5-77,8) (13,3; 1,0-57,1) (33,5; 4,8-85,2) (49,7; 0,0-94,3) (65,1;0,0-92,1)
=5
= § (%] IFNy+ 70,8 +12,9 46,7 £ 23,3 54,7+343 61,8 £ 26,2 70,5+ 15,7
N 0 il (73,7; 45,7-86,4) | (43,5;19,6-91,2) | (54,0;14,3-92,1) | (68,5; 16,7-94,1) | (74,6; 34,7-92,1)
= 1
59 (%] 1L-1p+ 30,8 +14,1 19,7 +14,5 25,0 + 14,6 22,3+17,8 32,2+18,0
o = ° (33,2; 10,0-50,0) (23,4; 0,1-46,5) (32,3;0,6-35,7) (17,2; 0,0-59,7) (31,0; 4,3-55,5)
=0
=g (%] TNFa+ 68,7 15,0 55,8 +27,1 52,7 £25,6 56,6 +20,1 64,8 12,0
? (70,0; 50,0-85,7) (61,3; 4,8-93,6) (44,4; 26,6-89,4) (57,0; 21,4-92,7) (65,2; 46,3-83,9)
(%] 1L-6+ 1,2£1,0 1,0£15 1,507 0,706 1,1£09
. ° (0,7;0,4-3,2) (0,6; 0,0-4,9) (1,4;0,5-2,4) (0,6; 0,0-2,4) (1,0; 0,0-2,6)
=
§ = (%] IFNy+ 3,2+3,9 3,1+4,6 1,8+1,3 1,2+0,7 1,9+1,1
E 8 ° v (1,6; 0,1-11,7) (1,7; 0,6-15,3) (1,3; 0,3-3,6) (1,0; 0,3-2,6) (1,9; 0,7-4,3)
5 Q (%] IL-1B+ 0,8+1,0 1,1+1,9 1,1+0,8 0,6+0,6 0,6+0,5
= g § (0,4;0,1-2,9) (0,5; 0,1-6,0) (1,0;0,3-2,2) (0,4;0,1-2,5) (0,4;0,0-1,3)
=2
£ [9%] TNFoct 8,1+6,0 13,5+12,7 14,4+ 8,4 13,0+9,5 9,4+6,1
? (7,0; 2,4-19,0) (9,1; 1,0-41,6) (11,9; 3,8-26,3) (11,2; 1,8-35,9) (8,4;1,9-21,2)
(%] IL-6+ 12,0+6,6 7,6+8,4 16,0+9,4 16,6 + 15,0 28,3+18,6
? (11,1; 3,3-20,4) (3,9; 0,6-21,9) (19,2; 1,0-26,9) (14,7; 0,0-67,0) (31,9; 1,2-52,2)
E ﬁ (%] IFNy+ 28,3+20,4 24,5+27,4 30,2+32,7 27,6 £22,6 32,7+9,4
N'IJ 8 ° v (31,2; 2,7-64,1) (13,6; 3,4-85,9) (13,8; 2,0-77,0) (20,1; 4,5-77,4) (30,4; 22,7-51,8)
o 5
< 2 (9] 1L-1p+ 8,3+6,4 11,8 +10,1 15,8+9,1 10,4+ 12,4 22,0%8,8
S g ° (5,9; 1,0-17,8) (7,6; 0,2-25,3) (14,9; 1,6-28,7) (7,2; 1,4-58,5) (25,1; 6,0-32,1)
w
=g %] TNFou+ 31,9+15,8 31,8+30,1 35,4+27,6 35,5+24,0 349+7,1
? (24,6; 18,7-61,4) | (16,8;1,9-92,4) | (24,6;12,1-75,5) | (27,4;4,5-89,3) | (35,1;22,8-46,3)
(%] IL-6+ 6,6+4,8 3,2+2,3 5125 7,4+45 8,7+4,8
. ? (4,6; 4,0-17,0) (2,4; 0,6-7,5) (5,2; 2,1-8,4) (7,0; 0,2-18,5) (9,6; 0,9-15,7)
c 3
% e (%] IFNy+ 17,1+10,5 18,1+ 14,7 15,7+9,1 15,4+8,9 21,1+7,1
E 8 ° v (13,0; 8,1-39,7) (12,4; 8,1-55,0) (19,1; 5,8-27,7) (13,5; 1,4-39,8) (19,9; 11,0-32,3)
=
z 9 . 7,4+4,9 49+3,4 4,7+2,6 4,4+3,4 6,3%4,2
S x (%] IL-1p+ ’ ’ X ’ ’
g < (5,2; 3,3-17,0) (5,7; 0,1-10,7) (4,0; 1,5-8,7) (3,6; 1,1-15,5) (5,5; 1,3-16,5)
a
=T} %] TNFou+ 50,9 £ 16,5 53,0+27,1 58,1+21,1 56,6 £ 20,5 57,4+19,3
? (46,7; 31,9-78,1) (61,0; 3,0-82,8) (67,5; 28,8-76,8) (65,9; 12,6-92,3) (61,2; 26,1-80,3)

a) Mittelwert + Standardabweichung(Median; Minimum-Maximum)




Tab. 4: Zytokinproduktionen der Patienten mit \/ZV-Stimulus gesamt [Angaben in Prozent] ®

. L i~ Gesunde
Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab
Kontrollen
%] IL-6 6,2+3,7 4,2+3,1 8,3+7,2 11,8+12,0 7,8+4,6
? (4,8; 1,5-10,6) (3,3; 0,4-11,0) (6,3; 2,6-22,2) (9,8; 0,1-44,0) (9,6; 0,8-13,7)
32,0+£17,6 30,7+17,4 27,6 £24,4 23,9+16,3 23,475
[%] IFNy+
(33,1; 4,8-59,4) (24,3; 14,6-70,3) (24,9; 4,9-78,4) (22,0; 1,5-60,3) (20,9; 13,0-34,9)
5,8+4,3 3,8+2,4 2,9+1,4 2,9+3,1 3,9+2,1
[%)] IL-1B+
(4,6; 1,4-14,3) (4,2; 1,0-6,7) (2,9; 0,6-4,6) (2,0; 0,6-13,0) (3,3; 1,6-9,0)
(%] TNFort 39,4 +19,1 40,5+ 20,7 34,1+21,6 30,7 £15,3 36,1 +19,5
+ ? (39,2; 6,1-58,7) (42,8;1,1-77,1) | (27,3;13,2-75,9) | (30,0; 4,3-58,4) (35,3; 9,6-67,1)
]
8 [%] CD69+ 11,7 +5,6 2,6+0,8 8,4+8,0 8,2+8,5 56+2,8
IFNy+ (10,3; 1,8-18,7) (2,7;1,7-3,7) (3,7; 0,2-18,5) (6,9; 0,4-32,2) (5,2; 2,2-11,8)
[%] CD69+ 3,8+2,3 1,2+0,5 49+6,1 6,7+7,9 3,521
IL-6+ (2,7; 0,8-6,6) (1,3; 0,2-2,1) (2,3;0,2-17,8) (4,1; 0,1-28,4) (3,5; 0,8-7,4)
[%] CD69+ 4,3%3,2 1,8+1,4 1,6+1,2 1,6 +2,0 2,2+1,7
IL-1B+ (3,4;0,8-11,1) (1,5; 0,4-4,6) (1,2; 0,3-3,4) (0,9; 0,2-8,5) (1,6; 0,7-5,9)
[%] CD69+ 15,5+7,1 51+3,6 7,7+8,3 4,7+4,3 7,2+4,6
TNFo+ (18,1; 2,5-22,9) (4,2; 0,8-13,4) (4,9; 1,0-23,6) (3,2; 1,0-17,2) (5,6; 2,4-15,6)
(%] 1L-6+ 51,6 16,1 2091172 50,2 +32,2 59,9128,5 52,0£31,2
_ ° (50,0;26,0-73,6) | (17,7;2,0-57,1) | (62,0;10,9-97,3) | (63,1;1,4-94,4) | (52,0;2,1-97,3)
=5
< § (%] IFNy+ 85,3+11,2 62,6 £ 26,5 84,7+12,3 78,4 £19,7 81,9+12,3
N 0 ol IFRY (86,6; 70,0-96,8) | (61,3;20,2-100) | (85,7;63,8-97,8) | (82,5;27,7-98,0) | (84,7; 60,0-98,1)
= 1
59 (9] 1L-1p+ 55,1+21,1 23,7+21,3 33,1+24,7 27,2+222 31,6 +18,5
o = ° (49,2; 34,5-85,6) (17,3; 1,8-58,3) (33,3; 3,3-80,0) (21,2; 2,8-79,0) (38,5; 2,6-55,1)
=
B g (%] TNFort 91,2 +10,5 71,0 £30,4 82,9+19,8 73,2+19,5 82,5%8,2
? (96,7; 69,7-100) (73,5; 9,0-100,0) (89,1; 44,1-100) (78,8; 27,1-97,9) (82,2; 67,2-97,8)
(%] IL-6+ 0,9+0,7 1,6+£2,6 26123 0,9+0,7 1,3+0,9
. ° (0,6; 0,3-2,4) (0,8;0,1-8,4) (1,6;0,6-7,1) (0,8;0,0-3,2) (1,3;0,1-2,7)
=
§ = (%] IFNy+ 11,2+12,3 11,9+6,7 9,2+12,7 56%5,7 6,1+2,5
E 8 ° v (5,4; 0,8-37,0) (12,4; 3,6-24,1) (3,4; 1,7-37,0) (4,0; 0,6-24,8) (6,3; 3,1-11,4)
52 (%] 1116+ 0,9+1,0 0,7+0,6 0,8+0,6 0,5%0,5 0,4+0,3
= g 0 (0,7;0,3-3,2) (0,7;0,1-1,8) (0,4;0,3-1,6) (0,4;0,0-1,8) (0,4;0,1-0,9)
=2
£ (%] TNFoet 17,7+12,4 20,0 + 13,7 17,4+17,8 13,6 +8,2 14,9 +11,3
? (15,9; 1,8-38,5) (19,3; 0,7-41,2) (8,1; 2,5-53,1) (12,8; 1,2-31,1) (12,1; 2,9-39,1)
(%] IL-6+ 4,7+2,4 57+7,2 8,7+6,0 6,0+5,3 12,3+9,3
? (4,2; 1,2-7,6) (3,2; 0,1-22,0) (8,6; 1,4-18,9) (5,2; 0,2-17,2) (13,1; 0,0-26,0)
3% 961 1FNye 65,6+ 16,4 44,7235 50,8 £ 24,5 35,6+22,6 51,8+13,9
N'IJ 8 > v (70,9; 40,0-82,4) (37,4; 19,6-92,1) (47,0; 12,9-87,7) (33,1; 4,2-79,1) (48,7; 38,0-87,2)
o 5
§ 2 (%] IL-1B+ 54+3,7 55+3,9 7,8+6,7 6,316,6 9,2+5,5
S g ° (3,5;1,7-10,6) (6,3; 0,0-10,9) (5,2;1,5-21,6) (4,0; 0,6-24,2) (8,7; 2,3-18,7)
w
e (%] TNFoet 72,0 £16,2 56,4 +28,2 61,7 20,1 51,7 +22,0 61,8 +15,2
? (78,6; 52,2-91,6) (61,3; 3,4-95,9) (70,9; 27,4-79,0) (52,2; 7,1-86,2) (60,7; 44,5-90,5)
(%] 1L-6+ 18,3£9,2 11,6£7,5 19,7£9,2 18,3£12,4 18,319,8
_ ° (13,9;9,3-31,2) | (11,1;0,5-26,7) | (20,6;8,0-31,5) | (17,8;1,1-53,0) | (19,9;1,8-32,9)
c 3
% e (%] IFNy+ 51,7 £20,3 39,4+15,6 459+249 37,1+£19,6 44,0+11,8
E‘ 8 ° v (41,3; 34,1-81,9) (41,3; 17,1-58,6) (55,0; 15,6-83,3) (33,0; 5,6-78,7) (42,5; 27,4-62,2)
=
g Q (9] 1L-1p+ 19,0+7,9 15,3+ 11,4 14,2+ 12,4 12,5+ 10,2 13,2+76
g & ° (18,8; 9,2-32,2) (16,4; 2,5-30,3) (10,3; 3,9-39,7) (9,9; 2,6-44,7) (13,3; 2,4-26,2)
a
=T} (%] TNFou+ 77,5+9,2 67,9+26,4 74,1+ 18,7 72,2+17,0 75,6 £12,2
? (79,3; 62,4-86,6) (74,0; 8,7-91,7) (81,9; 47,0-96,0) (76,6; 35,4-94,1) (78,2; 56,9-92,9)

a) Mittelwert + Standardabweichung(Median; Minimum-Maximum)

Vi




Tab. 5: Zytokinproduktionen der Patienten ohne Zoster mit VVZV-Stimulus [Angaben in Prozent]?

. L . Gesunde
_ Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab Kontrollen
(%] IL-6 1,6+1,2 0,6+0,2 0,7+0,5 3,021 3,5£2,6
¥ (1,2; 0,6-3,0) (0,6; 0,4-0,8) (0,6; 0,1-1,5) (2,8;0,2-8,8) (3,0;0,2-8,3)
(%] IFNy+ 8,8+2,0 14,3 +13,7 10,3+9,3 9,5+6,2 11,8+5,2
ol IFRY (9,1; 6,6-10,6) (8,2; 5,8-34,8) (6,5; 1,0-22,9) (8,1; 0,9-27,3) (9,2; 6,9-21,2)
(9] 116+ 3,3+1,6 1,8+1,6 2,0+1,3 1,6+1,0 2,9+2,5
i (3,1;1,8-4,9) (1,7;0,3-3,5) (2,0;0,6-3,9) (1,3;0,5-4,4) (2,5;0,7-9,0)
[9%] TNFa+ 29,2+3,6 25,4+ 16,6 37,6+ 18,6 33,2+10,3 34,0+ 14,7
; ? (27,3; 27,0-33,4) (29,9; 1,9-39,9) (33,3;19,7-59,2) | (32,5;13,8-48,7) | (35,0;12,1-51,3)
o [%] CD69+ 4,0+1,6 2,0+1,8 20+2,1 2,7+1,7 3,3+1,8
IFNy+ (3,9; 2,5-5,7) (1,3;0,7-4,6) (1,2; 0,0-5,4) (2,9;0,2-6,1) (2,5;1,1-6,5)
[%] CD69+ 32404 08£0,6 0,8£0,7 2,8+17 29421
IL-6+ (3,2;2,8-3,5) (0,7;0,1-1,5) (1,0;0,1-1,7) (2,8; 0,0-6,8) (2,3;0,1-5,8)
[%] CD69+ 3,2+3,4 1,8+1,9 1,3+0,8 1,5+1,1 2,3+23
IL-1B+ (1,4; 1,2-7,1) (1,3; 0,1-4,4) (1,0; 0,5-2,3) (1,2; 0,1-4,8) (1,6; 0,4-8,1)
[%)] CD69+ 8,0t5,3 2,9%2,7 7,7+11,4 2,917 4,4£2,9
TNFa+ (10,8; 1,8-11,3) (2,1;0,6-6,7) (2,5; 0,4-27,8) (2,4; 0,7-7,5) (3,5; 1,7-11,6)
(%] IL-6+ 48,0+ 14,2 10,4+£6,7 27,6 £19,3 47,5+28,0 54,2+32,0
- ° (45,7; 35,1-63,2) (12,0; 1,0-16,6) (28,5; 4,8-55,6) (44,4; 0,3-94,3) (66,7;0,0-92,1)
=3
& § [%] IFNy-+ 62,6 £14,9 46,8+ 16,9 41,0+30,6 60,0 £ 26,8 70,3+16,6
E,’ E ol IFRY (68,4; 45,7-73,7) | (44,8;29,7-67,9) | (25,4; 14,3-88,8) | (63,5;16,7-94,1) | (75,6; 34,7-92,1)
5O (9] 116+ 29,1+16,6 14,2+11,6 27,1+14,9 21,8+16,1 32,1£19,1
=0 i (38,1;10,0-39,3) | (16,3;0,1-24,0) | (33,8;0,6-357) | (17,2,0,6-50,0) | (29,1;4,3-55,5)
E @ [%] TNFa+ 68,0+ 13,5 51,9+34,0 47,1+24,3 56,7+20,4 63,8+12,4
° (70,0; 53,6-80,4) (59,0; 4,8-84,9) (37,5; 26,6-84,0) | (57,0;21,4-92,7) | (64,4;46,3-83,9)
(%] L6+ 0,6£0,2 0,6£0,4 1,4+0,7 0,8£0,6 1,2£0,9
- ° (0,7;0,4-0,7) (0,7;0,2-1,0) (1,4;0,5-2,2) (0,6;0,1-2,4) (1,1;0,0-2,6)
=
§ = (%] IFNy+ 2,0+1,3 4,8+7,0 1,7+1,4 1,2+0,8 20+1,1
K] S ol (1,5;1,0-3,4) (1,5; 0,7-15,3) (0,9; 0,3-3,6) (1,2; 0,3-2,6) (1,9;0,8-4,3)
e (9] IL-18+ 0,6 £0,6 0,4£0,2 1,4+0,7 0,6+0,6 0,6+0,5
=X i (0,4;0,1-1,2) (0,3; 0,2-0,6) (1,6; 0,4-2,2) (0,6; 0,1-2,5) (0,4;0,0-1,3)
Z@ 8,2+4,9 5334 15,8 +9,9 12,8 +8,2 9,7+6,4
(%] TNFa+ : . : ¥ ) , ) ) , )
° (9,6; 2,7-12,2) (5,6;1,0-9,1) (19,9; 3,8-26,3) (12,2; 2,0-30,1) (9,2;1,9-21,2)
(%] L6+ 11,8+7,6 9,7£9,1 13,6 10,2 17,5¢158 30,2£18,7
. ° (8,9; 6,1-20,4) (8,1;0,8-21,9) (12,6; 1,0-26,9) (14,7; 1,2-67,0) (33,4; 1,2-52,2)
E X 9] IFNy+ 31,0+£29,1 26,5+ 18,2 21,2+31,6 29,9 +£24,8 33,0£9,9
% 8 ol IFRY (19,5;9,4-64,1) | (19,6; 13,6-53,3) | (10,8;2,0-77,0) | (22,6;4,5-77,4) | (31,1;22,7-51,8)
2 3
§ 8 [%] IL-1B+ 9,5+6,2 12,4 +13,1 15,5+10,1 10,5+ 13,7 23,1+£8,5
s 2 ? (10,1;3,0-15,4) | (12,1;0,2-25,3) | (14,9;1,6-28,7) (6,4; 1,4-58,5) (26,4; 6,0-32,1)
w 0O
=& [%] TNFa+ 33,1+245 32,1+£29,6 30,0 £ 26,7 35,7+25,9 352+7,4
° (19,3; 18,7-61,4) (27,6; 1,9-71,2) (15,5; 12,1-75,5) (25,9; 4,5-89,3) (36,1; 22,8-46,3)
56+19 2,816 4,5%25 6,9£2,9 8,5£5,1
- = (o] 1L-6+ (4,6; 4,5-7,8) (2,3;1,5-5,0) (4,8;2,1-8,1) (7,0; 0,2-10,7) (9,5; 0,9-15,7)
=
% 2 9] IFNy+ 12,3+0,8 22,7+22,1 16,8 +9,7 13,0+6,2 20,7+7,4
"\_.‘ 8 ? v (12,5; 11,4-13,0) (13,7; 8,5-55,0) (19,1; 6,3-27,7) (11,9; 1,4-22,0) (18,4; 11,0-32,3)
=
fali®] 7,3%£3,2 4,5+4.8 55+2,6 4,2+2,3 6,1+4,4
g e _— E : . : ) ) , ) ) )
g 3 [%] IL-1B+ (5,9; 5,0-10,9) (3,6; 0,1-10,7) (4,7;2,7-8,7) (3,9; 1,1-9,6) (4,5; 1,3-16,5)
a
=Ne} (%] TNFou+ 43,5+12,6 39,9+26,9 61,4 +21,5 55,9+17,5 57,0£20,5
° (41,7;31,9-56,9) | (44,5;3,0-67,6) | (75,2;28,8-76,8) | (61,6;29,3-81,7) | (61,5; 26,1-80,3)

a) Mittelwert + Standardabweichung(Median; Minimum-Maximum)

Vil




Tab. 6: Zytokinproduktionen der Patienten ohne Zoster mit VZV-Stimulus [Angaben in Prozent]?

. . . Gesunde
Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab
Kontrollen
(%] IL-6 59+3,8 3,612 4,6+2,7 11,0+ 10,0 8,2+4,7
> (4,1; 3,4-10,3) (3,1; 2,7-5,3) (2,8; 2,6-8,5) (10,9; 0,4-40,0) (10,1; 0,8-13,7)
(%] IFNy+ 31,7+13,3 29,0+8,3 18,0+11,3 21,5+14,7 23,8+79
ol IFRY (33,1;17,8-44,2) | (28,0;20,6-39,4) | (13,2;4,9-31,3) | (22,0;1,5-50,9) | (21,6;13,0-34,9)
+ + + + +
[%] IL-18+ 57+2,4 32+24 2,713 2,8+3,0 3,8+2,2
(4,6; 4,0-8,5) (2,7; 1,2-6,2) (2,9; 0,6-4,2) (2,0; 0,6-13,0) (3,3; 1,6-9,0)
(%] TNFa+ 39,7+144 29,4+19,1 27,1+13,8 28,6 £15,0 37,4+20,3
55 ? (39,2; 25,6-54,4) (36,8; 1,1-42,8) (23,7; 13,2-45,1) (28,7; 4,3-58,4) (37,2;9,6-67,1)
8 [%] CD69+ 11,9+2,8 2,7+0,8 55+7,3 7,2+7,0 5629
IFNy+ (10,3; 10,2-15,1) (2,7; 1,9-3,7) (2,7;0,2-18,3) (6,2; 0,4-27,3) (5,0; 2,2-11,8)
[%] CD69+ 3,4+1,7 1,3+0,4 2018 6,1+6,5 3,6+2,2
IL-6+ (2,7; 2,2-5,3) (1,3; 0,9-1,8) (1,6; 0,2-5,0) (4,9; 0,1-25,7) (3,7; 0,8-7,4)
[%] CD69+ 3,7+0,8 1,8+1,9 1,5+1,0 1,6+2,0 20+1,7
IL-1B+ (3,4; 3,2-4,6) (1,1; 0,4-4,6) (1,2; 0,3-3,1) (0,8; 0,4-8,5) (1,3; 0,7-5,9)
[%] CD69+ 15,6 £4,8 56%5,5 7,8+9,1 4314, 6,948
TNFo+ (18,1;10,1-18,7) | (4,0;0,8-13,4) (4,9; 1,8-23,6) (3,2;1,0-17,2) (5,5; 2,4-15,6)
(%] IL-6+ 40,5+12,8 16,7 £ 3,0 38,4 £ 28,2 59,5+ 26,5 53,3+32,8
. ° (45,5; 26,0-50,0) (17,7; 12,3-18,9) (35,1; 10,9-71,4) (57,7; 2,4-94,4) (58,2; 2,1-97,3)
=3
% g (%] IFNy+ 74,7+7,3 61,5+10,8 79,5+10,4 75,5 +20,5 81,3+12,9
'N_, :’ ? v (71,0; 70,0-83,2) (58,9; 51,8-76,6) (81,1; 63,8-90,9) (79,7; 27,7-97,5) (82,5; 60,0-98,1)
52 (9] IL-18+ 49,210,8 13,3£8,9 32,0£30,1 26,6£19,1 29,7£18,6
¥ 9 ° (49,2; 48,5-50,0) | (13,8;2,5-23,2) | (33,3;3,3-80,0) | (21,2;4,1-66,7) | (36,8;2,6-55,1)
E @ [%] TNFou+ 84,8 +13,8 54,9 +33,5 87,6+11,3 71,4+17,3 81,9+8,5
° (88,0; 69,7-96,7) (60,9; 9,0-88,9) (89,1; 71,4-100) (77,4; 27,1-93,1) (82,0; 67,2-97,8)
+
(%] L6+ 0,8+0,6 0,7+06 2,0+1,4 0907 1,309
_ (0,6;0,3-1,4) (0,6;0,2-1,6) (1,6;0,6-3,9) (0,8;0,2-3,2) (1,4;0,1-2,7)
§ % (%] IFNy+ 8,1+5,8 95+5,3 4,8+4,1 4,5+3,9 6,2+2,6
E 8 ? v (5,0; 4,6-14,8) (9,0; 4,4-15,4) (2,9;1,7-11,4) (3,1;0,6-13,2) (6,3; 3,1-11,4)
E 2 [%] IL-18+ 1,3+1,6 0,5+0,5 0,8+0,6 0,4+0,3 0,4+0,3
T g (0,4;0,3-3,2) (0,4;0,1-1,1) (0,4;0,3-1,5) (0,3;0,0-1,1) (0,3;0,1-0,9)
el [9] TNFoct 18,1+9,6 10,6 +7,8 8,2t5,1 12,072 15,8+ 11,6
° (15,9;9,7-28,6) | (11,1;0,7-19,3) (7,4; 2,5-16,5) (12,6;1,2-24,7) | (12,9;2,9-39,1)
(%] IL-6+ 49+33 26+1,6 9,1+7,2 6,3+5,7 12,9+9,6
. ° (6,0; 1,2-7,6) (2,6; 0,6-4,4) (9,6; 1,4-18,9) (5,2;0,2-17,2) (13,9; 0,0-26,0)
E X (%] IFNy+ 55,0+ 15,5 42,2+9,1 51,1+14,2 31,6 £20,9 51,5+14,7
ril'f 8 ? v (54,1; 40,0-70,9) (39,5; 34,8-55,2) (47,0; 37,3-67,0) (31,6; 4,2-72,5) (48,4; 38,0-87,2)
5 g (961 11+ 63+4,2 36+28 9,2£76 65+7,0 9,0£58
s 3 ° (6,1;2,3-10,6) (3,9;0,3-6,3) (7,9; 1,5-21,6) (4,0;0,6-24,2) (8,6;2,3-18,7)
w
-e [9%] TNFot 64,8+19,3 47,4+335 653+15,1 49,8+21,0 62,1+16,1
° (55,1; 52,2-87,0) (51,9; 3,4-82,3) (70,9; 39,7-79,0) (52,2; 7,1-83,5) (62,2; 44,5-90,5)
(%] L6+ 11,8+138 10,1£4,5 16,0£8,1 16,7£6,9 18,0£10,4
C - 0 (10,9;10,7-13,9) | (9,8;5,1-15,7) | (12,1;8,0-27,9) | (17,8;2,8-28,8) | (19,1;1,8-32,9)
=
% &= (%] IFNy+ 42,1+139 43,1+10,1 42,0+22,0 34,1+15,6 42,1+10,8
"\_.‘ 8 ? v (34,1; 34,1-58,1) (42,1; 31,9-56,4) (55,0; 15,6-59,5) (33,0; 5,6-57,7) (41,1; 27,4-62,2)
>d 16,6+ 6,0 12,9+11,1 15,6 £ 14,1 11,7£7,0 11,7+6,4
S & | [%]IL-1p+
£EQ (14,9;11,6-23,3) | (11,1;2,5-27,0) | (10,3;5,8-39,7) (9,9; 4,2-26,7) (13,3; 2,4-22,4)
a
=Ne} [%] TNFa+ 69,8 8,6 58,0 £33,0 74,1+16,9 71,4+14,6 74,4+12,3
? (67,8; 62,4-79,3) (72,5; 8,7-78,4) (81,9; 47,0-89,9) (75,3; 47,6-89,0) (75,9; 56,9-92,9)

a) Mittelwert + Standardabweichung(Median; Minimum-Maximum)

VI




Tab. 7: Zytokinproduktionen der Patienten mit Zoster mit \VVZV-Stimulus [Angaben in Prozent] ®

. L - Gesunde
- Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab Kontrollen
(%] 16 2,1£19 1,0+08 280, 4616, 3,1£0,0
? (1,7; 0,3-4,8) (0,9; 0,3-2,4) (2,8; 2,7-2,8) (2,4; 0,0-13,6) (3,1;3,1-3,1)
[%] IFNy+ 13,7+12,2 109+11,1 9,8+7,6 11,3+9,7 13,6 £0,0
° v (12,0; 0,8-29,9) (7,1; 3,0-30,6) (9,8; 4,4-15,1) (7,7; 4,2-25,6) (13,6; 13,6-13,6)
(9] 1L-1p+ 2,4+22 1,6+0,8 1,5+1,1 1,4+1,3 2,7+0,0
(1,9; 0,5-5,5) (1,4;0,5-2,6) (1,5;0,7-2,3) (0,8;0,7-3,4) (2,7;2,7-2,7)
(%] TNFort 27,1+14,8 35,3+20,3 31,6 +11,1 29,9 16,5 30,9 0,0
+ ? (28,9; 7,5-43,3) | (38,6;14,3-57,3) | (31,6;23,7-39,4) | (31,3;9,3-47,8) | (30,9; 30,9-30,9)
<
8 [%] CD69+ 89+12,2 1,1+0,6 29104 5573 4,3+0,0
IFNy+ (4,2; 0,3-26,9) (0,8; 0,5-1,9) (2,9; 2,6-3,2) (2,5; 0,6-16,3) (4,3; 4,3-4,3)
[%) CD69+ 2,8%19 0,9+0,7 280, 4,4+58 35+0,0
IL-6+ (3,0; 0,4-4,9) (0,9; 0,1-1,8) (2,8; 2,7-2,8) (2,3; 0,0-12,9) (3,5; 3,5-3,5)
[%] CD69+ 3,3+3,3 1,2+1,1 1,3+1,3 1,1+1,1 2,8+0,0
IL-1B+ (2,4; 0,4-7,9) (0,8; 0,2-2,9) (1,3; 0,4-2,2) (0,7;0,2-2,7) (2,8; 2,8-2,8)
[%] CD69+ 8,8+8,9 2,0£1,1 2,2+2,1 2,8+1,0 4,3+0,0
TNFo+ (6,2; 1,1-21,5) (1,3; 1,1-3,5) (2,2; 0,7-3,6) (2,9; 1,7-3,9) (4,3; 4,3-4,3)
(%] 1L-6+ 43,7%23,9 28,3£257 68,7 23,3 58,6 £39,9 36,1£0,0
_ ° (37,2;22,5-77,8) | (19,3;4,0-57,1) | (68,7;52,2-85,2) | (72,8;0,0-88,9) | (36,1;36,1-36,1)
=5
< § (%] IFNy+ 77,0+£8,1 46,6 £ 29,5 89,1+4,2 69,2 £ 25,8 71,6 £0,0
N 0 ol PRy (77,4; 66,7-86,4) | (43,5;19,6-91,2) | (89,1;86,1-92,1) | (76,4; 32,0-91,9) | (71,6; 71,6-71,6)
= 1
59 (9] 1L-1p+ 32,0 £14,5 24,1+16,3 19,9+ 17,6 23,9 26,7 32,8+0,0
o = ° (31,7; 14,6-50,0) (26,2; 8,0-46,5) (19,9; 7,4-32,3) (18,0; 0,0-59,7) (32,8; 32,8-32,8)
=0
= e (%] TNFow+ 69,3+18,1 58,8 +24,1 66,9 +31,8 56,6 £22,0 73,5%+0,0
? (70,8; 50,0-85,7) (61,3; 28,5-93,6) (66,9; 44,4-89,4) (58,9; 32,6-76,2) (73,5; 73,5-73,5)
(%] 1L-6+ 1,7+1,1 1,4+2,0 1,7+1,0 04103 0,2£0,0
. ° (1,5; 0,6-3,2) (0,6; 0,0-4,9) (1,7;1,0-2,4) (0,3; 0,0-0,8) (0,2;0,2-0,2)
=
§ = (%] IFNy+ 4,1+5,2 1,8+0,9 2,1+1,1 0,9+0,3 0,7+0,0
E 8 ° v (2,3; 0,1-11,7) (1,9; 0,6-2,9) (2,1; 1,3-2,9) (0,8; 0,7-1,3) (0,7; 0,7-0,7)
52 (9] 1.1+ 1,0£1,3 1,7+25 0,5%0,2 0,310,2 0,4£0,0
2 2 0 (0,5;0,2-2,9) (0,6; 0,1-6,0) (0,5; 0,3-0,6) (0,2; 0,1-0,5) (0,4; 0,4-0,4)
=2
£ (%] TNFoet 8,1+7,5 20,1+13,8 11,0+1,3 13,8 +15,3 6,3+0,0
? (5,5; 2,4-19,0) (19,8; 3,8-41,6) (11,0; 10,1-11,9) (8,8; 1,8-35,9) (6,3; 6,3-6,3)
(%] IL-6+ 12,2+7,0 6,0+8,5 22,0£4,0 12,8+12,8 11,5+0,0
? (12,5; 3,3-20,3) (2,7; 0,6-21,0) (22,0; 19,2-24,8) | (11,7;0,0-27,7) | (11,5;11,5-11,5)
E ﬁ (%] IFNy+ 26,3+16,0 22,9+35,3 52,6 £31,8 18,2+2,7 29,6 £0,0
) ol TFRY (32,3;2,7-38,1) (8,8;3,4-859) | (52,6;30,1-75,1) | (19,2;14,3-20,3) | (29,6; 29,6-29,6)
o 5
< 2 (9] 1L-1p+ 7,4+7,3 11,3+8,6 16,4+9,3 9,8+5,9 12,1+0,0
S g ° (5,3;1,0-17,8) (7,6; 4,2-24,8) (16,4; 9,8-22,9) (9,3; 3,2-17,4) (12,1; 12,1-12,1)
w
= (%] TNFa+ 31,0+9,8 31,6 +34,0 49,1+34,6 34,8+17,6 32,1%0,0
> (31,9; 20,6-39,7) | (16,7;15,6-92,4) | (49,1; 24,6-73,6) | (28,2;21,9-60,8) | (32,1;32,1-32,1)
(%] 1L-6+ 7,464 3,629 6,82,3 9,5+838 10,10,0
_ ° (4,3; 4,0-17,0) (2,4;0,6-7,5) (6,8;5,2-8,4) (9,5;0,6-18,5) | (10,1;10,1-10,1)
c 3
% e (%] IFNy+ 20,7+13,4 14,5+5,5 13,0+ 10,1 25,1+12,6 24,4+0,0
E‘ 8 > v (17,4; 8,1-39,7) (12,4; 8,1-21,5) (13,0; 5,8-20,1) (23,9; 12,7-39,8) (24,4; 24,4-24,4)
g DO: (9] 1L-1p+ 7,5+6,4 52+25 2,8+1,8 54+6,8 7,6+0,0
g & ° (4,9; 3,3-17,0) (6,0; 2,5-7,6) (2,8; 1,5-4,0) (2,4; 1,3-15,5) (7,6; 7,6-7,6)
a
=T} (%] TNFou+ 56,4 + 18,6 63,6 £ 24,7 49,7 £ 25,2 59,3 +33,5 60,8 0,0
° (55,6; 36,2-78,1) (74,4; 21,8-82,8) (49,7; 31,8-67,5) (66,2; 12,6-92,3) (60,8; 60,8-60,8)

a) Mittelwert + Standardabweichung(Median; Minimum-Maximum)




Tab. 8: Zytokinproduktionen der Patienten mit Zoster mit VZV-Stimulus [Angaben in Prozent] ®

. L - Gesunde
- Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab Kontrollen
1561 16 6,5+4,1 47+4,1 17,7 46,4 14,9£19,8 4,6+0,0
° (6,9;1,5-10,6) | (4,9;04-11,0) | (17,7;13,1-22,2) | (7,8;0,1-44,0) (4,6; 4,6-4,6)
6 1ENps 32,3+224 32,1+23,4 51,7378 3324214 19,9£0,0
ol PRV (32,5;4,8-59,4) | (21,1;14,6-70,3) | (51,7;24,9-78,4) | (29,5;13,3-60,3) | (19,9; 19,9-19,9)
6] 1L-18+ 59+5,8 43+25 32%2,0 35436 4,7+0,0
(3,9;1,4-14,3) (4,3;1,0-6,7) (3,2;1,8-4,6) (2,0;1,1-8,8) (4,7;4,7-4,7)
[56] TNFar 39,2424,4 49,4+19,0 51,6 +34,4 38,81+157 24,410,
+ ° (46,1;6,1-58,7) | (48,0;23,8-77,1) | (51,6;27,3-75,9) | (39,5;21,8-54,3) | (24,4; 24,4-24,4)
]
8 | (%] cpeo+ 11,6476 2,6+0,8 15,943,7 12,1137 5,4+0,0
IFNy+ (13,0;1,8-18,7) | (2,7;1,7-3,4) | (159;13,3185) | (7,3;1,6-32,2) (5,4; 5,4-5,4)
[%] CD69+ 41429 1,1%0,7 12,2480 9,013, 2,3%0,0
IL-6+ (4,4; 0,8-6,6) (1,1;0,2-21) | (12,2;6,5-17,8) | (3,8;0,1-28,4) (2,3;2,3-2,3)
[%] CD69+ 48445 1,9%1,2 2,021 1,842, 3,640,0
IL-1B+ (3,6;0,8-11,1) (1,5;0,7-3,4) (2,0;0,5-3,4) (0,9;0,2-5,1) (3,6 3,6-3,6)
[%] CD69+ 15,549,3 4,8+1,6 7,5+9,1 6,356 9,2+0,0
TNFoi+ (18,3;2,5-22,9) | (4,2;3,0-6,9) (7,51,0-139) | (4,4;2,1-14,2) (9,2;9,2-9,2)
6 1L-6+ 59,9 14,0 24,3+235 79,7+25,0 61,4 £ 40,6 40,5+0,0
_ ° (62,8;40,3-73,6) | (20,5;2,0-57,1) | (79,7;62,097,3) | (76,8;1,4-90,8) | (40,5; 40,5-40,5)
c 3
g8 6] 1FNys 93,2+4,5 63,5+ 36,2 97,7+0,1 90,1%11,6 86,8+ 0,0
¥ o PRV (94,6, 86,6-96,8) | (69,3; 20,2-100) | (97,7;97,6-97,8) | (94,6;73,0-98,0) | (86,8; 86,8-86,8)
E o
52 | e 59,5+ 28,8 3204256 35,8+4,9 29,6 £35,9 48,0£0,0
£9 ° (59,0;34,5-85,6) | (33,7;1,8-58,3) | (35,8;32,3-39,3) | (18,3;2,8-79,0) | (48,0; 48,0-48,0)
£ 0
SC o TNFar 96,1+4,5 83,9+23,1 71,2383 80,3 28,7 88,1£0,0
° (97,3;89,7-100) | (98,2;47,7-100) | (71,2;44,1-98,3) | (93,0;37,5-97,9) | (88,1; 88,1-88,1)
6 1L-6+ 1,1£0,9 2,2+35 42442 0,60, 0,7+0,0
. ° (0,7;0,5-2,4) (0,9;0,1-8,4) (4,2;1,2-7,1) (0,8; 0,0-1,0) (0,7;0,7-0,7)
B
52 | pairngs 13,5£16,2 13,8476 20,2+23,38 10,1£10,0 4,5+0,0
98 oY (8,1;0,837,0) | (1553,624,1) | (20,2;3,4-37,0) | (6,3;2,9-24,8) (4,5; 4,5-4,5)
o 6] 1L-18+ 0,703 0,8+0,7 1,008 1,0£0,6 0,5+0,0
E g ° (0,8; 0,3-0,9) (0,7;0,1-1,8) (1,0; 0,4-1,6) (0,9; 0,5-1,8) (0,5;0,5-0,5)
=2
< 6] ThFas 17,5+ 15,7 27,5+13,1 40,4 +18,0 20,2+9,8 6,6+0,0
° (14,8;1,8-38,5) | (30,1;59-41,2) | (40,4;27,6-53,1) | (19,4;10,7-31,1) | (6,6; 6,6-6,6)
6] 1L-6+ 46+1,9 83+9,2 7614 45+3,6 6,8+0,0
° (3,9;3,3-7,4) (4,4;0,1-22,0) (7,6; 6,6-8,6) (4,8;0,5-7,8) (6,8; 6,8-6,8)
33 61 1ENps 73,6+13,4 46,7 32,1 50,3+52,9 51,5+ 24,9 54,7+0,0
SRS PPV (79,2, 53,6-82,4) | (33,3;19,6-92,1) | (50,3;12,9-87,7) | (50,3; 26,5-79,1) | (54,7; 54,7-54,7)
NS
< 2 6] 1L-18+ 47438 7,0+4,2 43%12 56452 10,9£0,0
= ° (3,3;1,7-103) | (7,7;0,0-10,9) (4,3;3,4-5,1) (5,5;0,8-10,5) | (10,9;10,9-10,9)
w
e 6] ThFas 77,4+13,6 63,6+24,5 52,8359 59,3 27,8 59,1+0,0
° (79,5; 58,9-91,6) | (66,7; 38,7-95,9) | (52,8;27,4-78,1) | (61,9; 27,1-86,2) | (59,1; 59,1-59,1)
6] 16+ 232+96 12,9496 28,8+3,8 24,7 26,0 20,6 0,0
_ ° (26,1;9,3-31,2) | (13,0;0,5-26,7) | (28,8;26,1-31,5) | (22,3;1,1-53,0) | (20,6; 20,6-20,6)
c ¥
22| g 58,9 +23,2 36,5+19,7 55,8 +38,9 49,0+31,4 61,1£0,0
e PPV (58,5, 36,8-81,9) | (28,4;17,1-58,6) | (55,8; 28,3-83,3) | (49,7;17,8-78,7) | (61,1;61,1-61,1)
S
AR 20,8+9,5 17,3125 10,8+9,8 15,6 £19,8 26,2+0,0
£ 2 ° (20,9;9,2-32,2) | (18,2;2,5-30,3) | (10,8;3,9-17,7) | (7,5;2,6:44,7) | (26,2;26,2-26,2)
a
=NC] 6] ThFas 83,3+4,2 75,9 +20,1 74,1+31,0 75,5+ 27,0 86,6 £ 0,0
° (84,6; 77,2-86,6) | (88,9;52,3-91,7) | (74,1;52,2-96,0) | (86,2; 35,4-94,1) | (86,6; 86,6-86,6)

a) Mittelwert + Standardabweichung(Median; Minimum-Maximum)




Tab. 9: Zytokinproduktionen der Patienten mit \VZV-Stimulus und IL-6 Blockade [Angaben in Prozent] ®

. . . Gesunde
_ Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab Kontrollen
(%] IL-6 1,7+2,1 0,7+0,5 1,6+1,2 2,0+2,0 3,329
¥ (0,9; 0,4-6,3) (0,6; 0,2-2,0) (1,2;0,0-3,3) (1,6; 0,0-8,5) (2,4;0,3-9,3)
%] IFNy-+ 10,7 +£9,5 14,1+13,1 8,7+6,0 7,4+49 12,1+5,9
ol PRy (6,9; 1,1-30,5) (10,0; 4,6-43,0) (7,2; 1,3-17,2) (6,1; 0,9-19,2) (9,6; 6,3-22,9)
(9] 116+ 2,1+0,9 2,0+1,8 1,9+1,9 1,7+1,4 2,7+2,1
? (2,0;0,5-3,3) (1,2; 0,4-6,0) (1,3; 0,8-6,2) (1,3; 0,4-5,5) (1,9; 0,9-7,6)
%] TNFou+ 30,9+10,0 41,2 +19,9 45,1+17,2 37,4+12,1 41,3+16,8
;';._ ? (31,2; 13,1-47,7) (52,5; 1,6-61,8) (44,0; 25,1-63,1) (36,1; 11,5-63,3) (41,7; 17,6-67,3)
8 [%] CD69+ 6,0+9,6 1,5+1,2 20+1,7 2,1+24 3,5+2,8
IFNy+ (3,0; 0,5-27,3) (1,3; 0,3-4,4) (1,3; 0,1-5,1) (1,8; 0,1-10,9) (3,0; 1,0-10,3)
[%] CD69+ 2,4+2,2 0,7+0,6 1,2+1,0 2,0+2,0 3,0+3,0
IL-6+ (1,9; 0,4-6,5) (0,6; 0,1-2,0) (1,0; 0,1-2,8) (1,6; 0,0-8,3) (2,6;0,2-10,1)
[%] CD69+ 2,6+2,3 1,8+2,1 0904 1,6+1,3 23+2,1
IL-1B+ (2,0; 0,4-6,9) (1,0; 0,1-6,8) (1,0; 0,4-1,6) (1,1; 0,2-5,2) (1,6; 0,4-7,1)
[%] CD69+ 7,3%6,3 3,1+£3,2 3,6t5,1 2,8+1,7 4,4+2,6
TNFa+ (6,2; 1,5-20,3) (3,0; 0,6-10,7) (2,3;0,5-15,1) (2,3; 0,9-7,2) (3,4; 1,4-10,6)
(%] IL-6+ 46,6 +22,0 16,0+ 12,5 36,0+19,9 46,8 + 26,5 52,2+28,4
— ° (39,2; 23,0-87,5) (13,2; 0,8-43,2) (36,4; 15,7-75,7) (51,2; 0,0-90,6) (58,7; 2,0-83,4)
=3
% § [%] IFNy-+ 77,6 £11,1 50,8 £ 24,6 51,0+ 29,6 57,1+24,2 67,7+17,1
'N_, ‘;’ ? v (80,3; 57,7-87,7) (50,5; 0,0-84,3) (50,0; 14,5-83,9) (61,6; 0,0-94,5) (74,7; 33,0-81,8)
S 2 [%] IL-1B+ 29,6 £11,0 20,4 +£15,0 18,8 +13,1 22,9+17,2 32,9+19,6
< = ? (29,2; 12,5-50,0) (20,9; 0,5-43,4) (20,1; 2,9-40,3) (23,8; 0,0-66,1) (35,7; 4,1-63,3)
£ A
wo [%] TNFou+ 66,2 +£15,8 62,3+25,9 56,4 +£29,2 57,5+18,6 62,8 +10,0
° (61,8; 44,6-87,8) (71,7; 5,0-91,7) (45,7; 20,0-92,6) (55,9; 26,6-92,7) (62,7;47,1-81,2)
(%] IL-6+ 1,2+1,1 0,4+0,3 1,0+£0,8 0,5+0,3 0,8+0,7
- ° (0,9; 0,4-3,5) (0,3; 0,0-0,8) (0,6;0,2-2,4) (0,5; 0,0-1,0) (0,6; 0,0-2,0)
=
§ = [%] IFNy-+ 2,3+2,7 4,6+8,4 1,2+0,6 1,1+0,7 1,8+1,1
K] S ol (1,3;0,3-8,1) (1,6; 0,5-26,7) (1,1;0,3-2,0) (0,9;0,1-3,1) (1,6;0,6-4,1)
e (9] IL-18+ 0,6+0,5 0,3+0,3 1,0£0,7 0,5+0,5 0,6+0,6
= g i (0,4;0,1-1,5) (0,2;0,0-0,9) (0,6; 0,4-2,4) (0,3;0,1-2,0) (0,4;0,1-2,0)
=2
g [%] TNFa+ 10,2+6,6 21,4+16,4 23,5+17,9 18,2+12,5 17,8 +15,7
° (7,1; 3,3-22,2) (25,2; 0,5-47,8) (18,6; 5,6-58,5) (14,8; 3,0-58,1) (12,1; 3,1-52,1)
(%] IL-6+ 11,9+6,7 8,5%+9,2 15,7 £11,5 14,1+ 13,0 26,9+15,4
. ° (8,0; 5,0-19,5) (4,0; 0,5-25,0) (14,5; 0,0-32,1) (9,4; 0,0-46,5) (31,7; 2,3-45,5)
E X 9] IFNy+ 33,5+18,5 27,2+26,0 28,3+27,1 27,2+223 32,4+10,1
N S ol IFRlY (36,8;12,3-66,4) | (21,9;2,5-80,5) | (22,9;2,6-67,2) | (18,9;4,1-81,6) | (31,3;15,4-46,1)
2 3
§ 2 [%] IL-1B+ 6,5+3,6 9,1+10,4 15,9+11,8 10,8 +10,3 21,8+12,0
S g (7,7;1,2-11,6) (5,5; 0,3-30,8) (11,4; 1,6-30,9) (7,9; 1,7-38,3) (19,4; 9,4-50,8)
w
=& [%] TNFou+ 32,9+19,3 36,2+28,5 37,4+25,6 34,0+£24,4 359+7,0
° (22,4; 15,0-68,9) (27,1; 2,0-88,9) (32,4; 13,3-72,8) (20,3; 10,9-90,9) (33,7; 28,4-50,7)
(%] IL-6+ 64,6 24£1,6 47+3.2 5,8+4,2 85£6,5
c = ° (3,9; 2,6-15,5) (1,8;0,9-5,6) (4,1;1,1-9,8) (4,5; 0,3-15,4) (7,8;0,5-23,3)
=
% 2 9] IFNy+ 16,0+ 8,3 21,1+21,0 14,1 +£8,2 14,1 +£8,2 22,8 +8,7
"\_.‘ 8 ? v (12,7;9,1-33,8) (17,1; 7,8-75,2) (13,9; 5,0-22,8) (13,1; 1,8-32,9) (20,0; 13,6-37,5)
=
g 8 [%] IL-1B+ 6,4+3,4 4,5+4,7 4,8+3,8 55+4,0 6,5+4,4
£2 ? (4,9; 2,7-13,1) (2,8;0,5-15,8) (3,2; 1,6-12,4) (3,9; 1,5-15,8) (4,6; 1,5-14,1)
a
S o 62,3+15,1 59,5+27,1 68,9+16,1 67,1+17,3 68,9+ 18,2
[%] TNFo+
° (68,3; 41,4-82,9) | (73,9;2,2-80,0) | (74,8; 44,4-84,9) | (70,6; 18,8-92,3) | (71,0; 37,3-93,5)

a) Mittelwert + Standardabweichung(Median; Minimum-Maximum)

XI
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Tab. 10: Zytokinproduktionen der Patienten mit VZV-Stimulus und IL-6 Blockade [Angaben i
Prozent]?
. . - Gesunde
Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab
Kontrollen
(%] 116 57+3,3 35+15 7,0£5,9 10,0 £ 10,5 7,4+4,4
? (4,5; 1,4-10,6) (3,9; 0,8-5,7) (4,4; 1,5-16,5) (7,1; 0,1-41,3) (9,0; 0,7-13,0)
(9] 1FNy+ 33,3+17,7 33,4+153 24,3+20,5 23,1+16,4 23,8+81
el TFRY (32,9;6,3-62,1) | (31,2; 13,3-63,2) | (19,8;4,2-67,2) | (18,0;1,2-57,3) | (21,9; 11,9-34,2)
(9] -1+ 53+3,5 40+3,3 2,8+1,6 3,6+3,8 4,1+2,4
? (4,0;1,1-10,6) (2,8;0,7-9,5) (2,3;0,9-5,1) (2,2; 0,9-15,8) (3,7;1,5-9,4)
(%] TNFoct 41,7 +20,2 43,9+216 36,7+ 16,0 33,6 +15,7 39,0+20,4
x ? (40,2;7,3-63,1) | (52,3;0,8-73,2) | (33,5;18,1-65,9) | (30,1;6,6-61,6) | (38,8;12,0-70,5)
8 (%] CD69+ 11,5+5,8 2,8+1,1 7,9+75 73+7,4 57+2,9
IFNy+ (11,8; 2,5-19,2) (2,8;1,3-4,9) (4,5; 0,2-19,6) (4,6; 0,2-28,6) (5,5; 2,4-12,3)
(%] CD69+ 3,526 1,3+0,9 43+4,38 57+6,5 3,3+2,0
IL-6+ (2,8; 0,6-8,0) (1,0; 0,5-2,9) (1,5;0,1-12,7) (3,0; 0,1-25,6) (3,7;0,7-7,0)
[%] CD69+ 3,6+1,8 1,9+2,0 1,6+1,5 2,1+£2,6 23+1,7
IL-1B+ (3,9; 0,4-6,0) (1,2; 0,2-6,6) (1,2; 0,4-4,8) (1,0; 0,2-10,6) (1,7; 0,5-6,0)
[%] CD69+ 15,1+ 6,4 6,0+4,6 7,4+9,3 55+5,1 7,8+4,8
TNFa+ (16,8; 2,6-22,3) (5,3; 0,6-16,4) (3,7;1,1-28,1) (3,6; 1,5-19,5) (6,5; 1,7-16,2)
(%] 1L-6+ 49,9+ 17,0 19,5 £ 23,3 43,6 +30,8 52,4+29,3 50,5 + 30,1
_ ° (41,6; 29,0-74,4) | (11,8;0,9-77,8) | (40,2;10,7-94,8) | (58,6;0,0-95,2) | (42,9;5,2-93,7)
=3
2 § (%] IFNy+ 87,8+10,7 70,6 +20,5 82,9+11,6 74,6 +24,8 81,7 +14,5
N o ol IFRY (94,7; 69,7-97,0) | (81,2;24,7-85,4) | (82,3;67,5-96,2) | (81,9;0,0-98,5) | (86,7;51,5-97,4)
5O (9] -1+ 48,1+ 17,4 23,2+23,9 244+12,8 26,9+21,7 32,1+18,1
< ? (44,0; 31,6-82,6) | (16,7;3,1-80,0) | (25,0;4,6-41,9) | (20,3;2,2-79,8) | (35,2;4,3-55,2)
=l
wo (%] TNFa+ 90,0+ 8,0 68,3 +28,1 77,8+20,2 72,0+22,4 83,0£8,0
? (93,7;76,9-97,6) | (73,7;9,2-95,3) | (83,2;35,3-94,1) | (75,8;20,0-97,8) | (84,0;68,7-97,4)
(%] 1L-6+ 0,7+0,4 0,6+0,5 1,6+1,4 0,8+0,7 1,0+0,8
_ ° (0,6; 0,0-1,2) (0,5; 0,0-1,8) (1,1;0,3-3,7) (0,6; 0,0-2,5) (0,9; 0,0-2,8)
=
BE (9] IENy+ 11,4+11,5 10,9+7,2 7,9+11,0 6,0£6,6 6,6+3,7
) ol IFRY (7,5; 1,1-36,0) (8,5; 2,5-22,2) (3,1;1,4-32,1) (3,6; 0,5-29,2) (6,5; 2,7-15,5)
- o
v 2 | iaps 0,5+0,6 0,4+0,4 0,8+0,4 0,6+0,5 0,6+0,5
5 X (0,4;0,1-1,8) (0,2;0,0-1,0) (0,9;0,3-1,3) (0,5;0,0-1,6) (0,4;0,1-1,7)
=2
(S} (%] TNFat 19,6 + 15,0 23,3+17,1 23,5+19,5 17,8 £ 10,4 18,4 13,5
? (18,8;2,7-43,7) | (22,9;0,5-54,9) | (15,0;3,4-61,2) | (15,5;2,7-40,9) | (13,2;3,3-37,1)
(%] 1L-6+ 6,1+2,4 2,8+2,5 6,0£6,3 6,5+6,4 11,5493
_ ° (5,9; 2,6-10,0) (1,9; 0,0-8,6) (4,3; 0,0-18,5) (4,4;0,1-23,1) (12,4; 0,6-31,9)
g% (9] IENy+ 64,9 16,1 51,6+ 18,8 42,7+19,9 35,8+25,0 52,8+14,2
% 8 ol TFRY (64,7; 35,5-83,0) | (54,1;18,9-81,2) | (36,6;13,3-70,1) | (29,4;0,0-81,7) | (50,6; 37,0-80,5)
& g
< Q (9] -1+ 7,7+8,4 6,3£8,2 6,8+5,9 7,7£9,3 11,2+6,1
s g ? (5,9; 0,2-25,2) (3,1;0,0-26,1) (6,3; 0,7-18,5) (5,1; 0,8-41,2) (10,9; 2,3-22,1)
w
=& (%] TNFat 69,1+17,3 58,5 +24,9 56,9 17,8 51,0 +22,4 63,0+ 15,2
? (76,0; 45,1-88,8) | (59,7;3,3-90,1) | (62,4;24,2-71,5) | (46,7;7,1-90,3) | (61,1;43,1-88,1)
(%] 1L-6+ 15,4+9,3 10,2 £ 4,7 18,8 +13,9 17,7 £13,8 17,9+8,9
. ° (16,4;5,2-32,8) | (11,1;1,3-16,9) | (14,7;4,5-42,0) | (16,5;0,0-49,5) | (20,1;1,8-28,9)
=
=X (9] IENy+ 55,9+ 20,5 45,6 +14,9 41,9+24,4 37,9+21,8 46,9 +13,1
N S ol TFRY (48,5; 34,2-84,0) | (46,2;29,1-72,4) | (48,8;13,8-76,5) | (33,0;5,8-78,5) | (44,4;33,0-69,5)
"
zQ (9] -1+ 15,4 + 4,7 16,4 £ 13,0 16,2 £12,9 16,1 + 13,0 13,4+7,5
£Q ? (14,2;9,4-22,0) | (17,6;1,6-35,7) (9,0; 5,6-40,7) (11,6; 2,9-51,9) | (12,3;3,0-27,7)
[a)
=e] (%] TNFas 80,3+10,4 73,0+27,7 81,5+ 11,2 80,2 + 14,0 82,2 +10,4
? (86,0; 64,1-91,8) | (85,6;5,9-94,6) | (85,8;62,1-92,1) | (84,5;39,7-95,2) | (81,6;58,0-94,2)

a) Mittelwert + Standardabweichung(Median; Minimum-Maximum)

Xl



Tab. 11: Zytokinproduktionen der Patienten mit VZV-Stimulus und TNFa Blockade [Angaben in

Prozent] ?

. S L Gesunde
Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab
Kontrollen
(%] IL-6 1,8+1,5 0,9+0,5 2,1+2,0 3,0£2,1 35+19
i (2,0; 0,4-4,6) (0,9;0,5-1,8) (1,7;0,1-5,8) (2,9;0,1-8,1) (3,6; 0,2-6,0)
(%] IFNy+ 11,3+7,0 13,0+38,3 10,3+7,9 9,3+55 13,7+3,9
ol IFRY (9,5; 1,4-21,8) (11,1; 5,4-29,3) (9,2; 1,1-23,5) (8,7;1,0-23,9) (12,2; 8,6-19,4)
+ + + + +
(%] 116+ 2,512 2,2%1,2 1,4%0,9 1,9+1,2 2,7+1,1
(2,8;0,6-4,3) (2,7;0,5-3,6) (1,3;0,6-3,0) (1,8;0,6-4,7) (2,5;0,7-4,5)
(%] TNFoct 30,1+10,9 36,5+ 19,0 37,1+16,2 33,5+10,6 38,2+10,6
;';._ ? (29,9; 10,9-47,5) (37,5; 4,0-65,2) (32,9; 20,8-56,8) (32,4; 9,9-54,0) (40,1; 19,1-53,7)
8 [%] CD69+ 58t6,2 2,1+1,0 29+24 3,1+£2,2 38+14
IFNy+ (4,1; 0,6-18,5) (1,8;0,4-4,1) (2,0; 0,1-6,5) (3,2;0,2-10,2) (3,8; 1,4-5,6)
[%] CD69+ 3,1+2,0 1,2+0,8 20+2,1 29+19 3,2+18
IL-6+ (3,9; 0,7-5,6) (1,2;0,1-2,4) (1,8;0,1-6,3) (3,1;0,1-7,6) (3,5;0,2-5,5)
[%] CD69+ 2,7%23 1,6+1,2 1,2%0,7 1,7+1,1 2,2%1,1
IL-1B+ (1,8; 0,5-6,5) (1,7; 0,2-3,6) (1,3; 0,3-2,5) (1,6; 0,2-3,9) (1,9; 0,3-3,8)
[%] CD69+ 7,7+5,9 3,0+1,8 4,0+3,8 3,316 50+1,5
TNFa+ (5,5; 2,1-18,5) (2,7;0,8-6,3) (3,2; 0,4-11,5) (3,5;0,9-6,4) (5,2; 3,1-7,0)
(%] IL-6+ 39,6 +13,9 20,4 +16,7 37,8+23,9 49,4 +33,3 53,4+29,3
— (42,6; 21,0-55,5) (16,7; 0,6-58,3) (35,1; 16,3-82,5) (60,7; 0,0-94,6) (59,8; 3,0-88,6)
=5
% g (%] IFNy+ 70,0+ 16,8 45,3 +24,6 53,5+35,0 62,8 + 25,7 68,3+18,4
N O ol IFRY (74,7;39,1-87,9) | (42,5;14,1-92,9) | (45,5;5,6-90,6) | (68,8;19,1-97,1) | (72,7; 35,0-88,1)
fe) + + + + +
5¢e (%] 1L-16+ 36,3+14,1 24,8 £21,0 20,5+10,9 23,5+19,2 36,2+22,2
T = (35,8; 10,1-56,3) (19,6; 0,4-65,7) (20,0; 3,6-38,6) (20,9; 0,5-73,0) (37,3; 2,0-66,1)
FEga)
o O
| PATV | T S ae0) | (600 70956) | (015, 256.879) | (56,7, 24.0957) | (635 413.88,5)
(%] IL-6+ 1,6+1,2 0,9+0,9 1,4+1,2 0,8+0,5 1,0+0,8
_ ° (0,9;0,5-3,4) (0,6;0,1-3,1) (1,2;0,4-3,9) (0,7;0,0-2,0) (1,1;0,0-2,2)
=
S X + + + + +
ks & (%] IFNy+ 24+19 3,1+2,7 1,4+0,9 1,3+0,7 2,0+£1,0
80 (2,3;0,5-6,2) (2,3;0,8-8,8) (1,1;0,5-3,1) (1,2;0,4-3,0) (1,8;0,9-3,6)
o) + + + + +
v & [%] IL-16+ 1,1+0,9 0,7+0,6 1,4+1,3 0,8+0,9 0,9+0,7
5 3 (0,6; 0,3-3,0) (0,4;0,1-1,6) (0,8;0,5-4,3) (0,6;0,1-3,3) (0,9;0,1-2,2)
=2
C (%] TNFou+ 8,8+6,3 15,4+12,5 18,9+ 15,3 12,6 +6,8 10,0t6,4
? (6,3; 2,6-18,7) (9,4; 3,1-36,3) (11,7; 4,2-45,9) (10,6; 1,3-25,6) (7,3; 4,7-23,4)
[%] IL-6+ 132265 8,6+9,5 15,1£9,5 15,5+ 14,8 23,7165
. ° (12,5; 4,0-21,6) (4,4; 0,7-24,0) (13,7; 2,0-32,7) (9,0; 1,5-52,7) (26,0; 1,1-50,7)
E K %] IFNy+ 32,2+22,0 24,4 +29,7 29,2+28,1 27,6 £19,0 30,789
% 8 oIy (25,4;7,7-74,1) | (13,3;2,0-88,3) | (18,5;50-76,4) | (20,9;2,1-72,8) | (33,4; 16,0-41,8)
2 3
) + + + + +
g2 (%] 1L-1p+ 718_4,1 11f4_11’9 13:9_7,8 1(?,3_9,1 2018_9,3
S < (9,1; 1,2-12,2) (6,5; 0,2-32,8) (13,7; 2,0-25,7) (8,0; 2,3-44,7) (16,9; 9,6-40,0)
w
=g [9%] TNFoct 30,8+18,4 35,1+27,0 32,4+26,5 31,4+21,1 30,3£8,1
? (23,0; 14,3-68,0) (26,1; 5,0-92,3) (17,4; 9,6-75,8) (23,5; 7,3-84,9) (31,7; 16,6-42,7)
6,6 £3,6 3,2+1,7 53+4,1 6,6+4,4 9,1+4,7
L DIL6+ | (55,22133) | (28,1058 | (3610105 | (6004156 | (11,7;0,6-129)
=
% 5 (%] IFNy+ 16,4+£6,9 19,8 £10,6 149 +8,7 149+7,2 23,8+6,2
E 8 ° v (14,9; 9,0-28,4) (17,1; 10,0-44,9) (19,8; 4,8-24,3) (16,3; 1,7-26,8) (25,4; 13,3-32,9)
e
fall®) + + + + +
52 [%] IL-16+ 6,8+3,6 4,7+2,8 50+4,0 52+39 58+28
EQ (5,0; 2,9-12,3) (4,9; 1,2-8,9) (4,1; 1,0-12,9) (4,7;1,5-18,1) (6,6; 1,2-9,6)
[a]
=NE} 53,4+15,4 57,1+25,6 58,3+22,1 59,5+16,4 61,5+14,9
o ,4 115, ,1£25, 3122, ,5 116, ,5114,
DRITNFa+ | o3 8:34,8-80,2) | (62,4;50-83,0) | (53,1;303-841) | (61,6;17,8-87,0) | (60,6: 34,3-84,0)

a) Mittelwert + Standardabweichung(Median; Minimum-Maximum)

X1




Tab. 12: Zytokinproduktionen der Patienten mit

Prozent] ?

VZV-Stimulus und TNFa Blockade [Angaben i

. L - Gesunde
_ Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab Kontrollen
(%] IL-6 6,424 3,615 8,7+7,9 10,4+9,4 7,2+4,2
? (7,1; 2,8-9,1) (3,1; 0,9-6,0) (4,6; 1,6-22,0) (9,4; 0,1-32,5) (8,1; 0,7-13,2)
(%] IFNy+ 32,0+£17,6 33,0144 25,8+21,0 23,1+17,5 23,4+7,8
32,8; 5,4-60,3 28,2; 22,9-68,4 25,1; 5,8-68,5 18,1; 2,0-69,9 21,8;12,1-33,4
T ) | )| ) | ) | )
(%] 1L-1p+ 5,0+3,2 3,9+2,3 2,4+1,0 3,3+£3,1 4,0+2,3
? (3,3;1,6-10,1) (4,4; 0,7-6,2) (2,2; 1,5-4,7) (2,0; 0,4-11,7) (3,3;1,7-7,9)
(%] TNFort 41,6 20,4 42,2+18,5 31,3+15,4 31,0 £15,0 37,6 £18,1
0.5 ? (41,2; 6,9-62,7) (42,6; 3,7-73,3) (24,3; 13,3-56,2) (28,0; 5,8-60,6) (39,3; 11,5-64,5)
8 [%] CD69+ 11,0+5,5 3,5+1,8 9,8+9,4 7,7+7,1 56+3,0
IFNy+ (10,1; 2,8-18,1) (2,9; 1,8-7,5) (4,4; 0,7-22,3) (6,5; 0,3-27,3) (5,4; 2,4-12,8)
[%] CD69+ 3,621 1,6+0,6 6,1+6,8 6,216,3 3,4+2,1
IL-6+ 3,9; 1,2-6,5 1,5; 0,6-2,7 2,2;0,6-18,1 5,3; 0,1-23,4 3,4; 0,6-7,6
( ) ( ) ( ) ( ) ( )
[%] CD69+ 3,5+2,1 1,9+1,3 1,6+1,5 1,8+1,9 2,3+1,9
IL-1p+ (2,8;0,7-6,7) (2,1; 0,3-4,0) (1,2; 0,3-4,8) (1,1;0,2-7,1) (1,3;0,85,7)
[%] CD69+ 13,9+5,8 58+3,5 7,1+£8,2 52+4,2 7,7+4,6
TNFo+ (15,5; 2,9-18,7) (5,5; 0,5-11,6) (4,6; 0,9-24,9) (4,0; 1,6-16,0) (6,3; 2,7-16,6)
(%] IL-6+ 52,1+22,6 18,7+ 13,6 47,7 +27,8 54,4 +31,6 53,4+31,9
- ° (57,6; 14,8-78,2) (16,0; 1,2-50,0) (53,0; 9,2-94,4) (63,0; 0,0-97,6) (56,0; 3,8-96,2)
=5
% g (%] IFNy+ 84,9+12,1 64,9 £ 16,2 83,7194 72,2+29,2 81,0+17,3
'N_. ‘;r’ > v (91,3; 67,3-96,2) (68,8; 42,9-93,5) (82,7; 69,4-94,8) (82,6; 0,0-98,5) (89,2; 51,8-98,8)
5 g (%] 1L-1p+ 51,2+21,6 23,9+ 16,9 23,7 20,1 27,9+21,9 34,7 £20,3
< = ? (38,0; 28,8-86,9) (22,6; 0,9-52,6) (19,5; 0,0-55,5) (20,7; 1,2-85,4) (38,8; 3,1-64,1)
E a
WO [9%] TNFort 89,6 +5,5 72,6 +22,8 82,0+15,4 71,1+21,2 84,7 +9,6
? (89,1; 81,9-97,3) (77,7; 16,5-95,2) (82,6; 60,1-100) (74,5; 20,8-99,7) (87,2; 65,9-97,9)
(%] IL-6+ 1,6£0,5 0,7+0,6 1,9£1,9 0,9+0,7 1,2£0,9
. ° (1,6; 0,8-2,3) (0,7; 0,0-1,6) (0,8; 0,5-5,9) (0,8; 0,0-3,1) (1,1; 0,1-2,8)
=
§ = (%] IFNy+ 12,7+13,1 10,7 5,6 79+10,1 6,3+9,1 6,5+2,6
E 8 ° Y (6,0; 1,1-37,0) (7,3; 5,3-20,3) (2,6; 1,7-29,6) (3,7;0,6-41,1) (6,6; 3,1-10,6)
52 (9] -1+ 0,7£0,6 06104 0,803 0,5:0,4 0,5£0,4
= g ° (0,7;0,1-1,9) (0,6;0,0-1,2) (0,8;0,5-1,3) (0,5;0,0-1,7) (0,4;0,2-1,3)
=2
g (%] TNFoet 18,8 + 14,6 20,6 + 13,0 17,8 +13,8 15,0 + 10,0 16,0 £ 12,6
? (18,8; 2,1-46,2) (19,9; 4,4-47,0) (14,2; 1,9-43,8) (12,1; 2,6-37,7) (11,1; 3,4-37,8)
(%] IL-6+ 71+3,6 35£2,5 7,0£5,1 6,3+5,4 11,2478
. ° (5,8; 3,1-13,0) (3,1;0,5-8,2) (4,9; 1,0-13,5) (6,5; 0,0-23,9) (14,0; 0,3-20,3)
g (9] IFNy+ 66,1+13,0 53,7£20,6 50,4 19,2 38,3258 52,3147
N'IJ 8 ° v (69,7; 48,1-81,8) (50,0; 20,5-90,3) (60,0; 13,5-70,6) (34,6; 7,9-85,0) (46,7; 35,8-79,7)
2 3
< Qe (%] 1L-1p+ 5,9+3,7 8,5+7,1 7,7+6,7 8,0+8,9 9,4+5,2
S g ? (4,0; 2,5-12,1) (8,5; 0,0-21,0) (7,6; 1,6-20,9) (5,1; 0,0-36,6) (9,1; 1,9-18,2)
w
=& (%] TNFoet 72,3+14,8 62,8+22,8 55,7 19,2 50,0 + 23,8 63,1%15,0
? (78,5; 47,9-88,7) (61,5; 11,7-90,7) (60,7; 20,4-74,8) (48,4; 12,9-89,5) (61,9; 43,2-88,8)
(%] 1L-6+ 19,9£11,2 10,2£5,0 21,4%155 19,1+14,9 17,2191
. ° (15,0; 7,5-35,6) (9,5; 2,7-18,0) (19,2;5,1-47,8) | (14,3;0,9-51,0) | (20,0;2,0-26,7)
=
% 2 (%] IFNy+ 52,6 £19,3 46,0+ 10,1 43,0+24,8 37,7220 45,2 +13,0
D‘ 8 ° v (41,7; 29,3-79,3) (49,0; 30,6-57,9) (48,4; 15,6-77,3) (33,5; 6,5-74,9) (43,1; 31,2-67,5)
=
£Q (%] 1L-1p+ 17,2+8,7 15,5+9,8 15,1+ 11,0 14,9+ 12,6 12,9+7,2
g Q2 ? (12,5; 8,3-32,2) (18,6; 0,7-31,4) (13,7; 3,4-33,8) (9,9; 2,9-58,7) (14,4; 3,0-21,0)
[a]
=0 (%] TNFou+ 79,1+10,9 71,4 £25,3 75,4+16,8 75,2+13,2 78,6 £9,5
? (84,9; 60,5-88,2) | (74,7;9,3-95,7) | (83,8;50,7-90,6) | (77,7;52,7-94,6) | (81,2;63,7-90,9)

a) Mittelwert + Standardabweichung(Median; Minimum-Maximum)

XV



Tab. 13: Zytokinproduktionen der Patienten mit

Prozent] ?

VZV-Stimulus und IL-1B Blockade [Angaben in

. L . Gesunde
Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab
Kontrollen
(%] IL-6 2,5+2,0 1,1+0,7 2,7+2,8 29+2,6 4,2+3,5
? (1,6; 0,8-5,7) (0,8; 0,4-2,7) (2,1; 0,1-7,7) (2,0; 0,0-11,7) (3,7;0,1-11,7)
[%] IFNy-+ 11,5+7,2 15,0+ 16,2 13,6 £8,1 9,8+6,0 15,4+7,8
ol IFRY (11,7; 1,5-25,0) (8,1; 4,6-53,7) (15,6; 1,4-24,2) (8,7; 2,3-24,7) (12,7; 7,2-30,7)
2,3+1,6 2,1+1,4 1,4+0,6 1,8+1,0 2,920
[%] IL-1B+ (2,0; 0,6-5,8) (2,4;0,7-4,0) (1,7;0,6-2,1) (1,8;0,6-4,5) (2,3;0,7-7,6)
(%] TNFa+ 27,2+12,1 35,2+21,7 41,3+16,1 33,8+11,5 37,4+12,5
3‘ ? (26,3; 6,9-47,5) (30,0; 2,9-72,6) (41,3; 24,5-58,5) (33,9; 12,8-51,0) (40,7; 14,9-50,8)
8 [%] CD69+ 6,5+6,9 4,0+8,3 4,1+2,7 3,2+3,0 4,6+3,5
IFNy+ (4,8; 0,8-21,6) (1,3; 0,5-26,2) (4,3; 0,0-7,1) (2,9; 0,3-14,2) (4,6; 0,9-12,2)
[%] CD69+ 3,7+1,8 1,1+0,8 2929 3024 4,1+3,5
IL-6+ (4,4; 0,9-5,8) (1,0; 0,2-2,9) (2,3;0,1-7,1) (2,5;0,0-11,3) (4,2;0,1-11,7)
[%] CD69+ 2,7%2,4 1,6+1,5 1,3+0,8 1,7+1,1 2,623
IL-1B+ (2,2; 0,4-7,6) (1,7; 0,3-5,1) (1,3; 0,4-2,3) (1,3; 0,2-3,7) (2,1; 0,3-7,8)
[%] CD69+ 85+5,7 2,6+2,2 56+4,8 3,5+1,7 55+3,0
TNFa+ (9,0; 1,6-19,5) (1,8; 1,0-7,9) (4,0; 0,6-14,5) (3,2; 0,8-7,0) (5,3; 1,5-12,3)
(%] IL-6+ 48,4 +24,8 23,3+16,6 44,2 +22,4 49,2 +28,2 50,1+30,1
— ° (40,6; 23,2-87,1) (20,3; 4,2-50,0) (34,3; 24,8-90,6) (49,5; 0,0-93,5) (47,9; 3,4-91,9)
% g (%] IFNy+ 71,1+17,4 51,0+ 19,2 58,0 £33,9 64,7 £21,2 64,9+19,6
'N_. < il (72,6; 34,1-87,1) | (45,2;31,3-87,3) | (51,9;12,5-94,9) | (70,6;17,1-94,8) | (70,3; 27,5-94,9)
s g (%] 1L-1p+ 35,0+ 25,4 22,9+21,0 22,3+9,8 21,9+ 16,6 29,9 + 16,2
< = ? (24,6; 16,4-86,2) (12,3; 0,6-66,7) (24,5; 2,7-34,2) (21,4; 0,3-60,5) (26,8; 3,2-62,5)
£ A
“e [%] TNFa+ 68,2 +£15,3 58,2+22,5 55,3 +28,9 58,5+22,5 60,7+9,4
? (72,2; 41,5-86,0) (59,2; 9,7-92,8) (58,0; 16,7-94,0) (59,1; 15,6-93,5) (57,3; 47,7-77,5)
(%] 1L-6+ 1,7£1,7 0,8%0,5 1,4£0,8 1,0£1,3 1,3£09
_ ° (0,8; 0,6-5,1) (0,7;0,1-1,6) (1,9;0,5-2,1) (0,7;0,0-6,0) (1,1;0,0-3,1)
§ é (%] IFNy+ 3,2+39 50+9,3 2,1+14 1,6+£1,2 25+14
° S ol IFRY (2,2;0,5-11,7) (1,4; 0,5-29,5) (1,5;0,5-4,3) (1,3;0,2-4,1) (2,1;1,1-5,7)
e 09+1,3 09+1,3 1,1£0,7 0,810,8 0,7%0,6
U o ARTIR 7 =4 7 =4 + =Y, 0 =Y, =Y,
= g el L1+ (0,4;0,1-3,7) (0,4; 0,0-4,0) (1,0;0,3-2,2) (0,5; 0,2-3,4) (0,7;0,1-2,1)
0o (%] TNFa+ 7,1+5,3 17,8 +18,6 18,7 15,1 14,2 +9,4 9,7+6,2
? (5,7; 2,1-17,6) (11,2; 2,2-53,7) (11,0; 7,7-49,4) (11,7; 2,2-37,3) (7,4; 3,5-24,1)
(%] 1L-6+ 11,5+4,1 9,2:106 12,6£54 14,2£13,9 28,0£13,9
_ ° (12,2;49-15,6) | (4,4;0,7-320) | (12,1;6,1-204) | (9,7;0,8-56,9) | (32,1;1,1-44,0)
E ﬁ %] IFNy+ 30,2+18,8 26,7 £24,4 30,1+36,6 28,5+22,3 33,5+89
% 8 ol TRV (27,0;10,8-57,1) | (18,6;2,2-81,8) | (10,6;3,6-85,1) | (20,6;5,3-81,4) | (36,1;23,2-47,1)
: 2 7,5+4,8 13,1+11,2 12,0 +8,6 9,7+11,6 21,8+10,1
< [%] IL-1B+ : . . . .
S g (6,2; 1,9-15,3) (7,0; 0,8-27,9) (11,8; 1,4-25,9) (5,5; 1,2-54,4) (19,3; 12,3-45,3)
w
=g (%] TNFa+ 27,9+17,7 38,2+28,9 36,9 28,1 33,1+23,7 35,8+5,9
? (21,4; 7,3-52,7) (34,8; 3,4-92,8) (20,4; 14,7-77,7) (22,9; 3,6-91,8) (35,2; 28,4-46,7)
(%] 1L-6+ 7,7%3,2 38:17 6,815,0 74145 10,8£7,8
c = ° (6,8; 4,6-13,6) (3,3;1,9-6,3) (7,0; 1,4-16,1) (6,7; 0,3-19,9) (11,8; 0,3-27,0)
=
% X %] IFNy+ 17,6+7,2 20,7 £21,6 20,2+10,9 159+7,8 26,5+11,1
D‘ 8 ° v (13,6; 11,4-30,3) (15,2; 8,3-77,0) (22,1; 6,6-36,7) (16,0; 3,1-30,5) (21,0; 14,8-45,5)
=
fall®)] + + + + +
§ 2 [%] IL-16+ 6,1+4,7 4,8+3,3 4,6+3,0 56+4,2 6,5+4,4
E 2 (3,9; 3,4-16,4) (5,0; 0,6-11,1) (3,6; 1,8-9,4) (4,3;1,2-19,2) (6,1; 1,1-15,6)
[a]
=0 %] TNFou+ 51,2+18,3 53,7 +£26,2 63,2+19,9 58,8 £20,7 62,9+14,5
5 (48,8; 29,6-80,6) | (60,2;3,6-84,9) | (64,7;38,8-84,1) | (65,4;20,2-89,7) | (64,7; 35,2-84,1)

a) Mittelwert + Standardabweichung(Median; Minimum-Maximum)

XV




Tab. 14: Zytokinproduktionen der Patienten mit VZV-Stimulus und IL-1B Blockade [Angaben in
Prozent] ?
. L - Gesunde
Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab
Kontrollen
(9] 1L-6 7,9+8,0 6,0+4,3 12,0 £ 14,4 10,0+8,3 8,0+4,8
? (5,3; 3,1-25,7) (4,6; 0,5-14,4) (7,0; 1,6-43,2) (8,8; 0,2-33,2) (8,6; 0,6-13,9)
(9] 1FNy+ 29,3 + 16,0 34,1+17,4 34,8 + 25,6 23,2+15,8 23,9+8,5
ol IFRY (30,6; 7,9-55,5) | (26,5;18,2-67,1) | (30,1;5,7-84,4) | (19,6;3,2-62,0) | (23,0; 11,3-35,9)
(%] IL-18+ 4,8+3,9 3,927 2,8+1,6 3,2+2,8 3,5+1,8
° (3,8; 2,7-13,6) (3,6; 1,3-8,4) (2,8; 0,7-5,5) (2,3;0,9-11,4) (2,8; 1,3-6,4)
(%] TNFow+ 36,2+17,6 40,0+21,3 36,5+20,7 31,8+16,3 37,5+19,9
0-5 ? (35,8; 6,9-58,4) (39,3; 2,5-80,2) (32,0; 15,5-78,0) (27,1; 5,8-62,9) (38,4; 11,2-66,2)
8 [%] CD69+ 11,7 £ 6,0 5,2+6,3 14,3+12,5 7,8+7,0 6,1+3,1
IFNy+ (10,8; 4,5-20,4) (2,7; 1,0-20,0) (11,5; 0,4-34,0) (7,1; 0,1-26,8) (5,5; 2,2-11,8)
[%] CD69+ 50+5,5 3,1+3,6 8,1+11,2 6,216,0 4025
IL-6+ (3,0; 1,6-17,2) (1,5; 0,3-10,6) (4,6;0,4-32,7) (5,2; 0,1-22,9) (4,1; 0,5-8,3)
[%] CD69+ 3,7+3,3 1,9+1,6 1,8+1,3 1,8+1,9 2,1+15
IL-1B+ (2,6; 1,5-10,9) (1,2; 0,6-5,5) (1,6; 0,3-3,7) (1,3; 0,3-7,0) (1,4; 0,6-4,2)
[%] CD69+ 15,1+7,8 503,77 9,8+10,1 53143 7,6+4,5
TNFo+ (16,3; 3,4-27,0) (3,6; 2,4-14,0) (4,9; 1,9-25,6) (3,9; 1,4-15,9) (5,9; 2,7-14,6)
(%] IL-6+ 53,9+23,4 35,1+27,6 52,8 +30,7 58,6 £ 28,0 52,4 +32,7
= ? (56,6; 26,7-97,7) (27,4; 0,8-81,8) (43,0; 8,1-98,4) (65,3; 1,3-84,7) (45,8; 6,2-92,9)
o0
% a (%] IFNy+ 79,2+21,8 70,2 £21,2 86,9114 81,4 +£16,8 80,4 +£13,6
"\‘_. “_;_’ ° v (86,0; 35,3-100) (66,4; 32,5-94,1) | (88,6;67,3-99,1) (88,1; 40,9-100) (83,1; 57,0-96,0)
§ 2 %] IL-1B+ 46,3 +32,2 23,7+23,6 38,4 +£28,8 26,5+21,5 29,4+18,6
E g ° (39,7; 9,8-95,5) (14,4; 3,3-70,0) (37,6; 2,6-88,9) (17,9; 2,4-82,9) (26,3; 2,0-60,9)
wo (%] TNFa+ 81,7 £23,7 66,5 £ 24,8 84,5+16,1 71,2 +£20,5 80,8 +10,3
° (92,3;43,5-100) (73,2; 16,3-98,0) (90,4; 61,6-100) (73,7; 14,3-97,3) (80,7; 61,9-91,6)
(%] IL-6+ 1,3+0,6 0,6+0,6 2013 1,1+0,8 1,7+1,3
- ° (1,1;0,5-2,3) (0,6; 0,0-1,9) (1,4;0,6-4,4) (1,1;0,0-3,4) (1,4;0,1-4,5)
=
§ = [%] IFNy-+ 10,5+11,2 11,6 +6,8 11,1+14,8 70+7,7 7,5%+3,0
E 8 ° v (6,1;1,1-34,8) (12,4; 2,5-20,6) (6,1; 2,1-43,9) (5,8; 0,7-32,7) (7,6; 2,9-12,1)
g
v & %] IL-18+ 0,4+0,1 0,6+0,5 0,9+0,8 0,7+0,6 0,4+0,2
5 3 (0,4; 0,2-0,6) (0,6; 0,0-1,4) (0,5;0,3-2,4) (0,5; 0,2-2,3) (0,5;0,1-0,7)
=2
S (%] TNFa+ 15,7+12,3 20,2+13,3 21,1+17,5 14,3+8,9 16,5+ 13,5
° (9,9; 2,4-36,8) (17,5; 2,4-37,6) (13,6; 2,4-53,8) (13,5; 1,3-33,6) (10,9; 3,6-36,1)
(%] IL-6+ 56+14 3,1+1,7 8,1+6,5 4,7+4,5 9,8+6,3
. ° (5,6; 3,7-7,8) (3,1;0,3-4,9) (6,1; 3,3-22,3) (3,2;0,0-16,7) (9,7;0,0-17,4)
E X [%] IFNy+ 59,0+21,1 43,8 +20,5 55,0+ 25,3 38,6 £22,9 51,3+14,7
rin'f 8 ? v (52,7;32,8-83,2) | (38,5;22,7-89,7) | (54,0;19,5-93,7) (36,4; 3,7-81,9) (43,4; 38,1-82,8)
2 3
§ 8 %] IL-18+ 55+34 7,3+8,4 8,0+9,9 6,3+6,1 8,3+4,5
S g (4,9; 1,7-12,6) (3,4; 0,0-23,0) (5,5; 0,9-29,8) (4,7; 0,5-24,0) (8,4; 1,5-14,9)
w
=& (%] TNFa+ 65,5+19,3 54,0 £24,5 62,3+22,1 49,6 +22,7 61,4 +£15,3
° (69,8; 41,1-84,9) (51,7; 8,2-95,3) (72,8; 26,9-82,4) (47,1; 5,5-89,3) (62,3; 39,9-85,2)
(%] 1L-6+ 19,2+ 12,6 14,7+7,6 22,9+16,1 19,2 + 13,0 20,0+9,7
c T ° (18,3; 7,4-44,4) (15,6; 0,7-27,2) (23,4; 3,7-44,5) (16,9; 2,2-46,9) (21,1; 1,7-30,5)
% 2 [%] IFNy-+ 48,5 +21,7 46,9+ 17,6 51,8+27,0 37,7+21,3 47,2 +13,6
"\_.‘ 8 ? v (37,6; 21,2-76,5) | (43,3;24,8-79,6) | (56,1;15,1-87,8) (33,7; 7,2-78,8) (42,4; 32,3-68,2)
e
g 8 (%] IL-1B+ 16,6 +11,4 15,6 £ 10,6 15,1+ 14,0 15,0+12,1 129+7,3
£EQ ° (10,5;7,1-34,1) | (12,3;3,2-30,4) | (10,6;2,8-44,1) | (10,7;2,0-52,6) (13,0; 1,8-25,8)
[a]
=e] (%] TNFort 71,7 £18,7 70,2 £24,0 79,1+ 16,7 74,0 + 15,9 80,5+7,5
? (79,1; 49,0-89,6) | (71,5;19,1-97,8) | (87,2;53,6-95,1) | (76,4; 46,8-93,9) | (81,3; 65,6-91,1)

a) Mittelwert + Standardabweichung(Median; Minimum-Maximum)

XVI



Tab. 15:
Prozent] ?

Zytokinproduktionen der Patienten mit VZV-Stimulus und IFNy Blockade [Angaben in

. L - Gesunde
Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab
Kontrollen
(%] IL-6 1,9+1,9 1,0+0,8 1,5+1,2 3,1+3,8 3,8+2,8
? (1,0; 0,4-6,0) (0,7; 0,3-2,6) (1,8; 0,2-3,4) (2,4; 0,1-17,9) (3,7; 0,2-7,7)
(9] IFNy+ 11,0+9,5 14,1+ 10,7 10,3+8,4 9,2+6,9 13,0+ 4,7
? v (8,6; 1,0-30,5) (9,0; 3,1-33,1) (6,0; 1,4-25,2) (7,3; 1,2-27,9) (12,5; 7,2-21,2)
(%] 1L-1p+ 2,2+0,9 2,2+1,4 1,7+0,9 2,0+£1,7 3,2+2,3
° (2,3;0,6-3,4) (2,4;0,4-4,7) (1,5;0,7-3,4) (1,6; 0,5-6,0) (2,4;0,7-8,6)
(%] TNFort 25,8 +10,9 36,6 19,0 36,2 £15,0 32,0+£12,4 36,3+12,9
é:*'- ? (25,8; 8,4-42,7) (37,8; 1,7-69,1) (41,8; 19,0-54,8) (32,1; 11,0-52,3) (35,2; 13,2-53,0)
B [%] CD69+ 6,1+9,4 1,5+1,2 2,6+2,1 3,0+£3,8 3,6+1,9
IFNy+ (2,8;0,4-27,3) (1,0; 0,6-4,5) (2,3; 0,1-6,6) (2,1;0,3-17,9) (3,9;1,1-6,1)
[%] CD69+ 2,6+1,8 1,0+0,7 1,3+0,9 2,9+3,4 3,1+£2,1
IL-6+ (2,4; 0,6-6,3) (0,9; 0,0-1,9) (1,1;0,1-2,3) (2,2; 0,0-16,0) (3,5; 0,1-5,8)
[%] CD69+ 2,5+2,0 1,6+1,7 1,1+0,5 1,9+1,5 2,6+2,3
IL-1B+ (2,1, 0,6-6,7) (0,9; 0,1-5,7) (0,9; 0,6-1,8) (1,6; 0,2-5,7) (2,1; 0,4-8,3)
[%] CD69+ 6,4+5,1 2,5+2,3 4,2+4,6 3,1+2,1 51+2,6
TNFo+ (5,3; 2,1-17,4) (1,7; 0,6-7,9) (3,2; 0,6-14,0) (2,3; 1,0-8,3) (4,8; 2,3-11,3)
(%] IL-6+ 47,8+14,1 20,6 £15,6 419+29,1 49,7 +29,1 53,2+31,7
= ° (48,9; 23,7-68,7) (19,5; 0,5-50,0) (42,0; 7,7-93,0) (55,4; 0,4-88,2) (58,0; 1,3-95,5)
=5
% § (%] IFNy+ 74,9 £ 13,6 51,5+18,7 55,3+34,2 61,0 £ 26,0 65,2 £20,2
E‘ :_’ > v (77,7; 55,3-89,1) (47,5; 21,4-87,8) (58,9; 7,7-90,7) (61,3;17,3-92,6) (70,6; 26,5-92,5)
S DO'C (%] IL-1B+ 33,3+12,3 26,8 £18,9 25,0+£13,8 23,5+16,1 37,5+18,9
% 2 ° (36,4; 14,8-50,0) (25,7; 0,5-59,6) (23,4; 6,4-52,6) (22,8;0,7-57,7) (44,9; 6,8-58,5)
pi @ 69,0 £15,0 60,6 £ 24,9 52,7+29,6 60,7 £20,7 59,9+11,5
[%] TNFa+
(66,7; 49,8-88,8) (62,7; 3,2-93,5) (47,4; 20,0-91,5) (67,8; 10,7-95,7) (59,7; 40,9-76,1)
(%] IL-6+ L7+20 1,734 1,2£08 080,8 1,1£0,9
— ’ (1,2;0,2-6,1) (0,6; 0,0-10,7) (0,8; 0,5-2,6) (0,8; 0,0-3,4) (1,0;0,0-2,3)
=
% 2,9+4,7 3,2+3,4 1,8+1,1 1,1+0,6 2,3+1,3
2 A [%)] IFNy+
8 © (1,0; 0,2-13,3) (1,8; 0,6-10,6) (1,6; 0,6-3,4) (0,9; 0,3-2,6) (2,4; 0,5-4,8)
N
o Q (9] 1L-1p+ 0,7%0,5 1,3+2,4 1,1+0,9 1,0+1,3 0,9+0,7
= g (0,5; 0,3-1,7) (0,6; 0,2-7,6) (0,8;0,2-2,8) (0,6; 0,0-5,1) (0,7;0,1-2,1)
=2
e [9%] TNFa+ 6,6+5,3 18,3+ 16,5 14,0 +11,1 12,5+7,5 11,9+7,2
? (5,6; 0,9-15,5) (12,4; 0,7-48,2) (10,9; 3,4-35,1) (11,6; 2,5-33,5) (10,0; 2,4-24,4)
12,6 + 8,0 12,3 +13,2 18,4 +11,6 15,3 +12,9 26,0 £15,9
[%] IL-6+
. (9,9; 3,6-26,5) (5,7; 0,2-35,2) (15,3; 1,8-37,5) (11,4; 0,0-46,5) (29,7; 1,0-49,7)
E X [9%] IFNy+ 28,3+12,6 29,1+25,8 33,0+29,2 26,7+21,4 31,4+13,0
rin'f 8 ? v (27,9; 14,0-46,9) (15,5; 3,3-87,1) (21,1; 6,3-72,6) (19,3; 4,0-83,0) (30,6; 13,2-54,0)
2 3
< 8 9,178 12,8+12,5 15,5+11,5 13,2+11,6 24,1+12,9
< A [%] IL-1B+
S g (8,2; 1,4-20,0) (7,3;0,3-31,8) (15,0; 1,0-32,4) (8,8; 2,3-50,7) (21,9; 8,9-54,5)
w
=& %] TNFa+ 31,4+20,9 37,0+£30,6 36,2+31,0 36,0 £ 23,2 39,0£6,5
? (21,0; 12,7-71,0) | (26,4; 2,0-92,7) (26,9;9,2-80,8) | (27,0;12,0-92,2) | (37,0;30,2-47,9)
(%] IL-6+ 64161 4,2+4,0 52145 7,5%6,3 9,616,1
c T ° (3,9; 3,3-20,1) (2,5; 0,6-13,6) (4,7;1,0-14,5) (5,1; 0,3-27,8) (10,5; 0,6-18,4)
% S [%] IFNy+ 16,5+12,8 19,1+13,2 16,2+ 10,3 14,8 £9,8 229+75
N S o IFRY (11,1;7,544,1) | (13,6;9,3-52,8) | (18,5;50-31,2) | (13,1;1,2-42,3) | (23,2;11,833,9)
=
Fall®) + + + + +
g % (%] IL-1B+ 6,2+3,7 56+4,1 51+3,7 534,38 7,4+5,2
g & (5,6; 2,8-13,6) (4,9;0,3-13,2) (3,6; 0,8-10,7) (4,2;1,0-19,4) (5,9; 1,2-15,4)
a
=T} [%] TNFow+ 47,2+19,8 58,0+ 25,6 56,6 + 18,9 56,3 +19,2 61,7 +£18,3
> (47,2;17,5-78,2) | (68,6;2,9-85,0) | (68,9;30,4-71,8) | (63,3;14,6-83,0) | (63,7;29,6-86,1)

a) Mittelwert + Standardabweichung(Median; Minimum-Maximum)

XVII




Tab. 16:
Prozent] ?

Zytokinproduktionen der Patienten mit VZV-Stimulus und IFNy Blockade [Angaben in

. . . Gesunde
Adalimumab Methotrexat Rituximab Tocilizumab
Kontrollen
(%] 16 7,2+4,9 5,3+4,3 7,456 11,1+11,8 8,1+5,38
> (4,5; 2,4-15,8) (4,1; 0,4-15,3) (6,7;1,7-14,1) (7,3; 0,2-50,7) (7,6; 0,5-18,6)
(9] IFNy+ 30,7 + 18,0 33,0+ 14,4 27,0+24,7 23,0+ 17,0 23,2+8,7
? v (32,0; 5,4-59,8) (31,5; 19,5-67,0) (18,0; 5,6-78,9) (17,8; 1,2-68,6) (20,8; 11,3-35,7)
(9] 116+ 5,4+4,0 42+3,1 3,2+2,3 3,5+3,3 43+2,9
? (3,8;1,5-12,4) (3,4; 0,8-9,8) (2,9; 0,8-7,3) (2,2;0,7-12,2) (3,1; 1,6-9,4)
[9%] TNFa+ 38,9+19,1 42,3 +20,0 34,2 +20,6 31,5+ 14,9 37,7+19,6
+
& ? (36,4; 5,7-58,1) (42,5; 0,8-75,3) (25,0; 12,1-74,2) (28,6; 5,0-61,1) (39,8; 10,9-65,3)
8 [%] CD69+ 10,4 £ 5,4 2,5+0,8 8,5+8,1 7,7+82 6,0+3,9
IFNy+ (10,4; 2,9-18,1) (2,0; 1,6-3,9) (5,3; 0,2-20,6) (5,3; 0,3-34,9) (5,2; 1,8-14,7)
[%] CD69+ 4,0+3,1 1,3+0,6 4,4+4,2 6,3%7,3 3,7+2,9
IL-6+ (2,3; 1,1-9,0) (1,2; 0,3-2,1) (2,7; 0,3-10,3) (3,8; 0,1-31,5) (3,0; 0,4-9,7)
[%] CD69+ 3,825 20+1,6 1,8+1,4 2024 2,521
IL-1B+ (3,3; 0,7-8,3) (1,3; 0,3-5,0) (1,0; 0,4-4,2) (1,1; 0,2-8,2) (1,5; 0,6-6,4)
[%] CD69+ 13,9+6,7 53+35 8,6+9,9 53+5,0 8,1+5,1
TNFo+ (13,3; 2,2-23,3) (5,3;0,6-13,1) (4,3; 0,8-28,6) (3,5;1,1-18,2) (6,8; 1,7-18,0)
(%] IL-6+ 56,4 +£21,7 21,3+17,4 41,4+31,8 58,9+30,4 52,7+32,4
= ° (59,5; 30,9-83,1) (19,3; 1,7-57,2) (42,8;9,7-93,5) (72,7;0,8-92,2) (56,5; 3,4-94,9)
c 3
% § (%] IFNy+ 86,1+11,8 62,0+£19,7 81,5+15,7 76,9 £ 23,6 81,1+17,9
E‘ :_’ ° v (83,3; 70,5-100) (67,2; 30,1-92,4) (85,2; 52,0-97,7) (86,5; 25,0-99,1) (83,7; 39,3-97,1)
5 DO'C (%] IL-1B+ 52,2+26,3 17,9+17,1 29,2+18,3 31,2+25,7 33,9+16,8
% 2 ° (40,7; 22,2-88,4) (13,9; 0,0-52,6) (30,9; 2,5-55,5) (23,1; 1,9-85,7) (40,1; 3,8-50,0)
h=gra)
w o (%] TNFa+ 92,0+4,9 71,7 £ 28,2 77,8 +18,1 73,8 +21,2 82,3+7,9
° ,7; 8,7-100,
(95,2; 84,5-96,6) (72,7; 8,7-100,0) (83,8; 50,5-98,7) (82,5; 30,2-100) (81,8; 70,5-97,7)
%] IL-6+ 1,108 1,9£3,0 19+17 1,0£0,8 12412
— ’ (0,7; 0,4-2,6) (0,9; 0,0-9,6) (1,4;0,4-4,3) (0,9;0,0-3,7) (1,0; 0,0-4,3)
=
§ = (%] IFNy+ 9,9+11,5 12,1+8,0 89+12,6 5859 6,0+2,8
E 8 ° v (5,0; 0,9-34,2) (10,0; 1,9-28,2) (3,0; 1,5-36,6) (4,6; 0,3-26,0) (6,3; 2,6-10,1)
: 2 [%] IL-18+ 0,7+0,9 0,6+0,7 0,9+0,6 0,7+0,7 0,5+0,3
= g i (0,3;0,2-2,7) (0,5; 0,0-2,0) (1,0;0,0-1,8) (0,5;0,0-2,1) (0,3; 0,2-0,9)
z
=3 [%] TNFa+ 16,7 £13,3 21,1+14,6 17,2+ 15,8 13,6 £9,2 15,8 +10,9
? (16,5; 1,9-40,7) (22,3; 0,2-39,8) (10,0; 2,2-48,9) (11,4; 1,8-37,1) (12,9; 2,7-33,0)
(%] 1L-6+ 56+3,2 5969 7,5£6,6 6665 12,0£8,4
_ i (54,04-101) | (40;00227) | (5913212 | (3903-208) | (11,1;0,2-23,8)
E X %] IFNy+ 61,0+£17,6 52,2+18,5 54,5+21,6 38,2 +24,7 54,2+17,3
ril'f 8 ? v (60,0; 36,5-80,4) (53,0; 29,4-89,3) (60,7; 17,0-85,3) (37,1; 4,6-82,1) (52,3; 30,2-89,4)
2 3
£ 2 | g 56%5,0 71%7,4 8,4+11,0 9,7+12,3 10,6 46,4
s g > (3,0; 0,9-15,1) (6,0; 0,1-24,4) (4,7; 2,0-33,2) (5,4; 0,2-47,4) (9,3; 2,5-21,5)
w
=& (%] TNFou+ 69,5+12,4 60,7 £ 25,7 56,7 £21,0 51,7 £20,8 64,8 £ 15,6
? (63,7; 54,5-88,6) (65,3; 3,2-92,8) (65,3; 23,7-77,9) (53,8; 6,7-84,8) (64,6; 42,7-90,8)
(%] L6+ 16,7 9,4 13,5+10,1 18,8+13,7 19,8+16,8 19,5£11,9
. ° (13,6;6,7-31,1) | (11,3,0,8-359) | (158;4,8-380) | (165;1,7-63,5 | (183;1,7-37,1)
% S %] IFNy+ 47,6 +£23,0 43,8 +12,6 43,8 +26,8 37,2+22,1 44,5+ 13,6
E‘ 8 ° v (40,2; 21,8-80,3) (46,3; 19,2-61,8) (47,3; 12,0-86,5) (35,0; 2,8-82,9) (37,9; 31,9-64,4)
=
g“ 2 (%] IL-1B+ 17,9+8,9 17,8+ 14,0 16,0+ 16,6 14,3 +12,7 14,2 £ 8,2
g & ° (13,5; 11,3-32,3) (13,1; 1,6-38,5) (10,3; 1,4-50,6) (8,9; 1,5-53,5) (15,2; 3,0-28,5)
a
= 0o (%] TNFa+ 73,6 £14,9 70,9 £ 26,2 72,7+19,0 72,1+15,0 79,2+10,6
° (78,9; 43,9-88,5) | (75,0;6,3-92,6) | (78,0; 44,1-94,5) | (75,8;41,7-94,1) | (83,8; 60,4-90,7)

a) Mittelwert + Standardabweichung(Median; Minimum-Maximum)

XVIHI




