Aus der Klinik und Poliklinik fiir Kinderheilkunde
der Universitat Wiirzburg

Direktor: Professor Dr. med. Christoph Hartel

Der Einfluss von Thl7-stimulierenden, Interleukin-17
und Interleukin-17-inhibierenden Faktoren auf in vitro
Funktion und Phanotyp regulatorischer T-Zellen bei
gesunden Probanden und Patienten mit Juveniler

Idiopathischer Arthritis

Inauguraldissertation
zur Erlangung der Doktorwiirde der
Medizinischen Fakultat
der
Julius-Maximilians-Universitat Wiirzburg
vorgelegt von
Marie-Therese Holzer
aus Augsburg

Wiirzburg, Oktober 2022



Referentin: Prof. Dr. med. Martina Prelog
Korreferent: Prof. Dr. med. Thomas Alexander Kerkau

Dekan: Prof. Dr. med. Matthias Frosch

Tag der miindlichen Priifung: 26.04.2023

Die Promovendin ist Arztin.



1 Einleitung

1.1 Immunologische Grundlagen

1.1.1 T-Zellen
1.1.1.1 T-Zell-Entwicklung
1.1.1.2 T-Zell-Differenzierung
1.1.1.3 T-Zell-Populationen

1.1.2 Regulatorische T-Zellen (Tregs)
1.1.2.1  Entwicklung der Tregs
1.1.2.2 Suppressionsféhigkeit der Tregs
1.1.2.3 FoxP3-Expression auf Tregs

1.1.3 Thl7-Zellen

1.1.4 Plastizitdt von CD4"-T-Zellen
1.1.41 Thl7-Plastizitat
1.1.4.2 Treg-Plastizitat
1.1.4.3 Treg-Thl7-Plastizitat

1.2 IL-17
1.2.1 IL-17 in Autoimmunerkrankungen

1.3 Juvenile Idiopathische Arthritis (JIA)

131
1.3.2
1.3.3
134
135

Klassifikation und Klinik
Atiologie
Pathophysiologie
Diagnostik

Therapie

1.4  Autoimmunitat am Beispiel der JIA

14.1
14.2

Einfluss der Tregs und Th17-Zellen auf autoimmune Erkrankungen
IL-17-Inhibition als Therapieansatz bei Autoimmunerkrankungen

2  Zielsetzung und Fragestellung

3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Gerate

3.1.2  Verbrauchsmaterialien

3.1.3 Isolierungskit

3.1.4  Antikorper, Zytokine, Stimulantien, Hemmstoffe und weitere
chemische Verbindungen

3.1.5 Antikorper zur Zellfarbung

3.1.6 Ldsungen und Medien

o N o M~ DN DN P

10
12
13
15
15
16
17
19
19
20
21
23
24
25
26
28
30
31

33

35

35
35
37
39

39
40
42



4

3.1.7 Chemikalien und Gase
3.2 Methoden
3.2.1  Ethikvotum
3.2.2  Studiendesign
3.2.3 Probanden
3.2.3.1 JIA-Probanden
3.2.3.2 Kontrollprobanden
3.2.4  Ficoll Dichtegradientenzentrifugation
3.2.5  Zellz&hlung mittels Neubauer-Z&hlkammer
3.2.6  Einfrier- und Auftauverfahren sowie Kryokonservierung
3.2.7 Magnetic Activated Cell Sorting (MACS) Treg-Isolierung
3.2.8 Reinheitsmessung der isolierten Tregs
3.2.9 Invitro Kultur der Tregs und Treg-Charakterisierung
3.2.10 PBMC-Charakterisierung
3.2.11 Durchflusszytometrie
3.2.11.1 Oberflachenfarbung
3.2.11.2 Intrazellulare Farbung
3.2.11.3 Auswertung mithilfe der FACS-Diva Software
3.2.12 Suppressions-Assay
3.2.13 Statistische Auswertung

Ergebnisse

4.1 Relevante Vorversuche vor Durchfihrung der Kulturversuche
4.1.1 Prestimulationsversuch der Tregs

4.1.2  Ermittlung der optimalen Zellstimulation mit anti-CD3 und anti-CD28
fur die Suppressions-Assays

4.2 Probandencharakterisierung
4.3 PBMC-Charakterisierung

4.3.1 Charakterisierung der Probandengruppen fir die PBMC-
Charakterisierung

4.3.1.1 Charakterisierung der Patientenkohorte
4.3.2 Analyse des allgemeinen T-Zell-Lymphozytenpools
4.3.2.1 Reife- und Aktivitatsgrad der CD4*-T-Zellen
4.3.2.2 Reife- und Aktivitdtsgrad der CD8*-Zellen
4.3.3  Analyse der zytotoxischen Charakteristika im Lymphozytenpool
4.3.3.1 Zytotoxische Charakteristika in stimulierten Zellen
4.3.3.2 Zytotoxische Charakteristika in unstimulierten Zellen

4.3.4  Analyse der Thl-Zell- und Th17-Zell-Verteilung im
Lymphozytenpool

43
44
44
45
45
45
46
46
48
49
49
51
52
54
56
60
60
61
62
66

68

68
68

69
71
74

74
74
76
80
83
85
85
90

95



4.3.4.1 Zytokinproduktion in der CD4*-Zellpopulation sowie CCR6* und
CD161*-Zellen und deren Zytokinproduktion in der CD4*-Zellpopulation

4.3.4.2 Beschreibung der CD8*-Zellpopulation beziiglich Thl und Th17-
Charakteristika

4.3.5 Analyse der Tregs im Lymphozytenpool

4.3.5.1 Treg-Charakteristika der CD4*-Zellen

4.3.5.2 Treg-Charakteristika der CCR6*CD4*-Zellen

4.3.5.3 Treg-Charakteristika der CD8*-Zellen und CCR6+*CD8*-Zellen
4.3.6 Analyse der Treg/Thl7-Balance

4.3.6.1 Thl7-Charakteristika der CD4+*-Zellen und FoxP3*CD4*-Zellen

4.4  Treg-Charakterisierung

4.4.1 Charakterisierung der Probandengruppen fir die Treg-
Charakterisierung

4.4.1.1 Charakterisierung der Patientenkohorte

4.4.2  Einfluss der Stimuli auf Phanotyp und funktionale Eigenschaften der
Tregs in der JIA-Gruppe

4.4.2.1 FoxP3*-Zellen in der CD4*-Population

4422 CD25*CD127--Zellen in der FoxP3*CD4*-Population und CD4*-
Population

4.4.2.3 CCR6*-Zellen in der FoxP3*CD4*-Population und CD4*-Population

4.4.2.4 IL-17*-Zellen in der CD25*CD127-FoxP3*CD4*-Population,
CCR6*FoxP3*CD4*-Population und FoxP3*CD4*-Population

4.4.25 IL-17*IFNy*-Zellen in der CD25*CD127-FoxP3+*CD4*-Population,
CCR6*FoxP3*CD4*-Population und FoxP3*CD4*-Population

4.4.3 Einfluss der Stimuli auf Phanotyp und funktionale Eigenschaften der
Tregs in der Kontrollgruppe

4.4.3.1 FoxP3*Zellen in der CD4*-Population

4.4.3.2 CD25*CD127-Zellen in der FoxP3*CD4*-Population und CD4*-
Population

4.4.3.3 CCR6*-Zellen in der FoxP3*CD4*-Population und CD4*-Population

4.4.3.4 IL-17+-Zellen in der CD25*CD127-FoxP3*CD4*-Population,
CCR6*FoxP3*CD4*-Population und FoxP3*CD4*-Population

4.4.3.5 IL-17*IFNy*-Zellen in der CD25*CD127-FoxP3*CD4*-Population,
CCR6*FoxP3*CD4*-Population und FoxP3*CD4*-Population

4.4.4  Vergleich der Treg-Charakterisierungen der beiden Gruppen
4441 FoxP3*Zellen in der CD4*-Population

4.4.4.2 CD25*CD127-Zellen in der FoxP3*CD4*-Population und CD4*-
Population

4.4.4.3 CCR6*-Zellen in der FoxP3*CD4*-Population und CD4*-Population

4.4.4.4 IL-17+-Zellen in der CD25*CD127-FoxP3*CD4*-Population,
CCR6*FoxP3*CD4*-Population und FoxP3*CD4*-Population

4.4.45 IL-17*IFNy*-Zellen in der CD25*CD127-FoxP3+*CD4*-Population,
CCR6*FoxP3*CD4*-Population und FoxP3*CD4*-Population

4.5 Suppressions-Assay

98

100
102
104
106
107
109
112

114

128
128

129
129

130
131

133

134

134
134

135
136

137

138
139
139

140
140

141

141
143



5

6

45.1 Charakterisierung der Probandengruppen fir die Suppressions-
Assays

45.1.1 Charakterisierung der Patientenkohorte

4.5.2 Einfluss der Stimuli auf die Suppressionsfahigkeit der Tregs in der

JIA-Gruppe

45.3 Einfluss der Stimuli auf die Suppressionsfahigkeit der Tregs in der

Kontrollgruppe
45.4  Vergleich der Suppressions-Assays der beiden Gruppen
4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Diskussion

5.1 Interpretation der Unterschiede im Lymphozytenpool zwischen
den einzelnen Probengruppen

5.1.1 Unterschiede im allgemeinen T-Zell-Lymphozytenpool

5.1.2 Unterschiede bzgl. der Zytotoxzitat der Lymphozyten
5.1.2.1 Unterschiede nach PMA/lonomycin/Brefeldin A-Stimulation
5.1.2.2 Einfluss der unspezifischen Stimulation auf die Ergebnisse

5.1.3 Unterschiede der Th1-/Th17-Verteilung

5.1.4  Unterschiede im Phanotyp der regulatorischen T-Zellen

5.1.5 Unterschiede der Treg/Th17-Balance

5.2 Interpretation des Einflusses der Stimuli auf den Phanotyp der
Tregs

5.2.1 Interpretation des Vergleichs der Stimulieinflisse auf die
Probengruppen

5.2.1.1 Vergleich der Treg-Marker
5.2.1.2 Vergleich der proinflammatorischen Zytokine in Tregs

5.3 Interpretation des Einflusses der Stimuli auf Suppressionsfahigkeit

der Tregs
5.4 Interpretation des Einflusses der Medikation auf die Ergebnisse
5.5 Limitationen der Studie
5.5.1 Probandenabhé&ngige Limitationen
5.5.2 Methodenabhangige Limitationen
5.5.2.1 Zellgewinnung und MACS-Separation
5.5.2.2  Zellkultur
5.5.2.3 Durchflusszytometrie

5.6 Konklusion
5.7 Ausblick

Zusammenfassung

145
145

146

151
156
159

163

163
163
164
164
166
167
169
171

173

175
175
178

180
185
188
188
189
189

189
191

191
193

196



7 Abstract 197
8 Literatur 199

Appendix

In dieser Arbeit wird die méannliche Form im Singular und ein mdoglichst
geschlechtsneutraler Plural fir sowohl Proband:innen und Patient:iinnen

jedweden Geschlechts verwendet (beispielsweise Patient, Patienten).



1 Einleitung

1.1 Immunologische Grundlagen

Die Aufgabe des Immunsystems besteht in der Abwehr von fremden und/oder
infektibsen Substanzen, wie beispielsweise pathogenen Mikroorganismen.
Elementar fur diese Abwehr ist das Erkennen und Beseitigen der fremden Zellen
oder Molekule, was jedoch gleichzeitig eine genaue Unterscheidung zu
korpereigenen Zellen erfordert. Scheitert diese Unterscheidungsfahigkeit und
folglich die Toleranz des Immunsystems dem eigenen Kdrper gegeniber, so
reagiert es autoreaktiv. Komponenten des Immunsystems wenden sich gegen
Autoantigene — man spricht von Autoimmunitat. Daraus entstehende

Erkrankungen werden Autoimmunerkrankungen genannt.

Das Immunsystem besteht aus zwei Kompartimenten, die miteinander agieren.
Das angeborene und das adaptive Immunsystem. Ersteres ist von Geburt an
funktionsfahig und beinhaltet neben den physikalischen und chemischen
Barrieren des Menschens (wie beispielsweise Haut und Schleimhaute) eine
humorale und eine zellvermittelte Komponente. Humorale Stoffe sind
beispielsweise das Komplementsystem oder Opsonine, zellulare Bestandteile
des angeborenen Immunsystems hingegen sind Phagozyten wie Neutrophile
oder Makrophagen, Natural Killer-Zellen (NK-Zellen) und dendritische Zellen.
Dendritische Zellen fungieren als Bindeglied zwischen den beiden
Immunsystemkomponenten und aktivieren T-Zellen aus dem adaptiven

Immunsystem [1].

Das adaptive Immunsystem reagiert zwar zunéchst nicht so schnell wie das
angeborene, jedoch hat es den groRen Vorteil einer praziseren und
spezifischeren Immunantwort sowie des Aufbaus eines immunologischen
Gedachtnisses. Auch dieses Kompartiment besteht aus einem humoralen
Sektor, der durch B-Zellen und die von ihnen gebildeten Antikdrper formiert wird;
und einem zellvermittelten Teil, der durch T-Lymphozyten gebildet wird. Beide

Lymphozytenreihen bilden Gedachtniszellen (Memory-Zellen) aus, die fir eine



anhaltende Immunitat sorgen und bei erneutem Kontakt mit dem jeweiligen

Antigen zu Effektor-Zellen differenzieren [2].

1.1.1 T-Zellen

T-Zellen sind Lymphozyten, die im Knochenmark entstehen und im Thymus
heranreifen. Alle diese Zellen besitzen einen T-Zell-Rezeptor (TCR), meist
bestehend aus einem ap-Heterodimer (mit Ausnahme der yd-T-Zellen, die ein
yo-Heterodimer als TCR besitzen). Mit ihm kdnnen fur jede T-Zelle spezifische
Antigene, prasentiert auf MHC-Molekulen (Major Histokompatibilitats-Komplex)
sogenannter (sog.) APCs (Antigen prasentierende Zellen), erkannt werden. T-
Zellen besitzen aul3erdem einen TCR-Komplex, bestehend aus dem TCR, CD3-
Molekilen (CD, Cluster of differentiation) und &-Proteine, welche wichtig fur die

Signaltransduktion des TCRs in das Innere der T-Zelle sind [3].

1111 T-Zell-Entwicklung

In der Entwicklung der T-Zelle ist die Rekombination und Umlagerung der TCR-
Gene ein essenzieller Schritt fur die Diversitat der TCR selbst, was eine
unglaubliche Vielzahl an potenziell erkennbaren MHC-prasentierten Antigenen
ermdglicht. Um die Gefahr einer autoimmunen Reaktion zu verringern, wird bei
der Reifung der T-Zellen im Thymus eine Selektion der T-Zell-Vorlaufer
durchgefihrt. Die T-Zellen exprimieren zunachst CD4 und CD8 als Corezeptoren
des TCRs. In der Positivselektion wird nun tberpruft, ob diese Rezeptoren MHC-
Molekile erkennen kénnen; ist dies nicht der Fall, geht die Zelle in Apoptose.
Falls die Zelle diesen Prozess jedoch Uberlebt, beendet sie die Expression von
CD4 oder CD8 und wird so von der doppelt positiven zur einfach positiven Zelle.
Wurde in der Positivselektion ein MHC-I-Molekll erkannt, so entwickelt sich eine
CD8*-Zelle, bei Erkennung eines MHC-II-Molekils eine CD4*-Zelle. CD4*-Zellen
werden als T-Helferzellen bezeichnet und kdnnen als spatere Effektor-Zellen die
Komponenten des angeborenen Immunsystems (z.B. Makrophagen) und des
adaptiven Immunsystems (z.B. B-Zellen) aktivieren. CD8*-Zellen werden als
zytotoxische T-Zellen bezeichnet und kodnnen als spatere Effektor-Zellen

infizierte korpereigene Zellen abtéten. Im néchsten Schritt der Negativselektion



werden Zellen eliminiert, die mit zu hoher Affinitdt an durch MHC-Molekile
prasentierte Selbstantigene binden. Dieser Schritt ist besonders wichtig, um eine
immunologische Toleranz zu gewéhrleisten und Autoimmunitat zu verhindern [3,
4]. Es wird angenommen, dass die Untergruppe der CD4*-Zellen, die zwar eine
hohe Selbstantigenaffinitat zeigt, jedoch zufélligerweise ein Umgebungsmilieu
mit IL-2 (Interleukin-2) oder TGFf antrifft, statt Apoptose den Weg der nattrlichen
regulatorischen T-Zelle (Tregs) einschlagt und beginnt den Transkriptionsfaktor
Forkhead Box Protein 3 (FoxP3) zu exprimieren. Zellen, die nur eine mittlere
Selbstantigenaffinitat besitzen, werden je nach Zytokinmilieu zur gewdhnlichen
CD4*-Zelle oder zur Treg-Zelle (unter IL-2-Einfluss) [5, 6].

Naive T-Zellen zirkulieren nach Verlassen des Thymus standig zwischen
sekundar lymphatischen Organen und peripherer Blutbahn. Das sog. Homing zu
den Lymphknoten erfolgt unter anderem durch CCR7, einen Chemokinrezeptor
auf den zurtickkehrenden Lymphozyten, der die Chemokine CCL19 und CCL21,
welche in lymphatischen Gefal3en und den Lymphknoten produziert werden,
bindet [3, 7]. In den sekundar lymphatischen Organen befinden sich die APCs,
welche fir die Aktivierung der naiven T-Zellen nétig sind. APCs aus
beispielsweise Haut und Schleimhaut migrieren nach Phagozytose eines
Pathogens in die néachstliegenden sekundar lymphatischen Organe und
prasentieren dort das phagozytierte Antigen den durchstromenden T-Zellen
solange, bis dieses von einer T-Zelle mit entsprechendem TCR erkannt wird [4].
Fur die endgultige Aktivierung der naiven T-Zellen ist neben der
Antigenerkennung auch eine Costimulation erforderlich. Meist erfolgt dies tber
den Oberflachenrezeptor der T-Zellen CD28, welcher mit dem entsprechenden
Molekul B7 der APCs interagiert und in den T-Zellen folgende Prozesse in Gang
setzt: Generierung von Uberlebenssignalen an die T-Zelle selbst, Steigerung der
Proliferation und metabolischen Aktivitat, Zytokinproduktion (z.B. IL-2, einem
Uberlebens-, Wachstums- und Differenzierungszytokin) sowie Differenzierung
der naiven T-Zelle in sog. Effektor- oder Memory-Zellen. Inhibiert wird diese
Aktivierung beispielsweise durch das von aktivierten T-Zellen produzierte Protein
CTLA-4, welches ebenfalls B7 bindet und daher eine Rolle in den Aspekten der

Toleranz und der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen spielt. Die Effektor-



und Memory-Zellen selbst sind weniger auf die costimulatorische Aktivierung
angewiesen und kénnen dadurch auch von APCs im Gewebe selbst, die weniger

B7 exprimieren, aktiviert werden [3, 8].

1.1.1.2 T-Zell-Differenzierung

Sich differenzierende T-Zellen werden haufig in 4 Subpopulationen unterteilt, die
anhand verschiedener Oberflaichenmarker gebildet werden. Die Naiven-, die
Memory- (auch: Gedachtniszellen), die Effektor- (auch: Effector-Zellen) und die
TEMRA-Zellen (,Terminally differentiated effector memory cells re-expressing
CD45RA, auch: Terminale Effektor Memory-Zellen) (vergleiche (vgl.) Tabelle 1)
[9, 10].

Tabelle 1: Differenzierungsgrade der T-Zellen und Unterteilung in
Subpopulationen anhand der Oberflachenmolekile

Oberflachenmolekil | Naive Memory Effektor TEMRA
CD27 ++ +++ +/-* -
CD45RA + - - +

CD28 ++ +++ +/-* -

CCRY7 + + - -
CD45R0O - + + +/-

*In dieser Arbeit werden aufgrund der besseren Einteilbarkeit CD27- und CD28- T-Lymphozyten
als Effektor-Zellen bezeichnet.
Erstellt nach Appay et al. und Larbi et al. [9, 10].

Naive Zellen besitzen noch die Fahigkeit in die sekundar lymphatischen Organe
zu rezirkulieren (CCR7*) und benétigen fiir inr Uberleben IL-7 (CD127*). Sie sind
Antigen-unerfahren und besitzen CDA45RA. Nach Antigen-Kontakt und
Aktivierung verlieren sie dieses Molekil im Austausch mit der kleineren CD45-
Isoform CD45RO. Terminal differenzierte Zellen exprimieren erneut das
CD45RA-Molekal. Wahrend Memory-Zellen noch stetig in Lymphknoten
rezirkulieren, haben Effektor- und TEMRA-Zellen diesen Homingfaktor verloren
(CCRT"). Sie koénnen trotz ihrer CD28-Negativitat von APCs aktiviert werden und
sind essenziell fur die schnelle Immunantwort am Ort des Geschehens. Memory-
Zellen haben eine niedrige IL-2-Rezeptor Expression (= CD25) bei gleichzeitig
hoher IL-7-Rezeptor-Expression (=CD127), was sie zu einer wenig
proliferierenden, dafir aber sehr langlebigen T-Zell-Subpopulation macht.

Effektor-Zellen hingegen exprimieren viel CD25 und wenig CD127, was



gleichbedeutend mit einer hohen Proliferationsrate (IL-2 wirkt proliferativ) und

relativer Kurzlebigkeit (IL-7 als starker Uberlebensfaktor) ist [3].

1.1.13 T-Zell-Populationen

Die grof3en Populationen der T-Zellen sind die CD4*-T-Helferzellen, die CD8*-
Zytotoxischen Zellen, die Naturlichen Killer-T-Zellen (NKT), die yd-T-Zellen und
die Tregs.

Die NKT-Zellen exprimieren CD56, ein Oberflachenmarker, der auch auf
Naturlichen Killer-Zellen zu finden ist und sezernieren die Zytokine IL-4 und IFNy.
Die y&-T-Zellen sind dhnlich wie NKT-Zellen nicht an MHC-Molekilexpression
der APCs gebunden, sondern erkennen eine Vielzahl anderer Proteine oder
Lipide. Eine Assoziation zur Psoriasis-Genese und der dortigen IL-17-Produktion
wird diskutiert [11]. Die CD4*-Tregs entstehen unter Einfluss von TGFR und IL-2
durch Aktivierung der Transkriptionsfaktoren STAT5 (STAT, signal transducer
and activator of transcription) und FoxP3 (Forkhead Box Protein 3), produzieren
selbst IL-10 und TGFR und sind erforderlich, um eine uberschie3ende
Inflammationsreaktion abzuwehren. Sie werden im néchsten Unterkapitel (vgl.
1.1.2) nédher betrachtet. CD8*-Zellen gliedern sich grob wie bereits erwahnt in die
Naive-Population, die Memory-, die TEMRA- und die Effektor-Population, welche
die sog. CTLs (CD8*-zytotoxische-T-Lymphozyten) beinhaltet. Die CDA4*-
Effektor-Zellen werden im Folgenden naher beschrieben. Durch zellvermittelte
Immunitatsmechanismen helfen sie dabei, Gber Aktivierung von B-Zellen und der
daraus folgenden spezifischen Antikérperproduktion sowie tber Produktion von
phagozytenaktivierenden Zytokinen die angeborene und adaptive Immunantwort
zu verstarken. Sie kbnnen anhand ihrer Zytokinproduktion in drei weitere gro3ere
Subpopulationen eingeteilt werden: Th1-Zellen, Th2-Zellen und Th17-Zellen. Auf
die letzte Untergruppe wird im Laufe der Arbeit nochmals ausfihrlicher
eingegangen (vgl. Kapitel 1.1.3). Zu bemerken ist, dass die Einteilung in diese
drei Populationen lediglich schematisch erfolgt. Erwahnt sei hier auch die
Plastizitat, die die T-Zell-Subpopulationen mit sich bringen, wie etwa die
Féahigkeit der Th17-Zellen sich in andere Zelllinien wie Thl-Zellen umzuwandeln

(Th17/Th1-Zellen, die gleichzeitig IL-17 und IFNy produzieren und sowohl den



Th17-spezifischen Transkriptionsfaktor RORyt (RAR-related orphan receptor yt),
als auch den Thl-spezifischen Transkriptionsfaktor T-bet (T-Box-
Transkriptionsfaktor TBX21) exprimieren) [12]. Eine zusammenfassende
Beschreibung von Entwicklung, Funktion und Eigenschaften dieser Zelltypen ist
in Tabelle 2 dargestellt [3, 10].

Tabelle 2: Vergleich der Effektor-CD4*-Zellen
Thl Th2 Th17
Entwicklung aus IFNy, IL-12 IL-4 IL-1, IL-6, IL-23,
naiven T-Zellen durch TGFB
Einfluss von
Produzierte Zytokine v.a. IFNy IL-4, IL-5, IL-13 IL-17A, IL-17F, IL-
auch: TNFa, IL-10 22, IL-21
Exprimierte CXCR3, CCR5 CCR3, CCR4, CCR8 | CCR6
Oberflachenmolekiile
(Chemokin-
Rezeptoren flr
Homing)
Transkriptionsfaktoren | T-bet, STAT1, GATA-3, STAT6 RORyt, STAT3
STAT4
Aktivierung von Makrophagen, B- Mastzellen, Neutrophilen,
Zellen (1gG- Eosinophilen, Monozyten
Produktion) Makrophagen, B-
Zellen (IgE-
Produktion)
Abwehr von Intrazellularen Wurmerkrankungen | Extrazellularen
Erregern Erregern
Assoziierte Autoimmun- Allergien Auto-
Erkrankungen erkrankungen, inflammatorische
Gewebeschaden bei und Autoimmun-
chron. Entziindung Erkrankungen

Erstellt nach Abbas et al. und Appay et al. [3, 10]

Die Entwicklung dieser drei Zellpopulationen aus der naiven CD4*-Zelle erfolgt
abhangig von dem vorherrschenden Zytokinmilieu, welches von der APC, die
fur die Aktivierung der T-Zelle verantwortlich war, produziert wird. Jede
Zellpopulation produziert Zytokine, die wiederum die Erweiterung der eigenen
Gruppe fordert und die Differenzierung naiver Zellen in andere Gruppen
unterdrtickt. In Abbildung 1 wird der Zusammenhang der naiven CD4*-Zell-
Differenzierung in die Subpopulationen der drei Effektor-Zellreihen und der

Tregs nochmals veranschaulicht.



IFNy, IL-12

IL-4

— IL-1, IL-6, IL-23, TGFB
Naive CD4*- —
T-Zelle TGFB, IL-2
Treg
Abbildung 1: Differenzierungswege naiver T-Helferzellen

Dargestellt sind die 4 klassischen Subpopulationen der CD4*-Zellen, die sich aus der naiven
CD4+-Zelle differenzieren kdnnen. Es sind die vorrangig von ihnen produzierten Zytokine
abgebildet. Darunter finden sich die fir die Differenzierung aktivierten und verstérkt
exprimierten jeweiligen Transkriptionsfaktoren. Im Pfeilverlauf aufgezeigt sind die
Voraussetzungen des Umgebungsmilieus (Zytokine) fir die Entwicklung in die jeweilige
Richtung.

Eigene Abbildung.

1.1.2 Regulatorische T-Zellen (Tregs)

5-10 % der CD4*-T-Zellen im Blutkreislauf sind Tregs [2]. Sie sind essenziell fur

die Begrenzung von Immunantworten und verhindern Autoimmunitat. Erste

Hinweise auf das Vorhandensein von suppressiv auf das Immunsystem

einwirkenden Zellen wurden bereits 1970 von Gershon et al. beobachtet. 2001

wurden parallel in mehreren Arbeitsgruppen die humanen Tregs als CD4*CD25*-

Zellen charakterisiert und 2003 die Rolle von FoxP3 fur die Tregs erstmals

beschrieben [13, 14].



Die genaue Definition der Tregs unterscheidet sich je nach Literatur,
beispielsweise. CD4*CD25* oder CD4*CD25*FoxP3*. Eine niedrige CD127-
Expression ist charakteristisch fur humane natirliche Tregs [13, 15].

1.1.2.1 Entwicklung der Tregs

Tregs werden derzeit in zwei Gruppen unterteilt. Einerseits in eine Gruppe direkt
aus dem Thymus hervorgehender naturlicher Tregs (nTregs oder tTregs) und
andererseits in eine Gruppe von in der Peripherie aus naiven CD4*-T-Zellen

differenzierten induzierten Tregs (iTregs oder pTregs) [2].

nTregs aus dem Thymus sind T-Zellen mit stark-affiner Bindung des TCRs an
Selbstantigene auf MHC-Molekulen. Das TCR-Signal fiihrt zu einer vermehrten
Expression des IL-2-Rezeptors CD25. In der 2-Schritt-Hypothese von Lio et al.
dient dieser erste TCR-abhéngige Schritt zur Bildung von CD25**-T-Zellen im
Thymus, welche dann eine erhohte Sensitivitat fir IL-2 besitzen. Im zweiten
Schritt fuhrt der Einfluss von IL-2 und anderen Zytokinen wie IL-7 und IL-15 im
Umgebungsmilieu zu einer STAT5-Aktivierung, welche letztlich in eine FoxP3-
Induktion mindet [6, 15]. TGFB wird nicht als essenziell fir die FoxP3-Expression
in nTregs angesehen, sondern vielmehr als wichtiges Uberlebenssignal der Treg-
Vorlauferzellen erachtet [6]. nTregs besitzen eine bestimmte hypomethylierte
DNA-Sequenz CNS2, welche als entscheidend fir die Generierung stabiler
FoxP3-Expression und funktionierender Tregs erachtet wird. Wahrend die Starke
des TCR-Signals einen Einfluss auf die FoxP3-Induktion besitzt, so ist die Ladnge
dieses Signals verantwortlich fur die Etablierung der Treg-spezifischen DNA-
Hypomethylierungen [16]. In vitro induzierten Tregs mit voribergehender FoxP3-
Hochregulation hingegen fehlen zunéchst diese epigenetischen Modifikationen,

die zur stabilen FoxP3-Expression fuhren [17].

Die TCRs der iTregs hingegen sind nicht gegen Selbstantigene, sondern
physiologischerweise gegen die kommensale Mikroflora und andere
Umweltantigene gerichtet. Es wird angenommen, dass die Induktion von iTregs
durch die Entwicklung aus anderen CD4*-Zellen einen Einfluss auf das T-Zell-
Gleichgewicht in der Peripherie besitzt [17]. Die kontinuierliche Stimulation des

TCRs bei gleichzeitig geringer Costimulation tber CD28 fuhrt in Umgebung von



CTLA-4, IL-2 und TGFB zu einer vermehrten FoxP3-Expression naiver T-Zellen.
Bei bereits CD25*CD4*-T-Zellen genlgt eine Stimulation Uber IL-2 ohne
gleichzeitigen TGFB-Einfluss, um FoxP3*Tregs zu generieren. Auch Retinsaure
wirkt zusammen mit TGF im lymphatischen Darmgewebe auf die Induktion von
FoxP3 und damit auf die iTreg-Generierung ein [6]. Ahnlich den nTregs ist auch
bei iTregs durch TCR-Signale im Verlauf eine schrittweise Demethylierung der
CNS2-Region zu finden, welche in eine stabilere FoxP3-Expression mundet.
Unentbehrlich fiur die Entwicklung hier ist zusatzlich die CNS1-Region, welche
sensitiv fur TGF ist [18].

Eine vereinfachte Darstellung dieser Entwicklungsschritte ist in Abbildung 2

skizziert.

Thymus
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Abbildung 2: Entwicklung der natirlichen und induzierten Tregs

Fur die Entwicklung der naturlichen tTreg im Thymus ist eine mittelstarke TCR-Stimulation
durch ein Selbstantigen (1) nétig. TGFB wirkt hier v.a. als Uberlebenssignal in der T-Zell-
Entwicklung und nicht explizit als FoxP3-induzierend. Fur die Entwicklung der induzierten pTreg
in der Peripherie hingegen erfolgt ein eher schwaches TCR-Signal durch die kommensale
Mikroflora in Kombination mit einer CD28-Costimulation (2). Sowohl IL-2 als auch TGFf sind flr
die FoxP3-Expression essenziell. Weiterhin wird Vitamin A (Retinsdure) im lymphatischen
Gewebe des Darms als FoxP3-induzierender Cofaktor beschrieben.

Eigene Abbildung.



1.1.2.2 Suppressionsfahigkeit der Tregs

Bezuglich des Phanotyps und der Funktion unterscheiden sich die beiden
Untergruppen von nTreg und iTreg nach bisherigen Erkenntnissen nur wenig.
Gemein sind ihnen die CD4-Positivitat und der Transkriptionsfaktor FoxP3.

Der urspringliche Treg-Marker CD25 (a-Kette des IL-2-Rezeptor) ist auf Tregs
hoch exprimiert. Es wird angenommen, dass hierdurch Effektor-T-Zellen das
proliferationsfordernde Zytokin IL-2 entzogen wird. Das ebenfalls in grof3en
Mengen auf Tregs zu findende Oberflachenmolekil CTLA-4 konkurriert mit den
Effektor-Zellen um Bindung der B7-Molekile der APCs und verhindert so die
costimulatorischen Signale, die fur die Zellaktivierung noétig sind. Ein weiterer
Mechanismus der Suppression von Effektor-Zellen durch Tregs erfolgt Uber die
Oberflachenmolekiile CD39 und CD73; diese schranken lUber eine Erhéhung der
Adenosinspiegel die Proliferation der Effektor-T-Zellen ein und setzen auRerdem
die Funktion der APCs herab. Die Interaktion von dendritischen Zellen mit Tregs
bewirkt weiterhin eine Produktion von immunsuppressiven Zytokinen wie IL-10
und TGFB durch die dendritischen Zellen [6, 18].

Die von Tregs produzierten Zytokine IL-10, IL-35 und TGFB wirken selbst
immunsuppressiv und unterdriicken Antworten der Effektor-T-Zellen. Au3erdem
zeigen Tregs in vitro Uber von ihnen sezerniertes Granzym B die Fahigkeit
Effektor-Zellen oder APCs zu tdten [6]. IL-10 inhibiert die IL-12-Produktion in
dendritischen Zellen und Makrophagen, was wiederum die IFNy-Produktion
herabsetzt. Aul3erdem inhibiert es die Expression von Costimulatoren und MHC-
[I-Molekulen auf den genannten Zellgruppen, was eine verringerte T-Zell-
Aktivierung zur Folge hat [3]. IL-10 wirkt vor allem suppressiv auf Th17-Zellen
und die Migration von Th1-Zellen zu entziindeten Darmgebieten sowie durch die
Aufrechterhaltung der FoxP3-Expression [19]. TGF wirkt inhibierend auf T-Zell-
Proliferation und -Funktion und unterdriickt auch die Funktion von Neutrophilen
und Endothelzellen. Je nach Umgebungsmilieu férdert es die Entwicklung von
Th17-Zellen oder Tregs. Eine weitere Funktion von TGF ist die Forderung der
Gewebereparatur nach lokaler Entzindungsreaktion [3]. IL-35 hat einen

verstarkenden Einfluss auf die Suppressionsfahigkeit von Tregs [20].
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Einen Uberblick Uber die wichtigsten Aspekte der Suppressionsfahigkeit von
Tregs gibt Abbildung 3.

‘ IL-10, IL-35, ’,, Immunsuppressive
cD25 TGFB ‘ Wirkung

CTLA-4
O B7
APC
Abbildung 3: Darstellung der immunsuppressiven Wirkung einer regulatorischer T-
Zelle

Das Schaubild zeigt die wichtigsten immunsuppressiven Funktionen von Tregs. Uber CD25 wird
IL-2 abgefangen, welches dann keine proliferationsfordernde Wirkung auf Effektorzellen haben
kann. Durch Sekretion von Granzym B kénnen andere Zellen abgetotet werden. CTLA-4
konkurriert mit Effektor-Zellen um die B7-Bindung der APCs. Eine Aktivierung der Effektorzelle
Uber die B7-CD28-Costimulation wird somit unterbunden. Erhdhte Adenosinspiegel durch CD39
und CD73 hemmen die Effektor-Zell-Proliferation sowie die APC-Funktion. Die durch die Treg
produzierten Zytokine IL-10, IL-35 und TGFB haben selbst zahlreiche immunsuppressive
Effekte.

Eigene Abbildung.

Transkriptionsfaktoren anderer Zelllinien der T-Helferzellreihe, wie T-bet, STAT3
oder IRF-4 (Interferon regulatory factor), die auch in Tregs exprimiert werden,
scheinen ebenfalls einen wichtigen Anteil an der Immunsystem-Homdostase und
Treg-Funktion zu besitzen [2, 6]. So ist T-bet in einer Subpopulation von Tregs
vermutlich nétig, um Thl-vermittelte Entzindungsreaktionen zu kontrollieren,
wohingegen T-bet-lose Tregs IFNy-produzierende Thl-Zellen nicht erfolgreich
einddmmen kdnnen. Analoge Berichte gibt es bzgl. STAT3 fur IL-17- und Th17-
vermittelte Inflammationen und bzgl. IRF-4 fir IL-4-produzierende Th2-
dominante Inflammationen. Eine ungenigende Kontrolle der jeweiligen
Entziindungsprozesse durch die Tregs beruht vermutlich einerseits auf einer
mangelnden Chemokinrezeptorexpression auf Tregs (CXCR3 fur Thl, CCR6 fur
Th17 und CCRS8 fiur Th2) und der damit verbundenen beeintrachtigten Treg-
Migrationsfahigkeit; andererseits auf einer geringeren IL-10-Produktion und
Proliferationsfahigkeit im Entzindungsgebiet, hervorgerufen durch fehlende
Tranksriptionsfaktoren [18]. Diese Beobachtungen legen eine Spezialisierung
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verschiedener Treg-Subpopulationen auf die Kontrolle spezifischer T-

Helferzelllinien nahe.

1.1.23 FoxP3-Expression auf Tregs

Der Stellenwert der FoxP3*-Tregs in der immunologischen Toleranz wird
ersichtlich beim sog. IPEX-Syndrom (X-Chromosomale Polyendokrinopathie
Enteropathie), welches auf einer Mutation des FoxP3-Genes auf dem X-
Chromosom beruht und bei Betroffenen ein i.d.R. innerhalb der ersten 2
Lebensjahre todlich verlaufendes Polyautoimmunsyndrom mit
lymphoproliferativen Erkrankungen, Thyreoiditis, Psoriasis, Dermatitis, Diabetes,
Enteropathien mit Diarrhéen etc. hervorruft [4, 6]. FoxP3 selbst ist nicht nur in
Lymphozyten, sondern auch in Epithelzellen exprimiert, wo es als
Tumorsuppressor wirkt. Ein Zusammenhang mit FoxP3-Dysfunktion und
Tumoren wie Brustkrebs wird diskutiert [21]. FoxP3 ist essenziell fur die
Entwicklung der natiirlichen Tregs im Thymus sowie fiir das Uberleben und die
Aufrechterhaltung der Funktionalitat der Tregs in der Peripherie. Auf3erdem
hemmt FoxP3 die Differenzierung der Zelle in andere Richtungen. Der
Transkriptionsfaktor RORyt beispielsweise, der eine Entwicklung Richtung Th17-
Zelle fordert und auch in vielen Tregs zumindest gering vorhanden ist, kann von
FoxP3 aul3er Kraft gesetzt werden [6, 22]. Eigenschaften wie die niedrige IL-7-
Rezeptordichte (CD1279™"), die hohe IL-2-Rezeptordichte (CD25%), die fehlende
IL-2-Produktion und damit das Angewiesensein der Tregs auf exogenes IL-2 sind
vermutlich nicht direkt von FoxP3 abhangig. Hingegen scheint die Verstarkung
der CD25-Expression, die CTLA-4- und GITR-Expression (ein Mitglied der TNF-
Rezeptor-Familie, das wichtige Uberlebenssignale an die Zelle sendet), die
Proliferationsfahigkeit und die Suppressionsfahigkeit der Tregs FoxP3-abhangig
zu sein. FoxP3-Verlust in Tregs fihrte in Versuchen zum Verlust der
Suppressionsfunktion, zu erhdhter IL-2-Produktion und zur Produktion
proinflammatorischer Zytokine, wie IL-17, IFNy oder IL-4 [22]. Auch die Menge
an FoxP3 ist relevant fur die Suppressionsfunktion. Eine reduzierte FoxP3-
Menge fuhrte in Experimenten zu verminderter Suppressionsfahigkeit. Hohe

FoxP3-Level in CD25-T-Zellen fuhrten hingegen zu suppressiver Funktion der
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Zellen. Instabile FoxP3-Expression in Tregs wiederum, beispielsweise unter IL-6
oder TNFa-Einfluss, fuhrte zu erhéhter inflammatorischer Zytokinproduktion, was
ein wesentlicher Punkt der Treg-Plastizitat sein kdnnte [6]. Zusammenfassend
sind nicht alle FoxP3*-Zellen funktionierende Tregs und flr nicht alle
phanotypischen Merkmale der Tregs ist FoxP3 essenziell. Die
Suppressionsfunktion der Zellen jedoch ist anscheinend eng mit FoxP3
verbunden [16].

1.1.3 Th17-Zellen

Thl7-Zellen als Untergruppe der CD4*-T-Helferzellen machen rund 1 % der
zirkulierenden CD4*-T-Zellen aus [23] und wurden 2005 erstmals beschrieben.
Sie sind definiert durch die Zytokinproduktion von IL-17A, IL-17F, IL-21 und IL-
22 sowie des GM-CSF (granulocytes macrophage colony-stimulation factor).
Thl7-Zellen sind wichtig fur die Abwehr von extrazellularen Erregern. Der
Transkriptionsfaktor RORyt wird Uber STAT3 bei Anwesenheit von IL-1 und IL-6
induziert und induziert selbst wiederum direkt die IL-17-Produktion. RORyt wird
aber als weniger stabil und mehr durch Umgebungsbedingungen beeinflussbar
angesehen als beispielsweise T-bet oder GATA3. IL-21 wirkt férdernd auf die
Differenzierung der Th17-Zellen, wohingegen IL-12, IFNy oder IL-4 und damit
starke Thl- oder Th2-Antworten die Th17-Entwicklung hemmen. In Anwesenheit
von IL-6 oder IL-1 wirkt das eigentlich antiinflammatorische Zytokin TGFf3
zusatzlich auf die Entwicklung des proinflammatorischen Th17-Phé&notyps ein.
Die Kombination von TGFB und IL-6/IL-21 bewirkt eine Expression des IL-23-
Rezeptors, der Uber STAT3 den Th17-Phanotyp weiter stabilisiert und zu einer
pathogenen Entwicklung beitragt. Der Trankskriptionsfaktor PLZF (Promyelocytic
leukemia zinc finger-Protein) ist ebenfalls wichtig fir die Aufrechterhaltung des
Th1l7-Phanotyps und die Expression von CCR6, einem Rezeptor, der die
Bindung von CCL20 ermdéglicht [3, 24, 25] (vgl. Abbildung 4).
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Abbildung 4: Einflussfaktoren auf die Th17-Differenzierung

Dargestellt sind die Einflussfaktoren auf die Th17-Differenzierung: Die Zytokine IL-1, IL-6 und
TGF fordern eine Induktion von STAT3 und RORyt. RORVyt fuhrt zur IL-17-Produktion. IL-6, IL-
21 und TGF fuhren weiterhin zu einer vermehrten Expression des IL-23-Rezeptors, der durch
Aktivierung durch IL-23 eine weitere Stabilisierung von STAT3 bewirkt. Auerdem wirkt IL-21
fordernd auf die Differenzierung von Th17, IL-12, IFNy und IL-4 hemmend auf die Th17-
Differenzierung. PLZF (Promyelocytic leukemia zinc finger) induziert die CCR6-Expression.
Eigene Abbildung.

IL-17 induziert eine neutrophilenreiche Entzindungsreaktion Gber eine
Produktion von Chemokinen und TNFa und stimuliert die Produktion
antimikrobieller Substanzen wie Defensine. IL-22 wirkt in Gegenwart von IL-17
proinflammatorisch und in Abwesenheit von IL-17 protektiv auf Atemwege. Eine
besondere Rolle kommt den beiden Zytokinen beispielsweise bei der

Pathogenese der Psoriasis zu [3, 24].

Wahrend friher Thl-Zellen eine wesentliche Rolle an der Pathogenese von
Autoimmunerkrankungen zugesprochen wurde, werden heute Thl7-Zellen in

den Mittelpunkt gestellt. IL-17-Anreicherungen wurde in L&sionen von Multiple
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Sklerose, Psoriasis, chronisch entziindlichen Darmerkrankung und rheumatoider
Arthritis detektiert. Epigenetische Veranderungen und Polymorphismen in Th17-

Enhancern wurden in einer Studie festgestellt [24, 26].

Eine weitere Unterteilung der CCR6*Thl7-Zellen ist mdglich: klassische
CCR4*CXCR3-Thl7-Zellen produzieren viel IL-17A; nicht-klassische, sog.
CCR4'CXCR3*-Th17/Th1-Zellen, produzieren dagegen wenig IL-17A und viel
IFNy und exprimieren gleichzeitig T-bet. Letztere Zellpopulation wird in
Autoimmunerkrankungen wie RA, Multiple Sklerose oder JIA pathogener als
normale Th17-Zellen angesehen [10, 24, 27].

1.1.4 Plastizitat von CD4*-T-Zellen

Naive CD4*-T-Zellen kbnnen sich je nach TCR-Stimulation und Zytokinmilieu in
unterschiedliche Subpopulationen differenzieren. Dabei spielen sowohl
Transkriptionsfaktoren als auch epigenetische Veranderungen eine Rolle. Die
Differenzierung ist laut neuesten Erkenntnissen jedoch nicht so terminal wie
bisher angenommen. T-Lymphozyten besitzen eine gewisse Flexibilitat was ihren
Phanotyp und ihre Funktion betrifft und sind je nach Umgebungsmilieu zum Teill
in der Lage diese zu andern. Es wird angenommen, dass Thl und Th2-Zellen
relativ stabil sind, da sich ihre Transkriptionsfaktoren und Zytokine selbst férdern
und die Differenzierung in andere Populationen hemmen. Allerdings liegen selbst
hier Th1/Th2-Hybridformen mit gleichzeitiger IFNy/IL-4-Produktion vor [24, 28].

Die Plastizitat der Lymphozyten ermdglicht eine adaptierte Antwort des
Immunsystems auf Anforderungen bei Infektionen. Besonders die Plastizitat der
Th1l7 und Treg-Zellen zeigte sich jedoch nicht nur forderlich fir das
Immunsystem. Bei vielen Autoimmunerkrankungen wird ein Zusammenhang mit

fehlgeregelter CD4*-Plastizitat vermutet.

1141 Th17-Plastizitat

Th17-Zellen bendtigen fur ihre Stabilisierung TGF, verlieren diese jedoch unter
IL-12-Einfluss. Sie wandeln sich in einen Th1l-&hnlichen Phanotyp mit T-bet und

STAT4-Expression, sowie IFNy-Expression um. Diese stark pro-
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inflammatorischen Th17/Thl-Zellen exprimieren CD161, weiterhin geringere
Mengen RORyt und IL-17, jedoch nun auch TBX21 und CXCRS3. IL-23 scheint
ebenfalls eine Rolle zu spielen [24, 29]. Auch eine Umwandlung des Th17-
Phanotyps hin zu Th2-Zellen scheint vorhanden. Vermutlich unter Einfluss von
IL-4 entwickelt sich ein Th17/Th2-Zelltyp mit z.T. IL-10 oder IL-4 sezernierenden

anit-inflammatorisch wirkenden Zellen [29].

1.14.2 Treg-Plastizitat

Ebenso besitzen Tregs eine gewisse Plastizitdt. Es wird angenommen, dass
nTregs in der Regel sehr stabil sind, zumindest um einiges stabiler als iTregs
[30]. Unter bestimmten Bedingungen verlieren jedoch auch sie ihre FoxP3-
Expression und werden instabil. FoxP3 supprimiert an sich bereits die zu starke
Expression der Transkriptionsfaktoren anderer Zellreihen (wie beispielsweise T-
bet), wobei diese dennoch zu einem gewissen Grad in den Tregs co-exprimiert
sind (vgl. Kapitel 1.1.2.2). Wird FoxP3 oder der Methylierungsstatus der Treg
instabil (z.B. unter inflammatorischen Bedingungen), so kann dies eine Plastizitat
der Treg hin zu einer proinflammatorischen Zelllinie zur Folge haben [6]. Neben
des Methylierungsstatus scheint auch die Ubiquitinierung als posttranslationale
Modifikation einen Einfluss auf die Stabilitdét von FoxP3 zu besitzen und die
Plastizitat der Tregs zu beeinflussen [31]. Die Plastizitat der Tregs bezieht sich
jedoch nicht nur auf die FoxP3-Expression, sondern auch auf deren weiteren
Phanotyp und Funktionszustand [32]. Demnach sind nicht nur FoxP3"-Tregs in
der Lage proinflammatorische Zytokine zu produzieren, sondern auch FoxP3*-
Tregs. Neben der Plastizitat zwischen Tregs und Th17-Zellen, die im nachsten
Unterkapitel (vgl. Kapitel 1.1.4.3) beschrieben wird, wurde vor allem ein
sogenannter Thl-like Treg-Typ beobachtet. Eine Umwandlung von Tregs zum
proinflammatorischen Phanotyp, der durch IFNy-Produktion charakterisiert ist
und mit einem Verlust der Suppressionsfunktion einhergeht [18], kann in einem
inflammatorischen Milieu unter IL-2- und IL-12-Einfluss erfolgen. Hierbei wird
auch eine vermehrte T-bet- und CXCR3-Expression auf den Tregs beobachtet
[29]. Zu bemerken ist jedoch, dass Effektor-Zellen bei Aktivierung temporar

FoxP3 hochregulieren. D.h. eine Unterscheidung von leicht FoxP3*-T-Effektor-
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Zellen und FoxP3*-proinflammatorischen Tregs ist unter Umstanden schwierig
[30].

1.143 Treg-Th17-Plastizitat

Die enge Verbundenheit dieser beiden Zellpopulationen lasst sich bereits in der
Entstehung aus naiven CD4*-T-Zellen erahnen. TGFf spielt sowohl fur die Th17
als auch die Treg-Entwicklung eine essenzielle Rolle (vgl. Abbildung 5). Eine
durch IL-10 und TGF stimulierte IL-10-produzierende Th17-Subpopulation (sog.
Trl-like Zellen = T-regulatory-Type-1 Zellen) wurde ebenso beschrieben [24] wie
Thl7-like Tregs. Die Entwicklung der letztgenannten Population aus Tregs
geschieht in inflammatorischem Milieu unter IL-13- und IL-6-Einfluss und daraus
folgender Hochregulation von STAT3, RORyt und RUNX. Diese Tregs hatten
urspringlich bereits eine RORyt- und CCR6-Expression [29]. Weiterhin konnten
auch epigenetische Veranderungen an diesen Zellen beobachtet werden [30].
Die Suppressionsfahigkeit der Tregs mit Thl7-Phanotyp wird kontrovers
betrachtet. Wie von Campbell et al. zusammengefasst, verlieren stimulierte Tregs
in Anwesenheit von IL-6 ihre FoxP3-Expression und ihre Inhibitionsfahigkeit
gegenuber anderen T-Zellen, bei gleichzeitiger Entwicklung hin zu Th17-Zellen.
Aulerdem bewirkt IL-6 eine erhdhte Resistenz der Effektor-T-Zellen gegeniber
der Treg-Suppression [18]. Kleinewietfeld et al. hingegen postulierten aufgrund
der Studie von Beriou eine zunéchst erhaltene Suppressionsfunktion der Th17-
like Tregs, die jedoch bei einer Aktivierung unter IL-13 und IL-6-Bedingungen
schnell verloren geht [29]. Andererseits stellten Hagenstein et al. fest, dass eine
IL-6-Rezeptor-Stimulation die Entwicklung von hoch-suppressiven
RORyt*FoxP3*-Tregs forderte, das Ausschalten des Rezeptor-Weges in
Knockout-Mausen jedoch eine verminderte Suppressionsfunktion der Tregs
verursachte [33]. Beriou et al. zeigten, dass IL-17 exprimierende FoxP3*HLA-DR-
Tregs per se noch suppressionfahig sind, allerdings bei Stimulation mit I1L-13-
und IL-6 die Sekretion von IL-17 beginnen und wahrend dieser Sekretionsphase
ihre Suppressionsfahigkeit verlieren. Dieser Zustand ist jedoch reversibel mit der
Beendigung der IL-17-Sekretion [34]. Ebenfalls ist noch umstritten, ob es sich bei

den Th17-like Tregs mit RORyt und Foxp3-Coexpression um friihe Formen in der
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Differenzierung der Th17- und Treg-Zelllinie handelt oder um plastische Tregs,
die unter IL-6-Einfluss mit folgender STAT3-Aktivierung ihre FoxP3-abhangigen
antagonistischen Eigenschaften verlieren [30]. Interessanterweise verlieren T-
betGATA3-Tregs ihre Suppressionsfahigkeit bei gleichzeitiger Hochregulation
von RORyt und IL-17-Produktion, sowie Niederregulation von FoxP3 [30].
Zusammenfassend herrscht eine sensible Balance zwischen Tregs und Effektor-
T-Zellen, v.a. Thl7-Zellen, und deren Transkriptionsfaktoren, die je nach
Umgebungsmilieu einen mehr oder minder starken Einfluss auf den Treg-
Phanotyp und ihre Funktion haben konnen, wobei effector-like (Effektor-ahnliche,
z.B. Thl-like Tregs oder Thl7-like Tregs) Tregs mit zumindest temporarem
FoxP3-Verlust i.d.R. einen Funktionsverlust erfahren und eine unkontrolliertere
Immunantwort ablauft. Gleichzeitig scheinen diese effector-like Treg-Linien eine
spezifische Suppressions- und Regulationsfunktion in Bezug auf die jeweiligen
Zelllinien zu haben. Sie sind daher nicht per se pathologisch, kénnen jedoch je

nach Milieu und Persistenz pathologisch werden [30].

TGFB, IL-2, Vitamin A

IL-1B, IL-6
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!
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1
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IL-17-Produktion

TGFB + IL-1B/IL-6/IL-
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Abbildung 5: Entwicklung und Plastizitat der Treg und Th17-Zellen

Wéhrend TGFp in der Entwicklung der Treg und Th17-Zelle aus der naiven CD4*-Zelle eine
zentrale Rolle spielt und hierbei das weitere Umgebungsmilieu die Differenzierung entscheidet,
ist auch eine Plastizitat der beiden Zellgruppen je nach Zytokinmilieu zu beobachten. Th17-like
Tregs besitzen eine zunéachst erhaltene Suppressionsfunktion und sind in der Lage bei
Aktivierung in proinflammatorischem Milieu IL-17 zu produzieren. Die in antiiflammatorischem
Milieu entstehenden Trl-like Th17-Zellen sind in der Lage IL-10 zu produzieren.

Erstellt nach [24, 29]
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1.2 IL-17

IL-17 ist ein stark proinflammatorisches Zytokin. Es induziert andere
proinflammatorische  Zytokine wie IL-6 und TNF, G-CSF zur
Granulozytenstimulation, M-CSF zur Makrophagenstimulation, Chemokine
(CCL2, MIP-2) und Matrixmetalloproteasen, was zur Gewebe-Infiltration durch
Entziindungszellen und letztlich zu Gewebedestruktion fuhrt. Weiterhin induziert
es die Aktivierung und Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten [25]. Die
vorrangige Quelle fur IL-17 sind Th17-Zellen, jedoch wird es auch von NKTSs,
Neutrophilen, CD8*-T-Zellen oder yd-Zellen produziert. IL-17 ist nicht nur ein
Zytokin, sondern eine Zytokinfamilie bestehend aus 6 Mitgliedern (IL-17A-F). Die
zugehdorigen Rezeptoren sind ubiquitar auf Zellen des menschlichen Korpers zu
finden (z.B. Fibroblasten, Endothelzellen, Immunzellen) und wirken tber NF-kB

und andere Signalwege inflammatorisch auf die Zellen ein [35].

1.21 IL-17 in Autoimmunerkrankungen

Es wird angenommen, dass IL-17 eine zentrale Rolle bei diversen
Autoimmunerkrankungen, wie Asthma, Multiple Sklerose, Systemischer Lupus
Erythematodes und auch Rheumatoide Arthritis spielt [25]. Bei der Arthritis wirkt
IL-17 direkt auf die Gelenkentziindung ein und férdert die Synovitis, die Knorpel-
und Knochenschadigung sowie die Pannus-Formierung [35], dargestellt in
Abbildung 6. IL-17 wirkt synergistisch mit dem proinflammatorischen TNF,
welches in der Synovialflissigkeit betroffener Personen ebenfalls vermehrt

vorkommt [36].
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Abbildung 6: Effekt von IL-17 auf den Arthritis-Mechanismus

Darstellung der verschiedenen Wirkmechanismen des IL-17 auf ein arthritisches Gelenk,
welche insgesamt destruktiv auf das Gelenk einwirken.

NO = Stickstoffmonoxid; VEGF = vascular endothelial growth factor; RANKL = Receptor
activator of NF-kB-Ligand; M-CSF = Macrophage colony stimulating factor

Eigene Abbildung.

IL-17-Konzentrationen in der Synovia arthritischer Gelenke sind pradiktiv
bezuglich der kiinftigen Gelenkzerstérung, die Héhe der IL-17-Spiegel in Blut und
Synovialflissigkeit korrelieren mit der Krankheitsaktivitdt rheumatoider Arthritis-
Patienten [36].

1.3 Juvenile Idiopathische Arthritis (JIA)

Die chronische Arthritis im Kindesalter ist eine im Vergleich zur
Erwachsenenarthritis zwar seltenere Erkrankung, jedoch selbst mit einer
Inzidenz von 6/100000/Jahr [37] bis 35/100000/Jahr in Deutschland [38] keine
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Raritat. Der von der ILAR (International League of Associations for
Rheumatology) eingefiihrte Begriff der juvenilen idiopathischen Arthritis sammelt
die ehemaligen Begriffe der juvenilen rheumatischen Arthritis, gepragt durch das
ACR (American College of Rheumatology), und der juvenilen chronischen
Arthritis, gepragt durch die EULAR (European League Against Rheumatology).
Er ist ein Uberbegriff fir sieben unterschiedliche Formen. Gemeinsam ist
samtlichen Kategorien, dass Kinder von unter 16 Jahren fiir mindestens sechs
Wochen von einer Arthritis eines oder mehrerer Gelenke unklarer Atiologie

betroffen sind.

1.3.1 Klassifikation und Klinik

Die momentan verwendete ILAR-Klassifikation aus dem Jahr 2001 [39]
unterscheidet sieben Subgruppen der JIA und kann frihestens sechs Monate
nach Beginn der Erkrankung zugeordnet werden. Eine Uberarbeitung der
Kriterien ist aktuell durch Martini et. Al angestrebt [40]. Tabelle 3 gibt eine
Ubersicht uber die Subkategorien, die mit ihren Definitionen und

Einschlusskriterien auch in dieser Arbeit Anwendung finden.
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Tabelle 3: Kategorien der JIA laut ILAR-Klassifikation (Second Revision aus dem

Jahr 2001)
JIA- Definition Aus- Haufig
Unterform schluss- | keit
kriterien [38]
Systemische | Arthritis mit gleichzeitigem oder vorhergehendem a,b,cd 4-17 %
Arthritis Fieber von mind. 2 Wochen (davon mind. 3 Tage
(sJIA) durchgéngig erfasst) und mind. eines der folgenden
Kriterien:
e Fluchtiger erythematdser Ausschlag
e Generalisierte Lymphknotenschwellung
e Hepato- und/oder Splenomegalie
e  Serositis
Oligoarthritis | 1-4 Gelenke in den ersten 6 Erkrankungsmonaten a,b,cd, | 27-
betroffen e 56 %
o Persistierende Oligoarthritis (pOA): 1-4
betroffene Gelenke im Krankheitsverlauf
o Extended (=erweiterte) Oligoarthritis (eOA):
Uber 4 betroffene Gelenke nach den ersten 6
Erkrankungsmonaten
RF (Rheuma- | 5 oder mehr Gelenke in den ersten 6 a,b,cd |11-
faktor)- Erkrankungsmonaten betroffen, bei gleichzeitig e 28 %
negative negativem Test auf RF
Polyarthritis
RF-positive 5 oder mehr Gelenke in den ersten 6 a, b,ce 2-7T%
Polyarthritis Erkrankungsmonaten betroffen, bei gleichzeitig mind.
2-mal positivem Test (im Abstand von mind. 3
Monaten) auf RF
Psoriasis- Arthritis und Psoriasis oder b,c,d, e 2-11 %
Arthritis Arthritis und mind. 2 der folgenden Kriterien:
(PsA) e Daktylitis
¢ Nageltipfelung oder Onycholyse
e Psoraisis bei erstgradig verwandter Person
Enthesitis- Arthritis und Enthesitis oder a,de 3-11 %
assoziierte Arthritis oder Enthesitis mit mind. 2 der folgenden
Arthritis Kriterien:
(EAA) e Aktueller oder vergangener Druckschmerz in
den Sakroiliakalgelenken oder entziindlicher
lumbosakraler Schmerz
e HLA-B27-Antigen positiv
e Auftreten der Arthritis bei einem Jungen alter
als 6 Jahre
e Akute (symptomatische) Uveitis anterior
¢ Ankylosierende Spondylitis, Enthesitis-
assoziierte Arthritis, Sakroiliitis bei chronisch
entzindlicher Darmerkrankung, M. Reiter
oder akute Uveitis anterior in der Anamnese
einer erstgradig verwandten Person
Undifferen- Arthritis, die die Kriterien keiner oder mehr als einer 11-
Zierte JIA-Unterform erfillt 21 %

Arthritis
Ausschlusskriterien:
e a: Psoriasis oder positive Psoriasis-Anamnese beim Patienten oder bei
erstgradig verwandter Person
e b: Arthritis bei HLA-B27 positivem mannlichen Patient nach dem 6. Geburtstag
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e c: Ankylosierende Spondylitis, Enthesitis-assoziierte Arthritis, Sakroiliitis bei
chronisch entzundlicher Darmerkrankung, M. Reiter oder akute Uveitis anterior
oder positive Anamnese fur diese Erkrankungen in einer erstgradig
verwandten Person

e d: Nachweis von IgM-Rheumafaktor bei mind. 2 Tests im Abstand von mind. 3
Monaten

e e: Nachweis einer sJIA

Erstellt nach [39, 41]

Wahrend die Oligoarthritis gehauft in der frihen Kindheit (v.a. 2-4 Jahre) bei
Madchen auftritt, ist die EAA vor allem bei Jungen in der spaten Kindheit oder in
der Jugend zu finden. Die RF-positive Polyarthritis ist im Erkrankungsbeginn
ebenfalls in der spaten Kindheit und im Jugendalter zu verorten. Madchen sind
bei fast allen Formen der JIA haufiger betroffen, Ausnahmen bilden die eben
erwahnte EAA sowie die sJIA, die Madchen und Jungen gleich oft betrifft und
keinen Altersgipfel zeigt [41].

1.3.2  Atiologie

Die Atiologie der JIA ist noch weitgehend unklar. Wichtig ist laut aktuellen
Erkenntnissen zwischen dem Subtyp der sJIA und den anderen Untergruppen
der JIA zu unterscheiden. Bei der systemischen Verlaufsform wird namlich davon
ausgegangen, dass hier ein polygenes autoinflammatorisches Syndrom vorliegt,
bei dem eine Aktivierung des angeborenen Immunsystems eine wichtige Rolle
spielt  [42]. Weiterhin  besteht eine starke  Assoziation  zum
Makrophagenaktivierungssyndrom und zu den Zytokinen IL-1, IL-6 und IL-18
[43]. Das adulte Korrelat, der Adult-Onset Morbus Still (AODS) ist eine von der
Rheumatoiden Arthritis ganzlich abgegrenzte Autoinflammationserkrankung mit

entsprechend anderem Therapieansatz [44].

JIA-Patienten besitzen nach heutigem Kenntnisstand eine genetische
Suszeptibilitdt, es liegt eine Konkordanzrate von 25-40% bei monozygoten
Zwillingen vor [45]. Weiterhin hatten Geschwister betroffener Kinder ein erhdhtes
relatives Risiko von 15-30 verglichen mit der Gesamtbevdlkerung ebenfalls zu
erkranken [46]. Jedoch zeigt die Erkrankung eine komplexe genetische
Grundlage, da sie nicht nach Mendelschen Regeln vererbt wird, sondern auf

einer Vielzahl an genetischen Variationen basiert. Bisher wurden viele assoziierte
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Gene erforscht, die teils den HLA-Molekllen zugeordnet werden kénnen (z.B.
HLA-A2, HLA-B27, HLA-DRB1-Subtypen), teils den nicht-HLA-Molekilen
angehdren (z.B. PTPN22, MIF, SLC11A6, WISP3, TNFA). Einige dieser Gene
sind pradisponierend fur gewisse Subtypen der JIA (z.B. HLA-B27 fur EAA),
wahrend andere ebenfalls mit weiteren Autoimmunerkrankungen assoziiert sein

kénnen (z.B. PTPN22 mit dem systemischen Lupus Erythematodes) [45].

Die EAA-Form zeigt eine hohe genetische Grundlage mit einem starken HLA-
B27-Bezug (schwankende Prozentangaben des Vorkommens von HLA-B27 in
EAA-Kindern von ca. 65-80 %). Die vermehrte Expression von TLR-2 und TLR-
4 weist aulBerdem auf einen wesentlichen Anteil des angeborenen
Immunsystems in der Pathogenese hin. Weiterhin besteht eine Assoziation mit
dem ERAP-1-Molekiil [47]. Ahnlich zu den Erwachsenen-Spondyloarthritiden
besteht auch hier der Verdacht auf eine entscheidende Rolle des
Gastrointestinaltraktes. Infektionen dort werden als Ausloser einer Kreuzreaktion
mit molekularem Mimikry diskutiert [48].

Die oben erwahnte Konkordanzrate von 25-40% lasst eine rein genetische
Atiologie der JIA unwahrscheinlich werden. Die multifaktorielle Genese weist also
auf externe mogliche Risikofaktoren, wie beispielsweise Infektionen oder
maternales Rauchen, sowie protektive Faktoren wie Stillen oder Vitamin D hin,
die in diversen Studien untersucht und kontrovers diskutiert wurden. Die
Kausalitat dieser Umwelteinflisse konnte bislang nicht ausreichend geklart
werden [49, 50].

1.3.3 Pathophysiologie

In der Pathophysiologie der JIA gibt es einige Uberschneidungspunkte mit der
erwachsenen Rheumatoiden Arthritis. Histopathologisch findet in arthritischen
Gelenken eine Entzindung der Synovia mit Hypertrophie und erhéhter
Vaskularisation des Gewebes statt. Die Entztindung fuhrt letztlich zu Pannus-
Bildung sowie Knorpel- und Knochenerosionen durch aggressive Enzyme, wie
den Metalloproteasen. Auf zellularer Ebene erfolgt eine Infiltration der Synovia
mit mononukledren-Zellen, wie T- und B-Lymphozyten, Makrophagen und
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dendritischen Zellen [41]. Verschiedenen T-Zelllinien wird eine besondere
Bedeutung in der Pathogenese der JIA zugeschrieben. Insbesondere die oligo-
und polyartikularen Verlaufsformen scheinen eine starke Assoziation zu MHC II-
Allelen zu besitzen [51]. CCR5" und CXCR3" CD4*-Th1-Zellen wurden ebenso
verstarkt in entziindeten Gelenken von JIA-Kindern gefunden [52] wie aktivierte
Memory-T-Zellen. Eine zentrale Rolle in jingeren Diskussionen zur
Pathophysiologie der JIA nahmen Th17 und Tregs ein. Beide Zellpopulationen
waren im Blut von Patienten erhoht [53], Nistala et al. zeigten eine Erhdhung der
Anzahl an Thl7-Zellen bei gleichzeitiger Treg-Erniedrigung in der
Synovialflissigkeit von betroffenen Kindern [54]. Das von Th17-produzierte IL-17
scheint mit der Krankheitsaktivitat zu korrelieren und fordert tber eine Produktion
von proinflammatorischen  Zytokinen wie IL-6 und IL-8, sowie
Matrixmetalloproteasen eine Schadigung der kartilagindaren Umgebung [55]. IL-
17 wirkt synergistisch mit IL-1 und TNFa tUber den NF-kB-Faktor. Laut Chabaud
et al. fuhrt IL-17 selbst zu einer IL-1 und TNFa-Produktion in Makrophagen, was
den destruktiven Effekt dieser Zytokine auf Knochen und Knorpel Uber eine
Aktivierung von Osteoklasten und Chondrozyten sowie eine Inhibition von
Reparaturmechanismen durch Osteoblasten weiter fordert [56] (vgl. auch Kapitel
1.2.1). Insbesondere die EAA als HLA-B27 assoziierte Erkrankung beruht
pathogenetisch auf Mechanismen des angeborenen Immunsystems mit einer
ausgepréagten IL-17 und IL-23-Antwort [57]. Der genaue Einfluss der Tregs auf

die JIA ist noch umstritten und wird im Kapitel 1.4.1 naher beleuchtet.

1.34 Diagnostik

Die Diagnose der JIA ist eine klinische. Sie erfordert eine griindliche korperliche
Untersuchung mit kompletter Gelenkstatuserhebung, erganzt durch
labormedizinische Untersuchungen und Autoantikérpersuche, eine HLA-B27-
Bestimmung sowie differenzialdiagnostischen Ausschluss anderer Erkrankungen
(wie beispielsweise eine infektiose Ursache der Arthritis) und die Ermittlung der
Kriterien fur die ILAR-Einteilung. Gerade in der Padiatrie hat sich die Sonographie
als bildgebendes Verfahren zur Erfassung von akuten arthritischen

Veranderungen, aber auch von Langzeitfolgen als Mittel der Wahl durchgesetzt.
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Technische Fortschritte in der MRT- und Ultraschalltechnik versprechen
zukunftig eine schnellere und sensitivere Identifizierung von Risikopatienten fur

erosive Gelenkschaden [42].

Eine Ermittlung des Therapieansprechens erfolgt beispielsweise durch die ACR
(American College of Rheumatology)-Response und eine Analyse der
Krankheitsaktivitat durch den DAS28 (Disease Activity Score, vor allem in der
Erwachsenenrheumatologie etabilert), den JADAS (Juvenile Arthritis Disease
Activity Score) oder auch den neu entwickelten JAMAR-Score (Juvenile Arthritis

Multidimensional Assessment Report) [58].

1.35 Therapie

Je nach Verlaufsform und Schweregrad der JIA steht eine Vielzahl an
therapeutischen Madoglichkeiten zur Verfugung. NSAR (nicht steroidale
Antirheumatika) als erster Schritt der Therapie im Falle einer oligoartikularen
Verlaufsform sind die Regel [59, 60]. Sie wirken Uber Hemmung der
Cyclooxygenase analgetisch und antiinflammatorisch. Aul3erdem besteht eine
Empfehlung zur intraartikularen Glukokortikoidinjektion mit
Triamcinolonhexacetonid unabhéngig von der sonstigen Therapie bei aktiver
Arthritis [59, 60].

Bei polyartikularer Verlaufsform oder ausbleibender Besserung erfolgt zumeist
die Gabe von Methotrexat (MTX) als Basistherapeutikum, sog. DMARD (Disease
modifying antirheumatic drug) erster Wahl [59, 61]. Als Folsaureantagonist
hemmt es die Purin-Synthese und wirkt so zytosuppressiv; aul3erdem hemmt es
Uber eine  Adenosinerhbhung die  Zytokinproduktion mit  folglich
antiinflammatorischer Wirkung [62]. Bei vorhandener Enthesitis und Sakroillitis
wird MTX nicht als Monotherapie empfohlen. Hier kommen neben NSAR und
Biologika beispielsweise Sulfasalazin zum Einsatz [61].

Bei fehlendem Ansprechen der Basistherapie kann das Therapieschema seit
einigen Jahren um die Wirkstoffgruppe der Biologika erweitert werden. Die
Untergruppe der TNFa-Blocker, vorrangig bestehend aus Etanercept, Infliximab,

Golimumab und Adalimumab wird bei persistierender Krankheitsaktivitat
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zusatzlich zur MTX-Therapie verordnet. Abatacept, ein CTLA-4-Fusionsprotein,
das tber die Hemmung der T-Zell-Aktivierung seine Wirkung entfaltet, wird nach
Versagen einer TNFa-Blocker-Therapie als weitere Option gehandhabt. Ferner
liegen neue Optionen in dem IL-6-Inhibitor Tocilizumab sowie der CD20-
Hemmung durch Rituximab [59-61]. Fiur die in der Erwachsenenrheumatologie
neu etablierten Janus-Kinase-Inhibitoren wie Tofacitinib oder Baricitinib oder IL-
12/23-Inhibitoren Ustekinumab sowie den IL-17-Inhibitor Secukinumab liegen in
der padiatrischen Rheumatologie noch keine ausftihrlichen Studien vor, weshalb
sie in der aktuellen S2k-Leitlinie keine generellen Empfehlungen diesbeziglich
ausgesprochen werden [60]. Systemische Glukokortikoide werden aufgrund der
zahlreichen Nebenwirkungen nach Mdglichkeit vermieden. Anwendung finden
sie jedoch regelméaRig bei akuten Schiiben der JIA oder zur Uberbriickung bis
zum Einsetzen der DMARD-Wirkung [61].

Eine Ausnahme im Behandlungsstandard bildet die sJIA, welche in der Regel
weniger gut auf MTX oder TNFa-Blocker anspricht. Je nach Schwere der
systemischen Beteiligung kann hier gleich mit einer systemischen
Glukokortikoidtherapie und einer Biologika-Therapie mit einem IL-1- oder IL-6-
Inhibitor begonnen werden [59]. Aufgrund der Pathogenese der sJIA mit starker
Dominanz der Zytokine IL-1, IL-6 und IL-18 im inflammatorischen Milieu [43] sind
IL-1-Antagonisten und IL-6-Antagonisten besonders effektiv. Beispiele aus
diesen Substanzklassen sind Canakinumab (IL-1B-Blocker), Anakinra (IL-1-
Rezeptor-Antagonist), Rilonacept (IL-1-Rezeptormodulator) und Tocilizumab (IL-
6-Rezeptor-Blocker) [63].

Der IL-17-Inhibitor Secukinumab, der in der Erwachsenenrheumatologie bereits
regelmalige und erfolgreiche Anwendung bei Psoriasisarthritis und
Spondyloarthritis findet, besitzt seit Dezember 2021 in der padiatrischen
Rheumatologie eine Zulassung fur EAA und PsA durch die US Food and Drug
Administration (FDA) [64], nachdem die ersten positiven Ergebnisse der Phase
[l JUNIPERA Studie ein verringertes Schubrisiko unter Secukinumab bei den
genannten Gruppen im Vergleich zu Placebo zeigten [65]. In der EU ist das
Praparat seit Juni 2022 nun auch bei Kindern mit Psoriasis, PSA und EAA

zugelassen [66, 67]. Bei Erwachsenen fanden sich erhdhte IL-17- und Thl17-
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Spiegel im  peripheren Blut insbesondere bei  Psoriasis- und
Spondyloarthritispatienten [68]. Analog wurden erhohte IL-17-Spiegel in der
Synovialflissigkeit in EAA-Patienten und Patienten mit polyarthritischer JIA-Form
[55] sowie erhohte IL-17-Konzentrationen im peripheren Blut bei JIA-Patienten

verglichen mit gesunden Kontrollen gemessen [69].

Als grundlegende Therapieprinzipien sind bei allen Formen auf eine gesunde
Diat, Physiotherapie und korperliche Bewegung sowie auf einen ausreichenden
Impfschutz (Lebendimpfungen unter Immunsuppression kontraindiziert) zu
achten [70].

1.4 Autoimmunitadt am Beispiel der JIA

Autoimmunitat bezeichnet die pathologische Immunantwort des Kérpers gegen
sich selbst. T- oder B-Zellen werden durch Selbstantigene aktiviert und reagieren
autoreaktiv. Normalerweise werden solche autoreaktiven Zellen im Rahmen der
immunologischen Toleranz in Schach gehalten. Toleranz wird in zentrale
Toleranz und periphere Toleranz unterschieden. Erstgenannte spielt sich im
Knochenmark und Thymus ab, in denen Lymphozyten, die Selbstantigene
erkennen entweder sterben, den Rezeptor wechseln oder sich zu Tregs
entwickeln. Bei der peripheren Toleranz spielt die Apoptose oder die
Ruhigstellung (Anergie) der Zelle, die Selbstantigene erkennt, eine Rolle.
Weiterhin supprimieren Tregs autoreaktive Zellen. Kippt die Balance zwischen
Erregerabwehr und Kontrolle des eigenen Immunsystems, so entstehen durch
fehelerhafte Toleranz Autoimmunerkrankungen [3].

Je nach Vorkommen der Selbstantigene, gegen die der Korper bei
Autoimmunerkrankungen reagiert, konnen verschiedenste Erkrankungen
resultieren. Beispiele hierfur sind Psoriasis, Multiple Sklerose, Typ 1-Diabetes
mellitus, Rheumatoide Arthritis usw. Ca. 5 % der westlichen Bevdlkerung sind

von Autoimmunerkrankungen betroffen [2].

Abzugrenzen von den Autoimmunerkrankungen sind die Autoinflammatorischen
Syndrome, bei denen die primare Stérung im Feld des natirlichen

Immunsystems liegt. Es folgt eine sog. Inflammasomreaktion mit dem Endpunkt
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der IL-1B-Sekretion und der daraus resultierenden akuten Entzindung.
Uberlappungen der Entitaten Autoimmunitat und Autoinflammation sind moglich.
Ein Beispiel, bei dem die Inflammation im Vordergrund steht, sind die sJIA
(= Morbus (M.) Still) und der adulte M. Still [4, 44].

Als zugrundeliegende Ursachen von Autoimmunerkrankungen werden
verschiedenste Aspekte diskutiert: genetische Suszeptibilitat im Zusammenhang
mit HLA- und nicht-HLA-Genpolymorphismen, Mutationen in Genen wie
beispielsweise in FoxP3 (mit resultierendem IPEX-Syndrom) auf der einen Seite,
Umweltfaktoren wie Hormone oder Trauma und Infektionen auf der anderen
Seite. Inwiefern Infektionen Autoimmunerkrankungen triggern oder verstarken ist
noch umestritten. Angenommen werden 2 Mechanismen: die begleitende
Bystander-Aktivierung von nicht-antigenspezifischen T-Zellen Uber ein
spezifisches Zytokinmilieu und das molekulare Mimikry, bei dem kreuzreaktive
Lymphozyten mikrobielle Antigene erkennen, die wiederum Selbstantigenen
stark ahneln und daher eine autoimmune Reaktion anstol3en. Andererseits wird
eine geringere Infektionslast in den westlichen Landern mit einer steigenden
Autoimmunitatsrate in Zusammenhang gebracht und die Bedeutung der

Darmflora fur die Entwicklung des Immunsystems diskutiert [3, 4].

Bei der Rheumatoiden Arthritis (RA) und der JIA entsteht die Autoimmunitat
durch autoreaktive T-Zellen und Autoantikdrper gegen Antigene der
Gelenkhaute. Der sog. Rheumafaktor (RF), ein von B-Zellen produzierter anti-
IgG-Autoantikorper, der jedoch auch bei gesunden Patienten und gleichzeitig
nicht bei allen RA-Patienten vorhanden sein kann, lasst folgern, dass nicht nur
die B-Zellen an dieser Autoimmunerkrankung beteiligt sind. Dem RF &hnlich sind
die sog. ACPAs (anti-citrullinated protein antibodies), Autoantikdrper, die sehr
spezifisch fur die rheumatoide Arthritis sind. Der Zusammenhang mit den HLA-
DR-Genen, die wichtig fur die MHC-Komplexe und damit fur die T-Zell-vermittelte
Immunitat sind, macht erkennbar, dass autoreaktive T-Zellen ebenfalls eine Rolle
spielen konnen. Es wird vermutet, dass in der frihen Krankheitsphase
autoreaktive Th17-Zellen eine essenzielle Rolle spielen. Die produzierten

Zytokine, u.a. IL-17A und IL-1 férdern nicht nur die Gewebedestruktion, sondern
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stimulieren weitere Komponenten des Immunsystems, wie Neutrophile und

Makrophagen [2].

141 Einfluss der Tregs und Th17-Zellen auf autoimmune
Erkrankungen

Bei der Autoimmunerkrankung Psoriasis ist eine wichtige Rolle der Tregs
unumstritten.  Zahlreiche Studien haben eine Dysfunktionalitat dieser
Zellpopulation unterstrichen. Aul3erdem wurde in den Hautlasionen betroffener
Patienten eine Anreicherung von IL-17"FoxP3*CD4*-Zellen, also Th17-like
Tregs, gefunden [71]. IL-17, ob von Thl7-Zellen oder von Thl7-like Tregs
produziert, wirkt inflammatorisch speziell auf Keratinozyten [68]. Es wird
angenommen, dass der Treg-Defekt eine Grundlage fir die ungehemmte
Effektor-T-Zell-Proliferation sowie die daraus folgende Hautinflammation ist [30].

Im Falle der JIA wird der genaue Einfluss der Tregs auf die Pathogenese noch
diskutiert. Es wurden unterschiedliche Ergebnisse beziglich Treg-Anzahl im
peripheren Blut von betroffenen Kindern gefunden. In der Synovialflissigkeit
zeigte sich aber eine Erhéhung der Tregs, wobei die mildere Form der
persistierenden Oligoarthritis eine héhere Zellzahl aufwies als die der extended
Oligoarthritis [4, 72]. Eine inverse Korrelation zwischen IL-17*CD4*-T-Zellen und
Tregs stellten beispielsweise Nistala et al. fest [54], wohingegen Wu et al. kein
Ungleichgewicht zwischen Thl7-Zellen und Tregs postulierten [53]. Hohere
Th1l7-Level wiesen aul3erdem auf eine langere Zeitspanne bis zum Erreichen
eines inaktiven Krankheitsstadiums hin [53]. Auch die Funktionalitat der Tregs in
JIA-Patienten ist umstritten. Einige Studien postulierten eine gute
Suppressionsfunktion der Tregs [73], wahrend andere eine gestorte
Suppressionsfunktion der Tregs beobachten [74]. Unumstritten ist jedoch der
Einfluss von Tregs, Th17-Zellen und von IL-17 auf Pathogenese und Verlauf der
Arthritis [23, 36, 54]. Insbesondere der oligo- und polyartikularen Verlaufsform
der JIA wird aktuell eine gestérte Th1/Th17/Treg-Balance als pathophysiologisch

wegweisend zugeschrieben [51].
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1.4.2 IL-17-Inhibition als Therapieansatz bei Autoimmunerkrankungen

Es gibt eine Reihe von IL-17A- oder IL-17A/F-Inhibitoren, die derzeit in klinischen
Studien getestet werden. Der IL-17A-Inhibitor Secukinumab (Cosentyx®) ist ein
monoklonaler humaner Antikdrper, der seit 2015 von der Européischen
Arzneimittel Agentur (EMA) zur Erstlinientherapie fir mittelschwere bis schwere
Plaque-Psoriasis bei Erwachsenen zugelassen ist und seit 2016 auch fir
Psoriasis-Arthritis  und  ankylosierende Spondylitis bei Versagen der
konventionellen Therapie [75]. Im Bereich der Padiatrie ist das Préparat durch
die FDA und zuletzt im Juni 2022 auch durch die EMA flr die schwere Psoriasis,
PsA und EAA zugelassen [64, 66, 67]. Der Wirkmechanismus des IL-17A-
Inhibitors liegt in der direkten Bindung des Zytokins und damit der Verhinderung
der Interaktion mit dem zugehdrigen IL-17-Rezeptor. Er entfaltet seine Wirkung
vor allem in Erkrankungen, in denen IL-17 eine zentrale Rolle in der Pathogenese
spielt. Eine bessere Wirkung bei Psoriasis-Arthritis und ankylosierender
Spondylitis als bei der ublichen RA ist vermutlich auf die Tatsache
zurtckzufiuhren, dass IL-17 einen noch gréReren pathophysiologischen Einfluss
auf Krankheitsentwicklung und -verlauf besitzt [76, 77]. Die stark heterogenen
Effekte in RA-Patienten werden z.T. mit HLA-DR-Polymorphismen und
unterschiedlichen RF-Leveln in Verbindung gebracht [68]. In Experimenten
wurde anit-IL-17 jedoch auch eine direkte Besserung der Arthritis und
entziindeten Synovia zugeschrieben bei gleichzeitiger Verringerung von IL-6 und
IL-1 [68, 78]. In der JIA wird eine Therapie mit anti-IL-17 v.a. bei Formen mit
hohen IL-17-Spiegeln wie der EAA oder der PsA als erfolgsversprechend
angesehen, bei beispielsweise der oligoartikularen Form der JIA mit
Th1/Th17/Treg-Inbalance, jedoch niedrigeren IL-17-Spiegeln, als weniger

erfolgsversprechend [27].

IL-17-Inhibition greift jedoch grundliegend in die Th17/Treg-Achse in der
Pathogenese autoimmuner Erkrankungen ein und verschiebt sie zugunsten der
Tregs. Weitere Angriffspunkte in der Therapie sind die Inhibition von IL-1, IL-6,

IL-23 oder deren Rezeptoren und damit die Inhibition der Differenzierung und

31



Aufrechterhaltung des Thl7-Phénotyps sowie die Beeinflussung der
Transkriptionsfaktoren wie RORyt und STAT3 [19].
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2 Zielsetzung und Fragestellung

Der Einfluss der Tregs in Autoimmunerkrankungen wie der JIA ist unumstritten,
auch wenn ihre genaue Rolle noch nicht bis ins Detail geklart ist. Dabei konnte in
zahlreichen Arbeiten eine enge Beziehung der Tregs zu den IL-17-
produzierenden Th17-Zellen gezeigt werden, welche ebenfalls eine wichtige
Bedeutung in der Pathogenese der JIA besitzen. Die in den letzten Jahren
erforschte Plastizitdt der Tregs in bestimmten Umgebungsmilieus weist neue
Aspekte eben dieser Treg/Thl7-Beziehung auf. Der Einfluss des zentralen
Zytokins der Th17-Zellen, IL-17, auf die Population der Tregs wurde dabei jedoch
noch nicht beleuchtet. Ob IL-17 oder dessen Hemmung einen signifikanten
Einfluss auf die Suppressionsfunktion von Tregs oder die Stabilitat ihres
Phanotyps besitzt, ist noch unbekannt. Insbesondere in Anbetracht des starken
Einflusses von IL-17 auf die Arthritis und der neuen Therapiemdglichkeiten mit
IL-17-Inhibitoren, die in einigen Krankheitsentitaten der Rheumatologie bereits
grol3e Wirksamkeit erweisen, will diese Arbeit daher den Einfluss von IL-17 sowie

den Einfluss seines Inhibitors auf Tregs genauer untersuchen.

Ebenso ist nicht bekannt, ob Thl7-induzierende Faktoren zu phanotypischen
oder funktionellen Veranderungen der Tregs in JIA-Patienten flhren. Da in
bestimmten inflammatorischen Milieus Tregs Th17-Eigenschaften wie eine IL-17-
Produktion annehmen kénnen und moglicherweise sogar ihre eigentlichen Treg-
Funktionen bzw. ihren Phanotyp verlieren kénnen, soll zudem der genaue
Einfluss eines Thl7-stimulierenden, proinflammatorischen Kulturmilieus auf

Tregs betrachtet werden.

Wichtig fur den Vergleich des Einflusses der genannten Stimuli ist dabei zunachst
die Grundanalyse der zirkulierenden Lymphozyten im peripheren Blut
(Lymphozytenpools). Aul3erdem besteht eine bisher sehr variable Datenlage
hinsichtlich der Th1/Th17/Treg-Balance bei JIA-Patienten, einzelnen JIA-
Subpopulationen und gesunden Kontrollen. Aus diesem Grund erfolgt eine
detaillierte Untersuchung und Charakterisierung etwaiger Unterschiede im

Lymphozytenpool von gesunden Kontrollen, Patienten sowie JIA-
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Subpopulationen zur Erlangung eines tieferen pathophysiologischen

Verstandnisses.

Als Ziele der vorliegenden Arbeit wurden daher definiert:

Charakterisierung der CD4* und CD8* T-Zell-Subpopulationen mit
Analyse der quantitativen und qualitativen Unterschiede zwischen JIA-

Patienten, JIA-Subpopulationen und gesunden Kontrollprobanden.

Bestimmung des Einflusses von IL-17, anti-IL-17 und eines Thl7-
stimulierenden Kulturmilieus auf Phanotyp (Zelloberflachenmarker) und
FoxP3-Expression der Tregs von JIA-Patienten und gesunden Kontrollen.

Bestimmung des Einflusses von IL-17, anti-IL-17 und eines Th17-
stimulierenden Kulturmilieus auf die Funktionalitat (Zytokinproduktion und
Suppressionsfunktion) der Tregs von JIA-Patienten und gesunden

Kontrollen.
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3 Material und Methoden

In diesem Kapitel werden zunéachst unter 3.1 sadmtliche verwendete Materialien
und Gerate inklusive Produktnummern und Herstellern tabellarisch aufgelistet

und anschlieRend unter 3.2 die experimentellen Ablaufe und statistischen Tests

ausfuhrlich erortert.

3.1 Material

Dieses

Unterkapitel

listet

tabellarisch die verwendeten

Gerate, die

Verbrauchsmaterialien, Isolierungskits, Zytokine, Antikérper, Lésungen und

Medien sowie Chemikalien und Gase in alphabetischer Reihenfolge auf.

3.1.1 Gerate

Samtliche Gerate und Instrumente, die fur die experimentelle Arbeit verwendet

wurden, sind in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Geréate
Gerat Produktname Hersteller Katalog-/Produkt-
Nr.
Autoklav Systec DX-65 Systec GmbH, D3589
Linden,
Deutschland
Durchflusszytometer | FACS Canto |l BD Biosciences, 338962
Franklin Lakes,
USA
Flockeneisbereiter AF 103 Scotsman Ice, 474-0110
Mailand, Italien
Gefrierbehalter Nalgene Cryo Thermo Fisher 51000001
Freezing Container Scientific,
Langenselbold,
Deutschland
Inkubator B 5060 EK-CO2 Heraeus Hanau, 50001834

Kohlenstoffdioxidtank

Kiuhlschrank

COg2, 10| Tank,
100 bar

Liebherr Kiihl-
Gefrierkombination,
CN 3866, 4 °C
Liebherr Comfort
(G3013/20, -20 °C
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Deutschland
RieRner-Gase
GmbH, Lichtenfels,
Deutschland
Liebherr-
International AG,
Bulle, Schweiz
Liebherr-
International AG,
Bulle, Schweiz

3866-20B-001

28.084.459.2



Gerat

Produktname

Hersteller

Katalog-/Produkt-
Nr.

Laborpumpe

Magnetic Cell
Separation (MACS)

Magnetrihrer

Mikroskop

pH-Meter

Pipette

Hera Freeze -80 °C

Laborport Mini-
Laborpumpe

VarioMACS™

MR 3001

Wilovert S 30

pH523

PipetBoy

PipetBoy acu

Research 0,1-2,5 pl
Research 10-100 pl
Research 100-

1000 pl

Research plus
0,5-10 pl

Research plus 2-
20 ul

Research plus
10-100 pl

Research plus
20-200 pl

Research plus

Multipipette Plus
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Thermo Fisher
Scientific,
Langenselbold,
Deutschland
KNF Neuberger,
Freiburg,
Deutschland
Miltenyi Biotec
GmbH, Bergisch
Gladbach,
Deutschland
Heidolph
Instruments GmbH,
Schwabach,
Deutschland
Helmut Hund
GmbH, Wetzlar,
Deutschladn
WTW, Weilheim i.
OB, Deutschland
INTEGRA
Biosciences GmbH,
Biebertal,
Deutschland
INTEGRA
Biosciences GmbH,
Biebertal,
Deutschland
Eppendorf AG,
Hamburg,
Deutschland
Eppendorf AG,
Hamburg,
Deutschland
Eppendorf AG,
Hamburg,
Deutschland
Eppendorf AG,
Hamburg,
Deutschland
Eppendorf AG,
Hamburg,
Deutschland
Eppendorf AG,
Hamburg,
Deutschland
Eppendorf AG,
Hamburg,
Deutschland
Eppendorf AG,
Hamburg,
Deutschland
Eppendorf AG,
Hamburg,
Deutschland

51019576

N86KN.18

130-090-282

504-10000-001

1010335

09070190

101713

200464

326522

238181

327557 (steril)

4924997 (steril)
125887A

2541352 (steril)
125887A

493057Z (steril)
129374A
379067Z (steril)

4945287

F166054J



Gerat Produktname

Hersteller

Katalog-/Produkt-
Nr.

Gelaire BSBS 6A —
Laminar Flow Hood

Sicherheitswerkbank

Stickstofftank Arpege 55-
Lagerungssystem
Vakuum-
superisolierter
Flussig-Stickstofftank
200-VL/R

Vortexmischer RetschMixer

Waage Sartorius CP124S
TP3002
Wasserbad GFL Typ 1003

Zahlkammer Neubauer-
Zahlkammer
Zentrifuge Rotanta/K
Universal 32R - Typ
1610
3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Flow Laboratories
GmbH,
Meckenheim,
Deutschland

Air Liquide, Paris,
Frankreich
Cryoson GmbH,
Schdllkrippen,
Deutschland

A. Hartenstein
GmbH, Wiirzburg,
Deutschland
Sartorius AG,
Gottingen,
Deutschland
Denver Instruments
GmbH, Géttingen,
Deutschland
Gesellschaft fir
Labortechnik
GmbH, Burgwedel,
Deutschladn

A. Hartenstein
GmbH, Wirzburg,
Deutschland
Hettich Holding
GmbH, Tuttlingen,
Deutschland
Hettich Holding
GmbH, Tuttlingen,
Deutschland

11031

941744

16208517

09070190

10549879

ZK06

2260

0000645

Im Folgenden werden alle fir die Versuche genutzten Verbrauchsmaterialien in

Tabelle 5 aufgelistet.

Tabelle 5: Verbrauchsmaterialien
Material Produktname Hersteller Katalog-
/Produkt-Nr.
Blutenthnahmesystem EDTA-Monovette Sarstedt AG & Co, | 05.1167
Nimbrecht,
Deutschland
NHs-Heparin- Sarstedt AG & Co, | 02.1064
Monovette Nidmbrecht,
Deutschland
Z-Gel-Monovette Sarstedt AG & Co, 03.1524
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Material Produktname Hersteller Katalog-
/Produkt-Nr.
Safety-Multifly 21 G Sarstedt AG & Co, | 85.1638.235
Numbrecht,
Deutschland
Einfrierrdhrchen CryoTubes™ VWR, Radnor, USA | 10018-734
Einmalpipette Cellstar® Serological Greiner Bio-one 607180
Pipette sterile, 10 ml GmbH,
Frickenhausen,
Deutschland
FACS-Tube Falcon® 5 ml Corning Science 352008
Rundbodenréhrchen, | México, Reynosa,
Polystyrol Mexiko
Glaspipette Fortuna Messpipette Poulten & Graf 1 10032404
5ml:0,05 GmbH, Wertheim
am Main,
Deutschland
Fortuna Messpipette Poulten & Graf 110037404
10 ml:0,1 GmbH, Wertheim
am Main,
Deutschland
Fortuna Messpipette Poulten & Graf 110041402
20ml :0,1 GmbH, Wertheim
am Main,
Deutschland
Handschuhe Dermagrip® Vinyl WRP, Sepang, D1501-11
Examination Gloves Malaysien
MACS-Columns LD Column Miltenyi Biotec 130-042-901
GmbH, Bergisch
Gladbach,
Deutschland
MS Column Miltenyi Biotec 130-042-201
GmbH, Bergisch
Gladbach,
Deutschland
Pipettenspitzen Biosphere® Filter Tips | Sarstedt AG & Co., | 70.1130.210
0,1-10 pl NUmbrecht,
Deutschland
Biosphere® Filter Tips | Sarstedt AG & Co., | 70.760.211
2-200 pl Numbrecht,
Deutschland
Biosphere® Filter Tips | Sarstedt AG & Co., | 70.762.211
100-1000 pl Numbrecht,
Deutschland
Eppendorf Combitips | Eppendorf AG, 0030089669
advanced® 5 ml Hamburg,
Deutschland
Eppendorf Combitips | Eppendorf AG, 0030069277
50 ml Hamburg,
Deutschland
Reagiergefal SafeSeal Gefald Sarstedt AG & Co, | 72.706
1,5ml NUmbrecht,
Deutschland
SafeSeal Gefal Sarstedt AG & Co, | 72.704

0,5 ml
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Material Produktname Hersteller Katalog-
/Produkt-Nr.

Schraubréhrchen Mikro-Schraubrohre, Sarstedt AG & Co, 72.692.005
(Serum) 1,5ml Numbrecht,
Deutschland
Sterilfilter Nalgene Rapid Flow Thermo Fisher 291-4520
Scientific,

Langenselbold,
Deutschland

Zellkulturplatten 96 Well Cell Culture VWR, Radnor, USA | 10062-902
Plate U-Bottom
Zellfilter Easy-Strainer 70 ym Greiner Bio-one 542070
GmbH,

Frickenhausen,

Deutschland
Zentrifugenréhrchen Cellstar® Tube 15 ml | Greiner Bio-one 188271

GmbH,

Frickenhausen,

Deutschland

Cellstar® Tube 50 ml | Greiner Bio-one 227261

GmbH,

Frickenhausen,

Deutschland

3.1.3 Isolierungskit

Fur die Isolierung der Tregs wurde das Treg-Kit Il von Miltenyi Biotec verwendet,

welches in Tabelle 6 beschrieben ist.

Tabelle 6: Treg-Isolierungskit
Kit Beschreibung Hersteller Katalog-/Produkt-
Nr.
MACS-Kit Il Treg CD4+*CD25*CD127d4™- | Miltenyi Biotec 130-094-775
Cell Isolation GmbH, Bergisch

Gladbach,
Deutschland
3.14 Antikdrper, Zytokine, Stimulantien, Hemmstoffe und weitere

chemische Verbindungen

In Tabelle 7 werden die unterschiedlichen Antikérper (anti-CD3-Antikorper bis
Secukinumab), Zytokine (IL-18 bis TGFB1), Stimulantien (lonomycin und PMA),
Hemmestoffe (Brefeldin A) und sonstige chemischen Verbindungen (CFSE)

erfasst, welche fur die Kulturansatze der Arbeit benutzt wurden.
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Tabelle 7:

Antikorper/zytokin/
Stimulanz/Hemmstoff/

chemische
Verbindung

Beschreibung

Hersteller

Antikorper, Zytokine, Stimulantien, Hemmstoffe und weitere chemische
Verbindungen zur Kultivierung der Zellen

Katalog-
/Produkt-Nr.

Anti-CD3-Antikorper

Anti-CD28-Antikdrper

Anti-IL-17A
Secukinumab
IL-1B

IL-6

IL-17A

IL-23

TGF-B1

lonomycin
PMA
Brefeldin A

CFSE

LEAF™ Purified anti-human
CD3 Antibody, Klon: OKT3
LEAF™ Purified anti-human
CD28 Antibody Klon:
CD28.2
Anti-Interleukin-17A, Klon
eBio64CAP17

Cosentyx® 150 mg
Injektionslésung
Recombinant Human
Interleukin-113

Recombinant Human
Interleukin-6

Recombinant Human
Interleukin-17A
Recombinant Human
Interleukin-23

Recombinant Human
Transforming Growth Factor
k1

Phorbol 12-myristate 13-
acetate

Carboxyfluoreszeindiacetat-
Succinimidylester

3.1.5 Antikorper zur Zellfarbung

BioLegend, San
Diego, USA
BioLegend, San
Diego, USA

Invitrogen
Thermo Fisher
Novartis

BioLegend, San
Diego, USA
BioLegend, San
Diego, USA
BioLegend, San
Diego, USA
BioLegend, San
Diego, USA
BioLegend, San
Diego, USA

Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA
Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA
Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA
BioLegend, San
Diego, USA

Cat: 317315
Lot: B225107
Cat: 302923
Lot: B247405

REF: 16717885
Lot: 4344992
SF996
S0014A

Cat: 579404
Lot: B213360
Cat: 570804
Lot: B226168
Cat: 570504
Lot: B205785
Cat: 574102
Lot: B215828
Cat: 580704
Lot: B225284

10634-1MG

P1858-1MG

B6542-5MG

Cat: 422701
Lot: B181903

Die fur die intrazellularen und Oberflachenfarbungen verwendeten Antikdrper

werden in Tabelle 8 aufgelistet. Zunachst werden die Farbe-Antikdrper gegen

Oberflachenmolekile wie Cluster of differentiation (CD) oder Rezeptoren

aufgezahlt (CCR6 bis CXCR3), anschliel3end werden intrazellular Farbungen

gegen Transkriptionsfaktoren (FoxP3 und RORyt),

zytotoxische Proteine

(Granzym B und Perforin), Zytokine (IFNy bis TNFa) sowie das Zombie-Dye

beschrieben.
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Tabelle 8:
Antikorper

Antikorper zur Zellfarbung

Farbe

Klon

Hersteller

Chargen/Cat-
Nr.

Katalog/Lot-

Nr.

CCR6

CCR7

CD127

CD161

CD25

CD27

CD4

CD45RA

CD8

CXCR3

APC

PerCP/Cy5.5

APC/Cy7

APC/Cy7

Bv421

APC

PE/Cy7

PE/Cy7

APC

APCFire

Bv421

FITC

FITC

APC-H7

PE/Cy7

PerCP/Cy5.5

PE

GO34E3

GO34E3

GO043H7

A019D5

A019D5

HP-3G10

BC96

LG.3A10

OKT4

SK3

OKT4

OKT4

HI100

SK1

SK1

SK1

G025H7

BioLegend,
San Diego,
USA
BioLegend,
San Diego,
USA
BioLegend,
San Diego,
USA
BioLegend,
San Diego,
USA
BioLegend,
San Diego,
USA
BioLegend,
San Diego,
USA
BioLegend,
San Diego,
USA
BioLegend,
San Diego,
USA
BioLegend,
San Diego,
USA
BioLegend,
San Diego,
USA
BioLegend,
San Diego,
USA
BioLegend,
San Diego,
USA
BioLegend,
San Diego,
USA

BD
Biosciences,
Franklin
Lakes, USA
BioLegend,
San Diego,
USA
BioLegend,
San Diego,
USA
BioLegend,
San Diego,
USA
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353416

353406

353212

351348

351310

339912

302612

124216

317416

344638

317434

317408

304106

560179

344712

344710

353706

B189862

B205287

B219213

B224095

B226832

B200987

B231345

B218389

B217365

B229075

B187127

B176551

B202186

6140812

B216883

B238358

B197483



Antikorper

Farbe

Klon

Hersteller

Chargen/Cat-
Nr.

Katalog/Lot-
Nr.

FoxP3

RORyt

GranzymB

Perforin

IFNy

IL-10

IL-17A

TNFa

Zombie
Aqua™
Fixable
Viability Kit

3.1.6

PE

APC/Cy7

APC

FITC

PE

APC

Bv421

FITC

Aqua Dye

259DIC7

AFKJS-9

4S.B3

JES3-19F1

BL168

MAb11

Lésungen und Medien

BD
Biosciences,
Franklin
Lakes, USA
BD
Biosciences,
Franklin
Lakes, USA
Miltenyi
Biotec
GmbH,
Bergisch
Gladbach,
Deutschland
Miltenyi
Biotec
GmbH,
Bergisch
Gladbach,
Deutschland
BioLegend,
San Diego,
USA
Miltenyi
Biotec
GmbH,
Bergisch
Gladbach,
Deutschland
BioLegend,
San Diego,
USA
BioLegend,
San Diego,
USA
BioLegend,
San Diego,
USA
BioLegend,
San Diego,
USA

560046

17-6988-82

130-101-346

130-096-578

502506

130-540-201

506807

512322

502906

77143

7096848

E10458-1631

5140521092

5140521082

B179400

5150112265

B193895

B231952

B147230

B223424

In Tabelle 9 werden die flissigen Medienbestandteile (DMSO bis RPMI),
Trennmedien (Ficoll) und Pufferlésungen (Fixation und Permeabilization Buffer)
verzeichnet, in Tabelle 10 die festen Pufferbestandteile zusammengefasst, sowie
in Tabelle 11 die Beschreibungen zur Herstellung von gebrauchsfertigen

Ldsungen dargestellt.
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Tabelle 9:

Lésung/Medium

Beschreibung

Hersteller

Flussige Medienbestandteile, Trennmedien und Puffer

Katalog-/Produkt-
Nr.

DMSO

FBS superior
Penicillin-
Streptomycin
RPMI

Ficoll

Fixation Buffer

Permeabilization
Wash Buffer

Dimethylsulfoxid

Fetal bovine serum

Pen/Strep-PreMix,
CellpureRHP10.1

RPMI-1640 Medium with
L-glutamine and sodium

bicarbonate
FicoLite-H

Diluent Buffer

Fix/Perm™ Buffer (4x)

BD Perm/Wash™ Buffer
(10x)

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe,
Deutschland
Biochrom AG,
Berlin,
Deutschland
Carl Roth GmbH,
Karlsruhe,
Deutschland
Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA

Linaris blue GmbH,
Wertheim,
Deutschland

BD Biosciences,
Franklin Lakes,
USA

BD Biosciences,
Franklin Lakes,
USA

BD Biosciences,
Franklin Lakes,
USA

337260930

S0615/0973F

197258696

R8758-500ML

Cat: GTF1511KYA

Lot: 151132P

Cat: 51-9008101
Lot: 7146724

Cat: 51-9008100
Lot: 7146723

Cat: 51-9008102
Lot: 7251647

Tabelle 10: Feste Pufferbestandteile
Feststoffname Beschreibung Hersteller Katalog-/Proukt-
Nr.
BSA Bovines Serum Albumin Sigma-Aldrich, St. | A9647-100G
Louis, USA
PBS Phosphate-buffered-saline | Gibco, Life 18912-014
Tablets Technologies,
Carlsbad, USA
Tabelle 11: Gebrauchsfertige Lésungen
Losung Beschreibung

Einfriermedium

Erythrozyten-Lyse-Puffer

FACS-Puffer
MACS-Puffer

Nahrmedium
PBS-L6sung

3.1.7

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

8,02 g NH4Cl + 0,84 g NaHCOs + 0,37 g EDTA in

1 | destilliertes Aqua, pH-Adjustierung auf 7,3

0,5% BSA + 0,01% NaNs + 2 PBS Tabletten in
1000 ml destilliertes Aqua
0,5% BSA + 584,8 mg EDTA + 2 PBS Tabletten in
1000 ml destilliertes Aqua, pH-Adjustierung auf 7,2
RPMI + 1% Pen/Strep + 10% FBS
je 1 Tablette pro 500 ml destilliertes Aqua

Chemikalien und Gase

Zuletzt werden in Tabelle 12 die gebrauchten Chemikalien und in Tabelle 13 die

benutzten Gase aufgelistet.
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Tabelle 12: Chemikalien

Chemikalienname Hersteller Katalog-/Produkt-Nr.

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

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

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

Deutschland

Ethylendiamintetraessigsaure Sigma-Aldrich, St. Louis, USA | E-5134
EDTA

Isotonische Kochsalzlésung, Fresenius Kabi Deutschland 19KM01GB
0,9 NaCl GmbH, Bad Homburg,

Deutschland
Natriumazid NaNs3 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA | S-8032
Natriumhydrogencarbonat Merck KGaA, Darmstadt, 6329
NaHCO3 Deutschland
2-Propanol VWR, Radnor, USA 20839.366
Trypanblau Merck KGaA, Darmstadt, 1.11732.0025

Deutschland

Tabelle 13: Gase
Gas Beschreibung Hersteller
Kohlensotffdioxid Kohlenstoffdioxid 4.5, Typ Rie3ner-Gase GmbH, Lichtenfels,
10, tiefkalt, verflissigt Deutschland
Stickstoff Flissig-Stickstoff Cryoson GmbH, Schdollkrippen,

Deutschland

3.2 Methoden

3.21 Ethikvotum

Vor Beginn der Arbeit wurde das medizinische Forschungsprojekt durch das
lokale Ethikkomitee der Universitatsklinik Wuirzburg (Ethikvotum Nr. 239/10)
genehmigt. Alle Probanden, bei Minderjahrigen auch die Sorgeberechtigten,
wurden in einem ausfuhrlichen Gesprach personlich aufgeklart und erhielten eine
Informationsbroschire Uber die Inhalte der Studie. AnschlieRend folgte bei
Einverstandnis die Unterzeichnung einer Erklarung durch den Probanden sowie
ggf. den Sorgeberechtigten. Die Studie selbst wurde nach den Kriterien der
Deklaration von Helsinki 2013 [79] durchgefuhrt und beruft sich auf die Prinzipien

der Good Clinical und Good Laboratory Practice.
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3.2.2 Studiendesign

Die Studie wurde als explorative prospektive kontrollierte Kohortenstudie
durchgefuhrt. Die Hypothese lautete zum einen, dass eine verschobene
Treg/Th1l7-Balance peripherer Lymphozyten in der JIA-Kohorte vorherrscht. Zum
anderen lautete die Hypothese, dass im Th17-Milieu eine Plastizitat der Tregs
beobachtet werden kann, mit Wandlung hin zum proinflammatorischen Phanotyp
und einer verminderten Suppressionsfunktion, sowie dass die Stimulation und
die Blockade von IL-17 einen Effekt auf Tregs haben kann. Analog wurden als
Nullhypothesen festgelegt, dass sich keine Unterschiede in der Verteilung der
peripheren Lymphozyten zwischen JIA und Kontrollprobanden finden lassen und
dass weder das Th17-, noch das IL-17-, oder das anti-IL-17-Milieu einen Einfluss
auf Phanotyp und Funktion der Tregs haben.

3.23 Probanden

Insgesamt wurden fur die Studie 10 gesunde Kontrollen und 16 Patienten

rekrutiert. Ein- und Ausschlusskriterien zur Studienteilnahme sind in Tabelle 14

dargestellt.
Tabelle 14: Ein- und Ausschlusskriterien Probanden
Einschlusskriterien (JIA) Ausschlusskriterien (JIA und Gesunde)

JIA entsprechend der internationalen Kriterien | Malignome
Z. n. Transplantation
Hamatologische Erkrankungen
Monogenetische Syndrome
Schwere Infektionen in den vorangegangenen
3 Monaten

Schwere Allergien

3.231 JIA-Probanden

Die Gewinnung des Probenmaterials, namlich des Vollblutes der Probanden,
erfolgte bei erkrankten Personen, die die ILAR-Kriterien einer JIA erflllten (vgl.
Kapitel 1.3.1), im Zeitraum von Marz bis April 2017 im Deutschen Zentrum fur

Kinder- und Jugendrheumatologie in Garmisch-Partenkirchen. Nach Einwilligung
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zur Studienteilnahme wurde bei den durch die Doktorandin akquirierten Patienten
die Probenentnahme im Rahmen von Routineblutentnahmen durchgefihrt. Die
Krankheitsaktivitat wurde mittels JADAS [80] bestimmt, zusétzlich wurden eine
Anamnese und eine klinische Untersuchung durchgefuhrt, sowie Werte des
Routinelabors erhoben. Die demographischen und Kklinischen Daten der

Patienten sind in Kapitel 4.2 ausfiihrlich dargestellt.

3.2.3.2 Kontrollprobanden

Die Probenmaterialgewinnung der immunologisch gesunden Kontrollen erfolgte
an der Universitatsklinik Wirzburg. Da die JIA-Patienten eher ein jingeres Alter
haben, wurde bei der Rekrutierung der Kontrollgruppe ein ebenfalls eher
jungeres Alter angestrebt, jedoch sollten die Kontrollprobanden selbst volljahrig
sein. Die demographischen Daten der gesunden Kontrollen sind in Kapitel 4.2

naher beschrieben.

3.24 Ficoll Dichtegradientenzentrifugation

Um aus dem abgenommenen heparinisierten Blut der Probanden die peripheren
mononuklearen Zellen (PBMCs) zu isolieren, wurde eine
Dichtegradientenzentrifugation mittels Ficoll-Separation durchgefuhrt. Diese
Methode wurde von A. Bgyum [81] etabliert und bedient sich der
unterschiedlichen Dichte der einzelnen Blutbestandteile. Die allgemeine
Funktionsweise der Zentrifugation beruht darauf, dass die Partikel,
beispielsweise die Zellen, durch die Einwirkung der Rotorkraft sedimentieren. Je
nach Form, Dichte und Viskositdt des Mediums unterscheidet sich hierbei der
Sedimentationskoeffizient eines Partikels. Ahneln sich jedoch die einzelnen
Bestandteile eines Mediums sehr, so genugt die Differenzial-Zentrifugation allein
nicht mehr. Man bendétigt ein Medium, dass durch Erzeugung eines
Dichtegradientens die Unterscheidung der verschiedenen Dichten der Partikel
ermoglicht. Das Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer FicoLite-H besitzt mit
1,077 g/ml eine geringere Dichte als Erythrozyten und Granulozyten, jedoch eine
grol3ere Dichte als Lymphozyten, Monozyten und Thrombozyten [82]. Dies hat

zur Folge, dass Erythrozyten und Granulozyten am Boden sedimentieren,
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wohingegen sich die PBMCs in der Interphase zwischen Medium und Plasma
anreichern. Die Thrombozyten befinden sich ebenfalls oberhalb der Ficoll-
Schicht, verbleiben aber aufgrund ihrer geringen Grof3e im Plasma. Zur
Dichtegradientenzentrifugation wurde unter sterilen Bedingungen in einem
50 ml Zentrifugenréhrchen 9 ml Ficoll vorgelegt und vorsichtig mit einer
Einmalpipette mit 18 ml heparinisiertem Vollblut Gberschichtet. Hieraus ergab
sich ein 1/3 Ficoll zu 2/3 Blut Verhaltnis. Die anschlieRende Zentrifugation
erfolgte fir 25 min bei Raumtemperatur und 1700 rpm. Wichtig hierbei ist das
Ausschalten der Bremse, da so eine Vermischung des aufgebauten Gradienten
verhindert wird. Nach der Zentrifugation erhielt man eine Schichtung ahnlich wie
in Abbildung 7 dargestellt. Der PBMC-Ring konnte mittels Glaspipette direkt von
der Oberflache der Ficollschicht abgeerntet werden. Da das synthetische
Saccharose-Polymer  zytotoxisch ist, erfolgte ein  Waschschritt mit
0,9 %igem NaCl durch 10 min Zentrifugation bei 1700 rpm. Nach Absaugen des
Uberstandes wurde das sedimentierte Zellpellet in sterilem hypotonen
Erythrozyten-Lyse-Puffer resuspendiert und 5 min inkubiert, um eventuelle
Erythrozytenkontaminationen der PBMCs zu beseitigen. Da bei zu langer
Inkubation mit dem Lyse-Puffer auch die PBMCs Lyse-gefahrdet sind, wurde die
Reaktion mit 10 ml Nahrmedium gestoppt und die Zellen nochmals fir 5 min bei

1500 rpm zentrifugiert.
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Abbildung 7: Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation

Die dargestellte Schichtung entspricht den unterschiedlichen Lokalisationen der Medien und
Zellen vor bzw. nach Zentrifugation.
Modifiziert nach [82]]

3.25 Zellzéahlung mittels Neubauer-Zahlkammer

Um die gewonnenen PBMCs zu quantifizieren, wurde das resultierende Zellpellet
in 5 ml N&ahrmedium resuspendiert und mittels Neubauer-Zahlkammer die Anzahl
lebender Zellen bestimmt. Hierfir wurden 5 plder Zellsuspension mit
95 ul Trypanblau in einem 0,5 ml Reagiergefald gut durchmischt und davon 10 pl
in die Zahlkammer Uberfuhrt. Bei intakter Zellmembran, sprich lebenden Zellen,
kann das Trypanblau nicht ins Zytoplasma vordringen. Vitale Zellen sind in der
Mikroskopie farblos. Die Neubauer-Zahlkammer besteht aus vier grol3en
Quadraten a 0,1 pl Volumen. Um einen guten Mittelwert der Zellzahl zu erhalten,
sollten mindestens zwei, bei niedriger Zellzahl vier Gro3quadrate gezéahlt und

gemittelt werden. Danach errechnete sich die PBMC-Zahl tber folgende Formel:

Geziahlte Zellen X Verdinnungsfaktor (hier 20) X 10*(da 0,1 ul Volumen) X

Zellsuspenionsvolumen (hier 5 ml) = Gesamtzahl der Zellprobe

Dieses Zahlverfahren wurde analog bei allen anderen Zahlschritten durchgefiihrt.
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3.2.6 Einfrier- und Auftauverfahren sowie Kryokonservierung

Um nachfolgende Experimente zeitlich unabhéngig durchfiihren zu kdénnen,
wurden die gewonnen PBMCs kryokonserviert. Das verwendete Einfriermedium
enthielt als Kryoprotektivum 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO), welches bei
Raumtemperatur zytotoxische Effekte besitzt [83]. Ein zugiges Einfrieren und
Auftauen ist daher nétig, um Zellverluste zu vermeiden. Zum Einfrieren wurden
pro Einfrierréhrchen 5x10° Zellen in 1 ml Einfriermedium resuspendiert und in
Einfrierbehéltern fur mindestens 48 h bei -80 °C eingefroren. AnschlieRend

wurden die Zellen in flissigem Stickstoff bei -196 °C konserviert.

Das Auftauen der benotigten Zellen, welche in Eisboxen vom Stickstofftank ins
Labor gebracht wurden, erfolgte ebenfalls ztgig im 37 °C warmen Wasserbad
und mit sofortiger Uberfilhrung in angewarmtes Nahrmedium (je nach Zellzahl
10-20 ml). Um das toxische Einfriermedium zu beseitigen, wurden die Zellen fur
5 min bei 1500 rpm gewaschen und das resultierende Pellet in 5 ml Nahrmedium
resuspendiert. Um die genaue Zellzahl der nach dem Auftauprozess noch vitalen
Zellen zu ermitteln, wurde im Anschluss eine Zellzahlung in der Neubauer-

Zahlkammer durchgefuhrt.

3.2.7 Magnetic Activated Cell Sorting (MACS) Treg-Isolierung

Fur die Zellkulturansatze war es zunachst nétig, aus den durch die
Dichtegradientenzentrifugation erhaltenen PBMCs Tregs zu isolieren. Hierfur
wurde das sog. Magnetic Activated Cell Sorting (MACS) verwendet. Etabliert
durch Stefan Miltenyi [84] beruht diese Methode auf der Markierung von Zellen
mit magnetischen Mikropartikeln, die anschlieend in einer magnetischen Saule
separiert werden. Ein MACS-Gerat besteht aus einem permanent aktiven
Magnetsystem, in das Saulen verschiedener Grél3e hineingegeben werden
konnen. Die Saulen sind aus ummantelter Stahlwolle, um den hindurchtretenden
Zellen so wenig Schaden wie mdglich zuzufugen. Aufgrund der
ferromagnetischen Eigenschaften der Stahlwolle wird eine Saule im
Magnetsystem magnetisch aufgeladen. In dieser magnetischen Saule werden

Zellen, die in vorherigen Arbeitsschritten mit superparamagnetischen Perlen
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(MicroBeads) markiert wurden, zurtickgehalten. Wird jedoch das aul3ere
Magnetfeld entfernt, verliert die Stahlwolle ihre magnetische Eigenschaft und die

markierten Partikel konnen durch die Saule hindurchtreten.

Samtliche Arbeitsschritte wurden unter der Laminar Flow Hood durchgefiihrt, um
ein steriles Vorgehen zu gewéahrleisten. Im Detail wurden fur die Treg-Isolierung
die aufgetauten PBMCs zunachst gezahlt, insbesondere da die Zellzahl der
vitalen Zellen wichtig fur die jeweiligen Mengen der Reagenzien und Puffer war,
gefiltert und mit 10 ml MACS-Puffer fir 7 min bei 1500 rpm gewaschen. Das nach
Absaugen des Uberstandes verbleibende Zellpellet wurde in je 40 ul MACS-
Puffer pro 107 Zellen resuspendiert und mit je 10 yl CD4*CD25*CD127%™- Biotin-
Antikorper-Cocktail markiert und fur 5 min bei 4 °C inkubiert. Der Cocktail enthalt
Antikdrper gegen humanes CD8, CD19, CD123 und CD127. Im Anschluss
wurden die Zellen mit je 30 yl MACS-Puffer und 20 ul Anti-Biotin MicroBeads pro
107 Zellen gemischt und fiir 10 min bei 4 °C inkubiert. Nach dem Waschen mit
1 ml MACS-Puffer bei 1200 rpm fir 5 min wurde das resultierende Pellet in
500 yl MACS-Puffer resuspendiert und in eine durch Spulung mit 2 ml MACS-
Puffer vorbereitete, ins Magnetfeld gesetzte LD-S&aule einpipettiert. Die zuvor
markierten CD8*, CD19*, CD123* und CD127* Zellen wurden so aus der
Zellsuspension entfernt. Die aufgefangenen unmarkierten Zellen entsprachen
somit einer angereicherten CD4* Zellfraktion (sog. negative Selektion). Um die
restlichen CD4* Zellen aufzufangen, wurde die Saule zweimal mit je 1 ml MACS-
Puffer gespiilt. Diese Zellsuspension wurde bei 1200 rpm fir 5 min zentrifugiert
und das Pellet nach Absaugen des Uberstandes mit je 90 ul MACS-Puffer und
10 yl CD25 MicroBeads pro 107 Zellen gemischt. Nach 15-minUtiger
Inkubationszeit im Kuhlschrank wurden die Zellen nochmals mit 1-2 ml MACS-
Puffer bei 1200 rpm fiir 5 min gewaschen, der Uberstand abgesaugt und die
Zellen mit 500 pl MACS-Puffer in Suspension gegeben. Im Anschluss wurden die
Zellen auf eine bereits mit 500 yul MACS-Puffer gespulte und im Magnetfeld
angebrachte MS-Saule gegeben und diese dreimal mit je 500 pl MACS-Puffer
gewaschen, um eine mdglichst hohe Reinheit der MicroBeads-Positivfraktion zu
erlangen. Da in diesem Schritt der positiven Selektion die CD25* Zellen im
Magnetfeld der Saule verbleiben, musste die MS-Séaule zur Gewinnung besagter
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Zellfraktion durch Herausnehmen aus dem Feld demagnetisiert werden. Die MS-
Saule wurde hierzu auf ein 15 ml Zentrifugenréhrchen gesetzt und 1 ml MACS-
Puffer aufpipettiert. Durch schnelles und sofortiges Aufdriicken eines Stempels
wurden die CD25* Zellen von den Stahlwollfasern abgetrennt. Die nun
aufgefangenen Zellen entsprachen CD4*CD25*CD1279™M- Tregs [85]. Diese
wurden in der Neubauer-Zahlkammer in 1:2 Verdinnung gezahlt. Abhéngig von
der Grol3e des zur Verfigung stehenden Probenmaterials sowie der daraus
resultierenden Anzahl der aufgetauten vitalen PBMCs konnten zwischen 55000
und 460000 Tregs gewonnen werden, bei einem Mittelwert von 146667
(Stanardabweichung=99968, Median=90000).

3.2.8 Reinheitsmessung der isolierten Tregs

Die durch die MACS-Isolierung gewonnenen Zellen wurden auf ihre Reinheit
geprift, indem sie mit CD4-APC-, CD127-BV421- und CD25-PE/Cy7-
Antikdrpern, sowie Zombie-Losung oberflachenmarkiert wurden. Als
Negativkontrolle dienten die bei der Positivselektion zunachst aufgefangenen
CD25" Zellen. Je 20 yl der jeweiligen Zellsuspension wurden mit 30 ul eines
Antikdrpermixes aus je 0,6 pl Antikbrper in 60 ul PBS und 30 ul einer
Zombiefarbung aus 0,25 pl Zombie in 125 ul PBS (entspricht 1:500 Verdinnung)
gemischt und fir 20 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss
erfolgte ein Waschschritt mit 1 ml PBS bei 1500 rpm fur 5min und die
abschlieBende Resuspension der resultierenden Pellets in je 200 ul FACS-
Puffer. Die gefarbten Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie gemessen und
die Reinheit der CD4*CD25*CD1279M- Zellfraktion an der Gesamtheit der
gemessenen Zellen bestimmt (vgl. Abbildung 8). Die Reinheit variierte zwischen
60,7 % und 86,5 % und betrug im Mittel 74,7 % (Standardabweichung=6,83 %,
Median=70,9 %) (zur Durchflusszytometrie siehe auch Kapitel 3.2.11).
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Abbildung 8: Darstellung der Reinheitsmessung der Treg-Isolierung (=Treg-Purity,
hier bei 81,4 % der CD4*-Zellen)
3.2.9 In vitro Kultur der Tregs und Treg-Charakterisierung

Um den Einfluss von unterschiedlichen Stimuli, insbesondere von IL-17A auf den
Phanotyp und die funktionalen Eigenschaften der Tregs zu untersuchen, wurde
mit den isolierten Tregs eine in vitro Kultur angelegt. Hierflr wurden die durch
das MACS-Verfahren gewonnenen Zellen zunachst bei 1500 rpm fur 5 min
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und die Zellen in 300 pl Nahrmedium
resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde anschliel3end gleichmafiig auf 6
Wells einer 96er U-Bottom-Zellkulturplatte aufgeteilt. T-Zellen an sich benétigen
fur ihre Aktivierung und Expansion in vitro zusatzliche Signale, namlich zum einen
die Stimulation des CD3/TCR-Komplexes, welche die initiale Aktivierung der
Zellen startet, und zum anderen eine Co-Stimulation, beispielsweise in Form von
einer CD28-Aktivierung fur eine erfolgreiche Proliferation. Um einen Einfluss der
anschlieRend zugefugten Zytokinstimuli auf die Zellen tberhaupt untersuchen zu

konnen, benotigt es daher zunéchst solche zusatzlichen Signale. Darum wurden
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die Zellen, abgesehen von einer Negativkontrolle, immer mit anti-CD3
(Konzentration 1 uyg/ml) und anti-CD28 (Konzentration 0,5 ug/ml) stimuliert.
Additiv zu diesen Wachstumsstimuli wurden diverse Stimulantien verwendet,
welche auf der einen Seite ein proinflammatorisches Milieu (IL-17A, Th17-
Polarisationscocktail), auf der anderen Seite ein antiinflammatorisches Milieu
(anti-IL-17A, Secukinumab) simulieren sollten. Aufgefillt wurden die Wells mit
Nahrmedium jeweils auf 200 pl Gesamtvolumen. Mittels bereits im Labor
durchgefuhrter Vorversuche wurden geeignete Konzentrationen und
Inkubationszeiten ermittelt, die eine moglichst gute Proliferations- und
Uberlebensrate der Zellen ermoglichen. In Tabelle 15 sind die einzelnen
Reagenzien in ihren Konzentrationen in den jeweiligen Wells dargestellt. Die
Konzentrationen wurden in Pilotexperimenten ermittelt. Die Zellkultur aus Tregs
und Stimulantien wurde flr 5 Tage in einem Inkubationsschrank bei 37 °C und
5 % CO:2 inkubiert. Da die lange Inkubationszeit im Brutschrank nicht nur ein
leichtes Wachstum von Zellen, sondern auch von Pilzen und Bakterien

ermoglicht, ist ein steriles Ansetzen der Kultur sehr wichtig.

Tabelle 15: Stimulantien und deren Konzentrationen fur die Zellkultur
Stimulus Reagenz Endkonzentration
Negativkontrolle - -
Positivkontrolle Anti-CD3 1 pg/ml

Anti-CD28 0,5 pg/mi
IL-17A Interleukin-17A 50 ng/ml
Anti-IL-17A Anti-Interleukin 17A 10 pg/ml
Thl7-Polarisationscocktail | IL-1B 10 ng/ml
IL-6 20 ng/ml
IL-23 10 pg/ml
TGFB 5 ng/ml
Medikament Secukinumab 10 pg/ml

Nach 5 Tagen wurde die Kultur aus dem Brutschrank entnommen, unter dem
Mikroskop auf Proliferationsstatus und eventuelle Kontamination kontrolliert und
je 100 pl der Uberstande abgenommen, in 0,5 ml ReagiergefaRRe uberfiihrt und
fur spatere Versuche der Arbeitsgruppe bei -28 °C eingefroren. Die
verbleibenden 100 pul Zellsuspensionen wurden stimuliert und
durchflusszytometrisch auf Zellviabilitat (Zombie-Farbung) und charakteristische
Oberflachenmolekile fir Tregs (CD4*, CD25*, CD127), sowie deren wichtigen
Transkriptionsfaktor FoxP3 und aul3erdem auf Th17-Zell-typische Eigenschaften,
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wie etwa den Chemokinrezeptor CCR6 und das Zytokin IL-17 sowie auf das
inflammatorische Zytokin IFNy untersucht. Hierdurch sollte eine mdgliche
Polarisierung der isolierten Tregs durch die verschiedenen Stimuli hin zu einem
eher proinflammatorischen Phé&notyp untersucht werden. In Tabelle 16 ist das

verwendete Farbepanel der Treg-Charakterisierung dargestellt.

Tabelle 16: Farbepanel der Treg-Charakterisierung

Farbe/ APC APC/ BD BVv421 | FITC PE PE/Cy | PerCP/

Kanal Cy7 Horizon 7 Cyb.5
500

Antikdrper | CD4 CD127 | Zombie IL-17A | IFNy FoxP3 | CD25 CCR6

Darstellung der Oberflachen- und intrazellularen Farbung

3.2.10 PBMC-Charakterisierung

Um eine bessere Vergleichbarkeit der Ausgangssituation im Lymphozytenpool
zwischen gesunden und erkrankten Probanden zu ermdglichen und gegebenfalls
vorhandene Unterschiede zwischen unstimulierten und stimulierten Zellen zu
erfassen, wurde eine PBMC-Charakterisierung durchgefihrt und somit ex vivo
die PBMCs der Probanden analysiert. Hierfir wurden bei insgesamt
15 Probanden (5 gesunde Probanden sowie aus der JIA-Gruppe 5 extendend
Oligoarthritis, 3 undifferenzierte Arthritis und 2 Enthesitis-assoziierte JIA
Probanden) durchflusszytometrische Analysen an den zuvor mittels der
Dichtegradientenzentrifugation isolierten PBMCs durchgefiihrt. Die aufgetauten
Zellen wurden zunachst in der Neubauer-Zahlkammer gezahlt, durch
Filterrohrchen pipettiert, in 7 gleich grof3e Populationen aufgeteilt und
anschlieBend stimuliert (abgesehen von Well 6), in FACS-Tubes Uberflhrt,
gefarbt und mittels Durchflusszytometer gemessen. Das hierzu verwendete

Farbepanel ist in Tabelle 17 schematisch dargestellt.
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Tabelle 17:

Farbepanel der PBMC-Charakterisierung

Farbe/ Alexa | APC BD Bv421 | FITC PE PE/ PerCP/
Kanal Fluor Horizon Cy7 Cy5.5
500

Panel 1 - - - - - - - -
(Negativ-
kontrolle)
Panel 2 CD4 CD161 Zombie | IL-17A | TNFa IFNy CD8 | CCR6
(Th1/Th17- (APC/
Balance) Fire)
Panel 3 CCR7 | CCR6 Zombie | CDA4 CD45RA | CXCR3 | CD27 | CD8
(Allgemeiner | (APC/
T-Zellpool) Cy7)
Panel 4 CD8 IL-10 Zombie | CD127 | CD4 FoxP3 | CD25 | CCR6
(Tregs) (APC/

H7)
Panel 5 CCR7 | GranzymB | Zombie | CD4 CD45RA | Perforin | CD27 | CD8
(Zytotoxische | (APC/
T-Zellen) Cy7)
Panel 6 CCR7 | GranzymB | Zombie | CD4 CD45RA | Perforin | CD27 | CD8
(Zytotoxische | (APC/
T-Zellen, Cy7)
unstimuliert)
Panel 7 CD127 | RORyt Zombie | IL-17A | CD4 FoxP3 | CD25 CCR6
(Treg/Th17- (APC/
Balance) Cy7)

Darstellung der Oberflachen- und intrazelluldaren Farbung

Im Ergebnis-/Diskussionsteil wird sich nicht mehr auf die Nummer des Panels, sondern auf die
darunter in Klammern angegebene angestrebte Charakterisierung bezogen.

Panel 1 entspricht einer nichtgefarbten Negativkontrolle zum Abschatzen der

Populationsgrenzen in der Durchflusszytometer-Auswertung.

Panel 2 ermoglicht vorrangig die Abgrenzung von Thl- (CD4*, IFNy- und TNFa-
Produktion) zu Th17-Zellen (CD4*, CCR6*, CD161*, IL-17-Produktion) und kann
gegebenenfalls vorhandene Th1/Th17-Mischtypen aufzeigen.
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Panel 3 beschreibt den allgemeinen T-Zell-Lymphozytenpool anhand des
Reifegrades und der Aktivierung sowie Migrationsfahigkeit der T-Zellen. CXCR3*
Zellen besitzen eine erhohte Bereitschaft zur Migration in Entzindungsgebiete
oder werden als Thl-Zellen klassifiziert. Auch CCR6 korreliert mit der
Migrationsfahigkeit von T-Zellen und ist ein Marker fur Th17-Zellen. Weiterhin
ermdglichen die Oberflachenmolekile CD45RA und CD27 eine Unterscheidung
der T-Zellen in Naive-Zellen (CD45RA", CD27*), Gedachtniszellen (CD45RA",
CD27%) (=Memoryzellen), Effektor-Zellen (CD45RA°, CD277) und terminal
differenzierten Gedachtniszellen (CD45RA*, CD27) (=TEMRA). CCR7 selbst
ermdglicht eine Differenzierung in eher zentrale, antigenunerfahrene Zellen
(CCRT*) versus peripher aktive Zellen (CCR7-) [10].

Panel 4 dient der Differenzierung von Treg-Eigenschaften (CD4*, CD25%,
CD127-, IL-10-Produktion) gegenuber anderen Zellarten. Die CCR6-Expression
korreliert mit der Migrationsfahigkeit von T-Zellen und ist auch ein anerkannter
Marker fur Th17-Zellen.

Panel 5 charakterisiert die zytotoxischen Eigenschaften der Lymphozyten
(Perforin, GranzymB) aufgeteilt nach Naiver-, TEMRA-, Effektor- und Memory-

Fraktion.

Panel 6 entspricht dem unstimulierten Panel 5 und soll untersuchen, ob die
Stimulation der PBMCs einen Einfluss auf die normalerweise auch ohne
Stimulation bereits vorhandenen zytotoxischen Parameter der Zellen nimmt und

so eventuell relevante Ergebnisse verfalschen kdnnte.

Panel 7 untersucht die Treg/Thl7-Balance und ermittelt das Vorliegen Th17-
typischer Eigenschaften (vermehrte CCR6- und RORyt-Expression, IL-17-

Produktion) bei den Tregs und so eine mogliche Treg-Plastizitat.

3.2.11 Durchflusszytometrie

Sowohl zur Analyse des Lymphozytenpools als auch zur Messung des Einflusses
verschiedener Stimuli auf Tregs wurde in dieser Arbeit die Durchflusszytometrie

verwendet. Das Prinzip eines solchen Zytometers ist die Fluoreszenz-aktivierte
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Zell-Sortierung. Die vorher verarbeitete und Fluoreszenz-markierte Probe wird
durch Druck in das Zytometer eingesaugt. Durch das Fluidiksystem des
Zytometers wird eine laminare Stromung erzeugt und die Zellen mithilfe
sogenannter hydrodynamischer Fokussierung einzeln und zentral in Richtung
Laser befordert [86]. Das BD FACS Canto Il besitzt 3 verschiedenfarbige Laser,
die monochromatisches Licht emittieren (blau, rot und violett). Sobald das
Laserlicht auf eine Zelle trifft, wird es je nach Zelleigenschaft abgelenkt. Faktoren,
die diese Streuung beeinflussen, sind zum einen die Zellgro3e, welche eine
Veranderung des Strahls in der Richtung des urspriinglichen Lasers bewirkt und
durch eine Photodiode, den Forwardscatter (FCS), gemessen wird. Zum anderen
wird das Licht durch die Zellgranularitat nach seitwarts abgelenkt und dort in
einem circa 90 ° Winkel von einer weiteren Photodiode, dem Sidescatter (SSC),
detektiert (vgl. Abbildung 9).

Sidescatter
— Granularitat

i Forwardscatter
Lichtquelle "
g — Zellgrole
Abbildung 9: Darstellung des Laserverlaufs bei Auftreffen auf eine Zelle im

Durchflusszytometer

Das Licht wird bei Auftreffen auf die Zelle je nach ZellgréRe und Granularitat abgelenkt und von
den Photodioden des Forward- bzw. Sidescatters registriert.
Modifiziert nach [86].
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Die Aufteilung im Sidescatter und Forwardscatter erlaubt eine Differenzierung
unterschiedlicher Zellpopulationen und damit die Bestimmung der fur diese Arbeit

interessanten Lymphozyten [86] (vgl. Abbildung 10).
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Abbildung 10: Darstellung der Lymphozyten im Durchflusszytometer

Mithilfe des Forward- (FSC) und Sidescatters (SSC) kann man die Lymphozyten von anderen
Zellpopulationen, wie beispielsweise Granulozyten, differenzieren.

Um eine nadhere Differenzierung der Lymphozyten zu erlangen, kann man die
Zellen anfarben. Dies geschieht mithilfe verschiedener Antikorper, die an
Oberflachen- oder intrazellulare Strukturen der Zelle binden und die an
Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt sind. Die Fluorochrome besitzen ein jeweils
spezifisches Absorptions- und Emissionsspektrum. Das bedeutet, dass je nach
Wellenlange des Lasers, der auf die markierte Zelle trifft, ein anderer Farbstoff
angeregt wird und durch die Anregung selbst Licht emittiert. Dieses wird nach
Durchtritt durch ein System von Spiegeln, Linsen und Filtern von Detektoren

erfasst und sein Maximum ermdéglicht einen genauen Ruckschluss auf das
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Fluorochrom. Die Intensitat des Fluoreszenzsignals korreliert hierbei mit der
Menge der durch das Fluorochrom angefarbten Strukturen. Dadurch kann
ermittelt werden, welche der gemessenen Strukturen auf der Zelle vorhanden
sind, die eben in den Laserstrahl befordert wird. Die Messung der kompletten
Probe ermdglicht somit die Berechnung des prozentualen Anteils der einzelnen
Subpopulationen an der Gesamtpopulation der Zellen. Da samtliche Lichtsignale
in elektrische Signale umgewandelt werden, kbnnen die Informationen tber die
Probe mithilfe einer Durchflusszytometer-Software beispielsweise in

Punktdiagrammen (Dotplots) wiedergegeben werden [86].

Um verwertbare Messungen mittels Durchflusszytometrie durchfihren zu
konnen, musste die Probe zunachst bearbeitet werden. Vor der eigentlichen
Farbung wurden die aufgetauten oder aus Kultur kommenden Zellen zuerst
stimuliert. Hierfir wurde PMA verwendet, ein Aktivator der Proteinkinase C,
welcher Uber nachfolgende Signalwege zu einer T-Zell-Aktivierung und leichter
IL-2-Produktion fuhrt [87]. Des Weiteren wurde lonomycin hinzugefigt, welches
zum einen durch Calcium-Einstrom aktivierte Signalwege, zum anderen durch
eine mit PMA synergistische Wirkung auf die Proteinkinase C eine Aktivierung
ruhender T-Zellen bewirkt [88]. Durch diese Stimulation werden die T-Zellen zur
Zytokinproduktion angeregt. Da die Durchflusszytometrie (nicht wie
beispielsweise der ELISA, welcher die Zytokine im Kulturmilieu misst) die neu
produzierten Zytokine aus dem Inneren der Zellen misst, ist es notig, die
stimulierten Zellen an einer Zytokinsekretion nach extrazellular zu hindern. Dies
wurde durch die Addition von Brefeldin A bewirkt. Es interferiert mit der
Transportfunktion des Golgi-Apparats sowie der Vesikelbildung [89] und férdert
den retrograden Transport von Proteinen in Richtung Endoplasmatisches
Retikulum. Hierbei wird lediglich die Sekretion der Proteine verhindert, nicht
jedoch ihre Bildung [90]. Somit akkumulieren neu gebildete Proteine im
Intrazellularraum der Zelle und kénnen mit der Durchflusszytometer-Methode
gemessen werden. In Tabelle 18 sind die genannten Stimulantien/Reagenzien
und die verwendeten Konzentrationen zusammengefasst. Im Anschluss an eine
vierstindige Inkubation der Zellen mit dem Stimulationscocktail im Brutschrank

wurden die Zellen wie folgt gefarbt.
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Tabelle 18: T-Zell-Stimulation vor Zellfarbung

Stimulus/Reagenz Konzentration
PMA 30 ng/mi
lonomycin 1 pg/ml
Brefeldin A 5 pg/ml

3.211.1 Oberflachenfarbung

Fur die Markierung der Oberflachenmolekuile wurden die stimulierten Zellen nach
4 h Inkubationszeit aus ihren Wells in FACS-Tubes pipettiert. Da nun die Zellen
nicht mehr tber einen langeren Zeitraum inkubiert wurden, konnten die folgenden
Schritte auf3erhalb der Laminar Flow Hood erfolgen. Die Zellen wurden mit je
1 ml PBS gewaschen und 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert. Das resultierende
Pellet wurde nach Absaugen des Uberstandes mit 50 pl eines Antikorper-
Mastermixes (je nach Antikorper 0,3 bzw. 0,5 yl Antikorper pro zu farbender
Probe in PBS) und 50 ul einer Zombiesuspension (1:500 Verdinnung in PBS)
gefarbt, gevortext und fir 20 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Den
Negativkontrollen wurden hierbei statt des Mastermixes und der
Zombiesuspension 100 ul PBS zugefiihrt. Im Anschluss an die Inkubationszeit
erfolgte ein Waschschritt mit je 1 mlIPBS Uber 5min bei 1500 rpm, um
ungebundene Antikorper aus den Proben zu entfernen. Die Zellen wurden
anschlieBend in je 200 ul Fix/Perm-Puffer resuspendiert und fur 30 min bei 4 °C
im Dunkeln inkubiert. Dieser Schritt diente der Fixation der Zellen mit der
bisherigen Farbung und trug gleichzeitig zur Permeabilisierung der Zellmembran
bei, welche eine essenzielle Voraussetzung fir den nachfolgenden Schritt der

intrazellularen Farbung darstellte.

3.2.11.2 Intrazellulare Farbung

Nach der 30-minutigen Inkubationszeit mit dem Fix/Perm-Puffer wurden die
Zellen mit 0,5 ml Perm/Wash-Puffer gemischt und fir 5 min bei 1500 rpm
zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Pellets in je 50 pl
eines Intrazellular-Antikdrper-Mastermixes (je nach Antikérper 0,8 bzw.
1,2 ul Antikorper pro Probe in Perm/Wash-Puffer) resuspendiert, gevortext und

fur 20 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Negativkontrolle wurde
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ebenso behandelt, jedoch wurde hier statt des Mastermixes 50 ul des
Perm/Wash-Puffers verwendet. Abschlieend wurden die Proben nach der
Inkubationszeit nochmals mit je 0,5 ml Perm/Wash-Puffer gewaschen, um nicht
bindende Antikdrper zu entfernen. Es wurde zu den verbleibenden Zellen je
200 ul FACS-Puffer hinzugegeben und die Zellsuspensionen gevortext. Die
Zellproben konnten so bis zur durchflusszytometrischen Messung bei 4 °C

gelagert werden.

3.2.11.3 Auswertung mithilfe der FACS-Diva Software

Fur die Auswertung der durchflusszytometrischen Messung wurde die BD FACS
Diva Software Version 6.1.3 verwendet. Bei der Farbung einer Probe mit einem
Fluorochrom kdénnen die gemessenen Zellen in gefarbte und nicht geféarbte
Anteile unterschieden werden. Somit konnen die Zellen je nach
Oberflachenmolekilen oder produzierten Zytokinen durch das Setzen von Gates
naher definiert und in Zellpopulationen subdifferenziert werden. Dieses Verfahren
wurde standardmafig bei den Treg- und PBMC-Charakterisierungen eingesetzt.
Beispielhaft ist ein solches Gaten von Unterpopulationen in Abbildung 11

dargestellt.
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Abbildung 11: Beispielhafte Darstellung des Gatens mittels FACS Diva Software

PBMC-Charakterisierung im Farbepanel 3 der Kontrolle 4

Zunéachst wurde die CD4*-Population in allen Lymphozyten bestimmt (1), im Anschluss die
Zellen dieser Population nach ihrer CD45RA- und CD27-Expression in TEMRA, Naive, Effektor
und Memory-Zellen aufgeteilt (II). Danach wurde die CCR6-Expression der CD4* Naiven-Zellen
bestimmt (lII).

3.2.12 Suppressions-Assay

Um nicht nur den Einfluss der unterschiedlichen Stimuli auf den Phanotyp und
die Zytokinproduktion der Tregs mittels Treg-Charakterisierung bestimmen zu
kénnen, sondern aulRerdem eine funktionale Analyse der Tregs in situ zu
erstellen, wurde im Versuchsaufbau des Suppressions-Assays die Fahigkeit zur

Suppression von Immunzellen néher ermittelt. Die isolierten Tregs wurden hierfur
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mit der gleichen Menge PBMCs derselben Probe mit diversen Stimuli inkubiert
und anschlieBend die Hemmung der Proliferation der PBMCs durch die Tregs

durchflusszytometrisch gemessen.

Das Prinzip des  hierfir verwendeten Carboxyfluoreszeindiacetat-
Succinimidylester (=CFSE) -Assays beruht auf der Anfarbung derjenigen Zellen,
deren Proliferation gemessen werden soll, nAmlich der PBMCs. Hierfir wird das
zunéachst farblose Molekul CFSE mit den Zellen inkubiert. Dieses diffundiert nach
intrazellular und wird dort in ein fluoreszierendes Molekldl umgewandelt. Nun
kann es mittels Durchflusszytometrie gemessen werden. In den Zellen selbst
geht das Fluoreszein eine stabile Bindung ein, welche auch tber mehrere Tage
Kultur aufrecht gehalten wird. Teilt sich jedoch eine Zelle, so teilt sich auch das
intrazellular befindliche Fluoreszein gleichmaRig auf die nachfolgenden beiden
Tochterzellen auf, welche dann nur noch halb so viel Fluoreszein wie die
Mutterzelle enthalten. Misst man nach einigen Tagen die Proliferation der Zellen
mittels Durchflusszytometer-Analyse, so kann man ermitteln, wie viel Prozent der
Zellen proliferiert haben, ja sogar zum Teil, wie héaufig solche Teilungsschritte
stattgefunden haben (vgl. Abbildung 12) [82].

63



Count
IIIIsPllll1?ullll1fnllI12?allllzfnllllg?nlll

Suppressions-Assay Negativkontrolle 1:0-Ansatz Suppressions-Assay Positivkontrolle 1:0-Ansatz

e

M

Proliferiert Nicht Proliferiert g Proliferiert
Q
24
T Tllilll T T llTllll T T llIlllI T T e L
10 10 10* 10° 10° 10
CFSE (FITC-A) CFSE (FITC-A)

Suppressions-Assay Positivkontrolle 1:1-Ansatz

Proliferiert Nicht Proliferiert

Count
?. L Iﬁ L .11]". L IlfrOI . .lliﬁl L. F?OI L I3[?[!

CFSE (FITC-A)

Abbildung 12: Negativ- und Positivkontrolle eines Suppressions-Assays im 1:0-
Ansatz sowie Positivkontrolle im 1:1-Ansatz

Oben: In diesen Durchflusszytometer-Plots sind CFSE-markierte PBMCs ohne Tregs nach 5
Tagen Kultur links im unstimulierten und rechts im anti-CD3/anti-CD28-Milieu dargestellt.
Erkennbar ist die Anzahl der stark CFSE*-Zellen, welche den nicht proliferierten PBMCs
entsprechen, im Vergleich zu jenen PBMCs, die CFSE verloren und somit bereits einen oder
mehrere Teilungsschritte vollzogen haben.

Unten: In diesem Plot ist die Suppressionsfunktion der Tregs ersichtlich, die zu einer deutlichen
Hemmung der Proliferation der PBMCs in der Cokultur mit Tregs gefuhrt hat.

Um nicht nur die Proliferation der PBMCs messen zu kdnnen, sondern auch die
Suppressionsfunktion der Tregs aus derselben Probe, wurde der PBMC-Kultur
mit den diversen Stimuli die Co-Kultur (1:1) mit Tregs und den identischen Stimuli
gegenubergestellt. So konnte ein Ausgangswert der Proliferation (1:0-Kultur)

sowie die Reduktion der Proliferation (=Suppression) durch die Tregs (1:1-Kultur)
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entnommen werden. Dies wurde in den unterschiedlichen Stimulationsgruppen

wiederum verglichen.

Im Detail wurden daftir von den aufgetauten und gezahlten PBMCs 1x10° Zellen
abgezweigt, die dafir verwendete Nahrmediummenge auf 1 ml Nahrmedium
aufgefullt und diese Zellsuspension im Brutschrank aufbewahrt, um ein

Uberleben der Zellen zu ermdglichen.

Mit den Ubrigen PBMCs wurde eine Treg-Isolierung wie in Kapitel 3.2.9
beschrieben durchgefihrt. Nach Bestimmung der Anzahl der Tregs und der
Messung ihrer Reinheit wurden die suspendierten Zellen 5 min bei 1500 rpm
zentrifugiert und das Zellpellet in 300 pl Nahrmedium gut resuspendiert. Es folgte
eine gleichmalige Aufteilung der Tregs in 6 Wells einer 96er U-Bottom-

Zellkulturplatte durch Einpipettieren von je 50 pl Zellsuspension pro Well.

Die vorher abgetrennten PBMCs wurden mit CFSE markiert. Hierfir wurde 1 pl
des 5 mM CFSE-Stocks in 3 ml sterilem PBS resuspendiert. Die PBMCs selbst
wurden 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert und anschliel3end in 1 ml sterilem PBS
zur Lésung gebracht. Daraufhin wurde 1 ml der CFSE-L6sung mit dem 1 ml der
PBMC-L6sung gemischt und die Suspension bei Raumtemperatur im Dunkeln
fur  5min inkubiert. Die CFSE-Reaktion wurde anschlieBend mit
5 ml Nahrmedium gestoppt, die Zellen erneut 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert
und nach Absaugen des Uberstandes mit einer definierten Menge an
Nahrmedium gemischt. Diese Nahrmediummenge war abhangig von der zuvor
bestimmten Anzahl der Tregs pro Well. Am Ende sollte ein 1:1-Verhaltnis
resultieren, d.h. es sollten in den entsprechenden Wells ebenso viele Tregs wie

PBMCs vorliegen.

Die Assay-Kultur wurde abschliel3end wie in Tabelle 19 abgebildet angesetzt:

Tabelle 19: Suppressions-Assay-Ansatz
Ansatz/Stimulus PBMCs 1:0 Tregs PBMCs 1:1 Tregs
Negativkontrolle 50 ul PBMCs, 50 pul PBMCs, 50 pl Tregs,
150 pl N&hrmedium 100 pl N&hrmedium
Positivkontrolle (anti- 50 ul PBMCs, 50 pul PBMCs, 50 pl Tregs,
CD3/anti-CD28) 50 uyl Nahrmedium, 100 pl Stimulus

100 pl Stimulus
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Ansatz/Stimulus PBMCs 1:0 Tregs PBMCs 1:1 Tregs

IL-17A 50 pl PBMCs, 50 pl PBMCs, 50 pl Tregs,
50 pl Nahrmedium, 100 pl Stimulus
100 pl Stimulus

Anti-IL-17A 50 pl PBMCs, 50 pl PBMCs, 50 pl Tregs,
50 pl Nahrmedium, 100 pl Stimulus
100 pl Stimulus

Th17-Cocktail 50 pl PBMCs, 50 pl PBMCs, 50 pl Tregs,
50 pl Nahrmedium, 100 pl Stimulus
100 pl Stimulus

Medikament 50 ul PBMCs, 50 pl PBMCs, 50 pl Tregs,
50 pl Nahrmedium, 100 pl Stimulus

100 pl Stimulus

Far die Stimuli wurden dieselben Konzentrationen verwendet wie bereits in der
Treg-Kultur (vgl. Kapitel 3.2.9) beschrieben. Ebenso wurde die Kultur fir 5 Tage
bei 37°C und 5% CO:2 bebritet. Da die Zellen sehr empfindlich fur
Kontaminationen sind, ist auch beim Ansetzen des Suppressions-Assays auf

Sterilitat bei allen Arbeitsschritten zu achten.

Nach 5 Tagen wurden die einzelnen Proben mithilfe der Durchflusszytometrie

gemessen und ausgewertet.

Um die Suppressionsfunktion der Tregs je nach Kulturmilieu zu ermitteln, wurden
die Kulturansatze PBMC 1:0 Tregs und PBMC 1:1 Tregs gegenubergestellt und

die Inhibition in % wie folgt berechnet:

Proliferation PBMC unter Treg Einfluss x 100

Inhibition in % = 1 —
nhibition in % Proliferation PBMC

3.2.13 Statistische Auswertung

Die als explorative Studie angelegte Arbeit wurde statistisch mithilfe der SPSS-
Software IBM SPSS Statistics 24 (IBM Deutschland GmbH, Ehningen,
Deutschland) ausgewertet, die graphische Darstellung erfolgte mittels GraphPad
PRISM 6 (GraphPad Software, Inc.). Nach Uberpriifung auf Normalverteilung mit
dem Shapiro-Wilks-Test wurden die Uberwiegend nicht-parametrischen
kontinuierlichen, sowie nicht-verbundenen Variablen mit dem hierfiir geeigneten
Mann-Whitney-U-Test ausgewertet. Auf eine Korrektur des Typ | Fehlers durch
multiples Testen wurde aufgrund des explorativen Charakters der Studie bei der

PBMC-Charakterisierung verzichtet. Zur Betrachtung der konfirmatorischen
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Fragestellung auf den Hauptzielparameter der Stimulationsversuche mit
Polarisierbarkeit und Suppressionsfahigkeit wurde zuséatzlich die Bonferroni-
Korrektur mit jeweils entsprechender Anpassung des Signifikanzniveaus
angewandt. Zur Signifikanzangabe wurde die berechnete exakte Signifikanz
nach Mann-Whitney-U-Test verwendet. Das Signifikanzniveau wurde auf 0,05

festgelegt.
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4 Ergebnisse

Dieses Kapitel gliedert sich in die Unterbereiche der relevanten Vorversuche, der
Treg-Charakterisierung und PBMC-Charakterisierung sowie der Suppressions-

Assays.

4.1 Relevante Vorversuche vor Durchfihrung der

Kulturversuche

Vor Durchfiihrung der Treg-Charakterisierungen und der Suppressions-Assays
wurden, abgesehen von bereits durch die Arbeitsgruppe durchgefiihrten
Versuchen zu optimaler Kulturbedingung wie  Kulturzeitraum und
Reagenzienkonzentrationen, ebenfalls Versuche zur Prestimulation der Tregs
und optimaler Stimulation der PBMCs durchgefuhrt. Der Aufbau und
insbesondere die entsprechenden Ergebnisse dieser Versuche werden im

Folgenden beschrieben.

4.1.1 Prestimulationsversuch der Tregs

Da im Hinblick auf die Fragestellung eine Veranderung der Treg-Funktion im
Suppressions-Assay nach bereits erfolgter Kultur mit den Stimulantien
interessant erscheint, wurden 4 Vorversuche durchgefiihrt, die die Aussagekraft
einer vorherigen Stimulation ermitteln sollten. Aufgrund der maoglichst gleichen
Bedingungen fir Tregs und PBMCs innerhalb der Suppressions-Assays sollte
bei einer Prestimulation die gesamte Kultur stimuliert werden, weshalb bei den

Vorversuchen beispielhaft zunachst nur mit den PBMCs gearbeitet wurde.

Zum einen wurden PBMCs nach 3-tagiger Stimulation mit anti-CD3 bzw. mit anti-
CDg3/anti-CD28 mit CFSE markiert und anschlieBend fir 5 Tage mit Tregs
kultiviert. Hierbei konnte keinerlei Proliferation der PBMCs und dadurch auch

keine Suppression durch die Tregs nachgewiesen werden.

Zum anderen wurden die PBMCs nach 3-tagiger Stimulation mit anti-CD3 bzw.

anti-CD3/anti-CD28 fur 3 weitere Tage lediglich mit Nahrmedium inkubiert und
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somit eine ,Ruhephase“ nachgeahmt. Im Anschluss erfolgten eine CFSE-
Markierung und erneute Stimulation Uber 3 Tage. Auch hier konnte keinerlei
Proliferation der PBMCs mittels CFSE-Markierung nachgewiesen werden (vgl.
Abbildung 13). In einem weiteren Versuch wurde getestet, ob eine Proliferation
nachweisbar ist, wenn man die CFSE-Markierung an den Beginn der
Versuchsreihe setzt. Jedoch war auch hier nach dem Stimulation-Ruhe-

Stimulations-Zyklus keine Proliferation mehr nachweisbar.
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Abbildung 13: Fehlende Proliferation der PBMCs im Prestimulationsversuch

In der Positivkontrolle mit anti-CD3/anti-CD28 (rechts) konnte nach einem Zyklus aus
Stimulation-Ruhephase-Stimulation kein Unterschied im CFSE-Farbungsverhalten der PBMCs
zur Negativkontrolle (links) mehr festgestellt werden.

Als Schlussfolgerung wurden daher samtliche Versuche mit unbehandelten
,naturlichen® Zellen durchgeflhrt, um eine mdglichst zuverlassige Aussagekraft
der Suppressions-Assays und im Zuge des ahnlichen Versuchsdesigns auch der

Treg-Charakterisierungen zu ermdglichen.

4.1.2 Ermittlung der optimalen Zellstimulation mit anti-CD3 und anti-
CD28 fir die Suppressions-Assays

Da bekannt ist, dass anti-CD28 als Co-Stimulus aller T-Zellen auch aktivierend
und proliferativ auf Tregs wirkt [91, 92], wurden zun&chst einige Proliferations-
und Suppressions-Assays (n=3) lediglich mit anti-CD3-Stimulation durchgeflhrt.
Hierbei zeigte sich, dass diese Art der Stimulation eine bessere Abgrenzung der
zugefugten Tregs von den PBMCs ermdglichte, da diese deutlich als CFSE" zu

erkennen waren und als kleine Population auch nicht wahrend der
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Inkubationszeit proliferierten (vgl. Abbildung 14, A). Jedoch fuhrte der Mangel an
Co-Stimulation gleichzeitig zu einer beinahe nicht vorhandenen PBMC-
Proliferation (vgl. Abbildung 14, C), was eine Auswertung der Suppression durch
die Tregs unmoglich machte. Im Gegensatz dazu folgte auf die kombinierte anti-
CD3 und anti-CD28-Stimulation eine effektive PBMC-Proliferation (vgl. Abbildung
14, D). Trotz etwas vergroR3erter Treg-Populationen (entsprach in etwa der CFSE-
-Lymphozytenpopulation) war noch eine Abgrenzung von den wenig CFSE-
markierten und daher proliferierten PBMCs moglich (vgl. Abbildung 14, C),
weshalb in den folgenden Suppressions-Assays dieses Stimulationsschema

verwendet wurde.
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Abbildung 14: Positivkontrollen des Suppressions-Assays mit anti-CD3 (A und C)
sowie mit anti-CD3/anti-CD28 (B und D)

Abbildungen A und B zeigen vergleichend die Abgrenzbarkeit der CFSE-Lymphozyten
(entsprechen den Tregs im 1:1-Ansatz) von stark/gemindert CFSE*-Lymphozyten. Abbildungen
C und D zeigen vergleichend die Proliferation der PBMCs im 1:0-Ansatz.

4.2 Probandencharakterisierung

Von den 16 rekrutierten JIA-Patienten waren 9 Patienten als extendend
Oligoarthritis (eOA), 1 als persistierende Oligoarthritis (pOA), 1 als seronegative
Polyarthritis (RF P), 3 als undifferenzierte Arthritis (UD) und 2 als EAA
klassifiziert. Die Patienten zeigten sich unter Medikation in laborchemischer
Remission  (jeweils 2  Patienten mit lediglich leicht erhohten
Entzindungsparametern) sowie klinisch mit geringer Krankheitsaktivitat
(lediglich 4 Patienten mit aktiven Gelenken; in diesen 4 Fallen waren 1, 3, 3 oder
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4 Gelenke betroffen). Die demographischen Merkmale der Patienten und
Kontrollen sind in Tabelle 20, die klinischen Daten der Patienten in Tabelle 21
abgebildet.

Tabelle 20: Demographische Daten der Studienpopulation

JIA eOA pOA RF P uD EAA HC
gesamt

Anzahl 16 9 1 1 3 2 10

Anzahl 8 (50%)/ 3(33,3%)/ | 1(100%)/ | 0 (0%)/ 2 (66,7%)/ | 2 (100%)/ | 2 (20%)/

mannlich 8 (50%) 6(66,7%) | 0(0%) 1(100%) | 1(33,3%) | 0(0%) 8 (80%)

(%)/

weiblich

(%)

Alter in 156+4,8 | 166%56 | 10 21 15+1,4 125+05 |234+17
(15,5; 8- (17; 8-27) (16; 13-16) | (12,5; 12- | (23,5; 19-

J{:\hren zum 7 O @

Einschluss-

zeitpunkt

Alter in 55+4,1 3,724 4 5 9,3+6,0 9+1 -

Jahren zum | 4 1-15) (3;1-10) (12; 1-15) | (9; 8-10)

Diagnose-

zeitpunkt

Krankheits- | 101+6,2 | 129+56 |6 16 5,7+ 4,6 35+15 -

dauer in (11;1-24) | (13;4-24) (4,112) | (35;25)

Jahren

Angaben in absoluten Zahlen/Prozentzahlen oder als Mittelwert + Standardabweichung
(Median; Minimum-Maximum), JIA = juvenile idiopathische Arthritis, eOA = extended
Oligoarthritis, pOA = persistierende Oligoarthritis, RF- P = seronegative Polyarthritis,

DU = undifferenzierte Arthritis, EAA = Enthesitis-assoziierte Arthritis, HC = Healthy Control.
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Tabelle 21:

Klinische Daten der JIA-Patienten

JIA gesamt
Medikation 15/ 93,8%
Nichtsteroidale 8/ 50%
Antirheumatika?
Methotrexat® 7/ 43,8%
Glukokortikoide® 2/ 12,5%
Biologikad 12/ 75% Tocilizumab 1/ 6,3%
Adalimumab 4/ 25%
Abatacept 2/ 12,5%
Etanercept 5/ 31,3%
Mycophenolat-Mofetil® 2/ 12,5%
Sulfasalazin' 1/ 6,3%
Vitamin D Supplementation® | 5/31,3%
ANA (antinuclear antibodies) | 12/ 75%
positiv
RF positiv 0/ 0%
HLA-B27 positiv 3/ 18,8%
CRP (C-reactive protein) | 0,14 + 0,26
(mg/dl) (0,01; 0-0,93)
BSG (Blutsenkungs- | 11,4 + 10,2
geschwindigkeit) (mm/h) (6,5; 2-35)
Leukozyten x10® pro pl|6,6+23
(Standard 4,8-10) (6,4; 2,4-11,5)
Lymphozyten Absolut in G/I 25+0,8
(Standard 1,2-3,4) (2,4;1,3-4,3)
Relativ in % 41,3+11,1
(Standard 26-40%) (41,0; 13,8-64)
Thrombozyten x10° pro pl | 226,8 + 54,3
(Standard 150-450) (232; 138-327)
JADAS  (Juvenile  Arthritis | 6,8 £5,3
Disease Activity Score) (6; 0-17,2)

Angaben in absoluten Zahlen und in Prozentzahlen (n/ %) oder als
Mittelwert £ Standardabweichung (Median; Minimum-Maximum)

Medikamentendosen:

a Celecoxib 400mg/Tag (d) per os (p.o.), Ibuprofen 400-1200mg/d p.o., Naproxen 500-

1000mg/d p.o., Diclofenac 25-30mg/d p.o.

b Methotrexat 12,5-25mg/Woche subkutan (s.c.) (gewichtsadaptiert < 15mg/m2/Woche)

¢ Glukokortikoid retardiertes Prednison 5mg/d p.o., Prednisolon 15mg/d p.o.

d Biologika: Tocilizumab 480mg/4 Wochen intravenés, Adalimumab 20mg/2 Wochen s.c.-
40mg/10d s.c., Abatacept 125mg/Woche s.c.-750mg/4 Wochen s.c., Etanercept 25mg/2

Wochen s.c.-50mg/Woche s.c.

¢ Mycophenolat-Mofetil 500-2000mg/d p.o.

f Sulfasalazin 1g/d p.o.

9 Vitamin D 500IE/d-20000IE/2 Wochen p.o.

JADAS-Berechnung: Einschatzung Arzt (0-10) + Einschatzung Patient (0-10) + Anzahl aktiver

Gelenke + (BSG-20/10)

73




4.3 PBMC-Charakterisierung

Das Kapitel der PBMC-Charakterisierungsergebnisse gliedert sich in eine
Betrachtung der fur diesen Versuchsteil verwendeten Proben und in eine genaue

Analyse der Ergebnisse der einzelnen Farbepanels.

4.3.1 Charakterisierung der Probandengruppen fur die PBMC-
Charakterisierung

Fur die PBMC-Charakterisierung wurden die Proben von 10 Patienten und 5
gesunden Kontrollen verwendet. Die Proben wurden innerhalb der beiden
Probandengruppen zufallig ausgewahlt. Die demographische Beschreibung der

beiden Kohorten ist in Tabelle 22 dargestellt.

Tabelle 22: Demographische Beschreibung der Patienten (JIA)- und
Kontrollkohorte (HC) der PBMC-Charakterisierung
JIA HC
N Haufigkeit N Haufigkeit
in % in %
Ménnlich 7 70 1 20
Weiblich 3 30 4 40
M+ SD Median M+ SD Median P-Wert
(Min.-Max.) (Min.-Max.)

Alter (Jahre) bei | 15,6 £+ 2,8 15,5 (12-20) | 22,4+ 2,0 23,0 (19-24) | 0,003
Blutentnahme

Alter (Jahre) bei | 6,6 +5,0 6,0 (1-15)
Diagnose

Krankheitsdauer | 9,0+5,5 11,0 (1-16)
in Jahren

M = Mittelwert; SD = Standardabweichung; Min. = Minimalwert; Max. = Maximalwert

43.1.1 Charakterisierung der Patientenkohorte

Die Patientenkohorte gliederte sich in eine Kohorte mit 5 extended Oligoarthritis-
Patienten, 3 Patienten mit undifferenzierter (HLA-B27 negativer) Arthritis und 2
EAA-Patienten. Da in Studien signifikante Unterschiede zwischen oligo-
/polyartikularen JIA-Subtypen und EAA/sJIA-Patienten bezuglich der peripheren
Lymphozytenverteilung festgestellt wurden, besteht die mit den gesunden
Kontrollen verglichene JIA-Gruppe aus den 5 eOA und 3 UD-Patienten. Da die
Probenzahl der EAA-Gruppe mit 2 als sehr niedrig eingestuft wird, werden diese
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Proben lediglich deskriptiv beschrieben. Die demographische Beschreibung der
beiden Kohorten der Patientengruppe ist in Tabelle 23 dargestellt.
Tabelle 23: Demographische Beschreibung der mit den Kontrollen zu

vergleichenden JIA- und der separierten EAA-Gruppe der PBMC-
Charakterisierung

JIA EAA
N Haufigkeit in N Haufigkeit in
% %
Ménnlich 5 62,5 2 100
Weiblich 3 37,5 0 0
M = SD Median (Min.- M = SD Median (Min.-
Max.) Max.)
Alter (Jahre) bei 16,4+24 16 (13-20) 12,5+ 0,5 12,5 (12-13)
Blutentnahme
Alter (Jahre) bei 6,0+ 3,5 3,5 (1-15) 90+1 9,0 (8-10)
Diagnose
Krankheitsdauer in | 10,4 + 4,9 12,5 (1-16) 48+4,3 3,5 (2-5)
Jahren

JIA = juvenile idiopathische Arthritis, EAA = Enthesitis-assoziierte Arthritis, M = Mittelwert;
SD = Standardabweichung; Min. = Minimalwert; Max. = Maximalwert

In der JIA-Gruppe erhielten 2 Patienten lediglich ein NSAR als Therapieschema.
Die anderen 5 Patienten erhielten neben einer konventionellen synthetischen
Basistherapie auch ein Biologikum. In der EAA-Gruppe erhielt ein Patient ein

Biologikum, der andere eine kombinierte Basistherapie.

In der JIA-Gruppe waren 5 Patienten ANA positiv und 1 Patient HLA-B27 positiv.
1 Patient der EAA-Gruppe war ANA positiv und beide HLA-B27 positiv. Alle

Patienten waren RF negativ.

Je 2 Patienten der JIA-Gruppe zeigten leichte CRP bzw. BSG-Erh6hungen, 1
Patient eine Leukozytose mit gleichzeitiger leichter relativer Lymphopenie, 4
Patienten eine absolute oder relative leichte Lymphozytose.

Beide EAA-Patienten hatten eine leichte relative Lymphozytose, wovon 1 Patient

eine gleichzeitige Leukopenie hatte (vgl. Tabelle 24).
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Tabelle 24: Laborwerte der Patientenkohorte der PBMC-Charakterisierung

JIA EAA
Laborwert Referenzbereich | M £ SD M £ SD
(Median; Min.-Max.) (Median; Min.-Max.)
CRP (mg/dl) <0,5 0,21 +0,33 0,01 £0,01
(0,20; 0-0,93) (0,01; 0-0,02)
BSG (mm/h) <15-20mm/h 11,8 +11,0 95+5,6
(6,5; 2-35) (9,5; 3,9-15)
Leukozyten/pl 4800-10000 7675 £ 1705,7 4150 = 650
(7300; 5800-11500) (4150, 3500-4800)
Lymphozyten absolut | 1,2-3,4 2,7+0,7 210
(G (2,8;1,6-3,7) (2,1;2,1-2,1)
Lymphozyten relativ | 26-46 36 £10,0 51,8+ 8,6
(%) (39,3; 13,8-45,5) (51,8; 43,2-60,3)
Thrombozyten/pl 150000-450000 248375 + 45705,4 195000 + 4000
(240500; 172000- | (195000; 155000-
327000) 235000)

JIA = juvenile idiopathische Arthritis, EAA = Enthesitis-assoziierte Arthritis, M = Mittelwert;
SD = Standardabweichung; Min. = Minimalwert; Max. = Maximalwert

4.3.2 Analyse des allgemeinen T-Zell-Lymphozytenpools

Das Panel zur Analyse des allgemeinen T-Zell-Lymphozytenpools ermdglichte
die Darstellung des Reife- und Aktivitatsgrades der T-Lymphozyten sowie der
Migrationsfahigkeit und erster Th1/Thl7-Eigenschaften (vgl. auch Tabelle 1,
Tabelle 2, Tabelle 25 sowie Abbildung 1), Diese Darstellung wird nachfolgend
deskriptiv betrachtet und Unterschiede zwischen den Populationen analysiert.
Zuvor ist in Tabelle 26 das Beispielgating fur je eine gesunde Kontrolle und einen
JIA-Patienten dargestellt.

Tabelle 25: Reife-und Aktivitatsgrad der Lymphozyten
T-Zellpopulationen CD45RA* CD45RA"
CcD27* Naive Memory
CD27 TEMRA Effektor
Tabelle 26: PBMC-Charakterisierung des allgemeinen T-Zell-Lymphozytenpools
einer gesunden Kontrolle (HC) und eines Patienten (JIA)
Allgemein
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Prozentangaben der Anteile an den jeweiligen Subpopulationen
Nach dem Zombie-Gating (= Ausschluss der toten Zellen) wurden alle Gates in der lebendigen
Lymphozytenpopulation (entspricht Nicht-Zombie) gesetzt.

4321

Reife- und Aktivitatsgrad der CD4*-T-Zellen

CXCR3*- sowie CCR6"-Zellen waren anteilig an der CD4*-Population in der JIA-

Kohorte im Vergleich zur Kontrollkohorte signifikant erh6ht. Ebenso verhielt es
sich mit den doppelpositiven CXCR3*CCR6*CD4*-Zellen. Die CCR7*-Zellen

waren bezogen auf die CD4*-Population in der Patientengruppe ebenfalls leicht

erhoht, jedoch nicht signifikant. Bezuglich der einzelnen o0.g. Reifegrade liel3 sich
kein Unterschied feststellen (vgl. Tabelle 27, Abbildung 15).

Der CXCR3*-Anteil in der CD4*-TEMRA-Zellpopulation der JIA-Gruppe war

verglichen mit der Kontrollgruppe tendenziell erniedrigt, der in der CD4*-Naive-

und CD4*-Memory-Zellpopulation hingegen signifikant erhéht. In der CD4*-

Effektor-Population lieR sich kein signifikanter Unterschied bzgl. der CXCR3-

Expression erkennen (vgl. Abbildung 15).

Die CCR6-Expression wiederum war in der JIA-Gruppe in samtlichen 0.g. CD4*-

Subpopulationen signifikant erhéht (vgl. Abbildung 15).
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Tabelle 27:

Vergleich des Reife- und Aktivitatsgrads der CD4*-Zellen zwischen

Patienten- und Kontrollkohorte

HC JIA P-Wert | EAA
Probanden- 5 8 2
Anzahl
Gate Subpopulation
CD4* CXCR3* 1,26 + 0,42 3,03+1,80 0,006 2,15+ 0,35
(1,10; 0,8-1,9) | (2,15; 1,6-6,8) (2,15;1,9-2,4)
CD4* CCRe6* 754 +4,12 16,96 + 6,20 0,019 5,25+ 0,07
(6,70; 2,5- | (18,50; 3,3- (5,25; 5,2-5,3)
13,8) 23,4)
CD4* CXCR3*CCR6* | 0,24 £ 0,15 1,06 + 0,55 0,003 0,55 £ 0,07
(0,20; 0,1-0,5) | (0,80; 0,4-1,8) (0,55; 0,5-0,6)
CD4* CCRT7* 3,34+2,41 4,63+ 2,04 0,222 14,05 + 5,16
(2,10; 1,4-7,1) | (4,25; 2,3-8,6) (14,05; 10,4-
17,7)
CD4* Naive 39,01 +18,32 |48,71+10,40 | 0,284 53,60 £ 5,94
(38,10; 22,4- | (45,75; 37,0- (53,60; 49,4-
66,5) 68,1) 57,8)
CXCR3* 0,96 + 0,56 3,09 £ 2,07 0,006 1,85+0,21
(0,80;0,4-1,9) | (2,45;1,1-7,7) (1,85; 1,7-2,0)
CCR6* 1,14 + 0,60 3,78+ 1,57 0,006 2,70+0,14
(1,10; 0,5-2,1) | (3,90; 1,5-5,6) (2,70; 2,6-2,8)
CD4* Memory 4548 + 11,98 | 41,09+ 7,19 0,354 36,25 + 4,60
(48,40; 27,3-| (42,75; 27,3- (36,25; 33,0-
58,7) 50,5) 39,5)
CXCR3* 1,12 + 0,33 2,83+2,03 0,011 2,10+ 0,28
(1,00; 0,9-1,7) | (1,75;1,3-7,0) (2,10; 1,9-2,3)
CCR6* 10,54 £ 5,95 25,96 + 10,49 | 0,030 5,85+ 1,06
(9,70; 5,4- | (26,70; 4.4- (5,85; 5,1-6,6)
20,6) 41,1)
CD4* Effektor 13,00 + 7,09 7,75+2,78 0,222 7,00+ 1,41
(11,40; 5,1-| (8,75; 3,3-10,7 (7,00; 6,0-8,0)
22,5)
CXCR3* 1,28+ 0,70 1,10+ 0,49 0,943 0,65 + 0,07
(1,00; 0,6-2,4) | (1,15;0,3-1,7) (0,65; 0,6-0,7)
CCR6* 14,24 + 7,40 34,81 £ 15,24 | 0,019 13,45+ 7,99
(23,60; 7,1-| (33,05; 10,2- (13,45; 7,8-19-
26,5) 57,1) 1)
CD4* TEMRA 2,46 £ 2,40 2,43+ 1,97 1,000 3,15+ 0,07
(1,80; 0,9-6,7) | (1,45; 0,7-6,6) (3,15; 3,1-3,2)
CXCR3* 6,38 + 2,55 3,39+1,51 0,065 3,00+ 2,12
(7,30; 2,6-8,6) | (3,60; 1,0-5,4) (3,00; 1,5-4,5)
CCRe6* 14,92 + 7,67 44,05 + 17,29 | 0,006 27,90 + 13,29
(12,00; 7,8- | (50,25; 21,8- (27,90; 18,5-
27,8) 71,8) 37,3)

Werte in % anteilig an jeweiliger Lymphozytenpopulation. Angaben in

Mittelwert £+ Standardabweichung (Median; Minimum-Maximum)
P-Wert-Angabe als Vergleich HC mit JIA (Mann-Whitney-U Test). Signifikanz: p<0,05 (fett)
HC = Healthy Control, JIA = juvenile idiopathische Arthritis, EAA = Enthesitis-assoziierte

Arthritis

Im deskriptiven Vergleich der JIA-Gruppe mit den separierten EAA-Patienten
zeigte sich, dass die EAA-Patienten weniger CXC3* und CCR6* Zellen in den
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CD4-Lymphozytenpopulationen hatten, jedoch ein groRerer Anteil CCR7*-Zellen

vorlag (vgl. Tabelle 27).

4.3.2.2

Reife- und Aktivitatsgrad der CD8*-Zellen

Es war ein signifikant erhéhter Anteil an CXCR3* und CXCR3*CCR6*-Zellen in
den CD8*-Lymphozyten in der JIA-Gruppe feststellbar. CCR6* und CCR7*-Zellen

waren hier ebenfalls tendenziell erhdéht. Ferner lie3 sich ein nicht-signifikant

erhohter Anteil an CD8" Naiven Zellen in der Patientengruppe messen. Die

CXCR3 und CCR6-Expression war in dieser Subpopulation in JIA-Probanden
signifikant erhéht (vgl. Tabelle 28, Abbildung 16).
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Tabelle 28:

Vergleich des Reife- und Aktivitatsgrads der CD8*-Zellen zwischen
Patienten- und Kontrollkohorte

HC JIA P-Wert | EAA
Probanden- 5 8 2
Anzahl
Gate Subpopulation
CcD8* CXCR3* 2,26 + 1,06 541+ 3,31 0,019 2,75+£0,21
(1,90; 1,3-3,9) | (4,25; 2,6- (2,75; 2,6-2,9)
11,7)
CcD8* CCRé6* 3,36+ 2,31 7,79 £ 6,23 0,065 3,10+0,71
(2,20; 1,6-7,1) | (5,45; 3,4- (3,10; 2,6-3,6)
22,1)
CD8* CXCR3*CCR6* | 0,12+ 0,11 1,13+0,81 0,002 0,60 +0,14
(0,105 0,0-0,3) | (1,00; 0,4-3,0) (0,60; 0,5-0,7)
CD8* CCR7* 5,34+ 341 10,71+ 7,25 0,065 24,65+ 7,85
(5,50; 2,3- | (7,45; 3,2- (24,65; 19,1-
10,8) 24,0) 30,2)
CD8* Naive 46,50+ 21,58 | 67,36+ 11,21 | 0,065 62,95 + 9,83
(44,80; 22,2- | (66,30; 50,2- (62,95; 56,0-
77,2) 82,4) 69,9)
CXCR3* 2,88 +1,32 6,20 + 4,00 0,045 2,70+ 0,42
(2,50; 2,0-5,2) | (4,80; 2,5- (2,70; 2,4-3,0)
14,0)
CCRé6* 1,56 £ 0,59 5,65+ 2,79 0,003 3,90 + 1,27
(1,205 1,1-2,3) | (4,95; 2,2- (3,90; 3,0-4,8)
10,3)
CcD8* 29,48 + 14,88 | 21,01 +6,69 0,284 20,25 + 2,05
Memory (30,60; 11,5- | (20,65; 9,9- (20,25; 18,8-
51,1) 31,0 21,7)
CXCR3* 2,02+0,68 3,98 +2,23 0,127 4,80 + 1,56
(2,10;1,1-2,8) | (3,25;1,8-7,1) (4,80; 3,7-5,9)
CCR6* 6,58 + 4,44 13,91 +12,78 | 0,284 2,45+0,21
(6,60; 2,1- | (10,30; 4,5- (2,45; 2,3-2,6)
12,7) 43,8)
CD8* 7,52 + 4,66 3,85+2,54 0,127 5,75+ 0,92
Effektor (6,90; 1,8- | (3,50; 1,1-9,3) (5,75; 5,1-6,4)
12,9)
CXCR3* 1,22+0,78 1,26+1,52 0,724 2,35+0,92
(0,90; 0,6-2,5) | (0,80; 0,0-4,3) (2,35; 1,7-3,0)
CCR6* 6,86 + 5,85 17,38 £ 14,70 | 0,127 2,55+ 0,64
(4,70; 2,8- | (12,70; 1,9- (2,55; 2,1-3,0)
16,9) 50,0
CcD8* 16,50+ 15,68 | 7,79 + 6,18 0,171 11,05 + 6,86
TEMRA (10,40; 5,3- | (5,60; 3,2- (11,05; 6,2-
44.1) 21,9) 15,9)
CXCR3* 0,68 + 0,79 1,25+ 0,74 0,222 1,70+ 1,41
(0,30; 0,3-2,1) | (1,20; 0,2-2,6) (1,70; 0,7-2,7)
CCR6* 2,76 £ 2,46 4,59 + 3,11 0,171 2,95+ 1,63
(2,00; 1,0-7,1) | (4,00; 1,6- (2,95; 1,8-4,1)
10,7)

Werte in % anteilig an jeweiliger Lymphozytenpopulation. Angaben in

Mittelwert + Standardabweichung (Median; Minimum-Maximum)
P-Wert-Angabe als Vergleich HC mit JIA (Mann-Whitney-U Testt). Signifikanz: p<0,05 (fett)
HC = Healthy Control, JIA = juvenile idiopathische Arthritis, EAA = Enthesitis-assoziierte

Arthritis
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Im deskriptiven Vergleich der JIA- mit der EAA-Gruppe lie3en sich wie bereits in
der CD4*-Lymphozytenpopulation eine niedrigere CXCR3- und CCR6-
Expression, jedoch ein erhohter Anteil an CCR7*-Zellen in den CD8*-T-Zellen
der EAA-Patienten feststellen (vgl. Tabelle 28).

4.3.3 Analyse der zytotoxischen Charakteristika im Lymphozytenpool

4.3.3.1 Zytotoxische Charakteristika in stimulierten Zellen

Die im Panel zur Ermittlung der Zytotoxizitat gefarbten Zellen wurden nach
gleicher Prozedur wie die ubrigen Zellen stimuliert und die zytotoxischen
Eigenschaften (Perforin- und GranzymB-Produktion) analysiert und statistisch
ausgewertet. In Tabelle 29 ist das Beispielgating je einer gesunden Kontrolle und

eines JIA-Patienten abgebildet.

Tabelle 29: PBMC-Charakterisierung des zytotoxischen Profils der Lymphozyten
einer gesunden Kontrolle (HC) und eines Patienten (JIA) nach
Stimulation
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Prozentangaben der Anteile an den jeweiligen Subpopulationen
Nach dem Zombie-Gating (= Ausschluss der toten Zellen) wurden alle Gates in der lebendigen
Lymphozytenpopulation (entspricht Nicht-Zombie) gesetzt.

In der Subpopulation der Naiven- und Memory-CD4*-Zellen fiel eine signifikant
gesteigerte Perforinproduktion in der JIA-Gruppe verglichen mit den Kontrollen

auf. In den Naiven-Zellen war aul3erdem der GranzymB*-Zellanteil signifikant

erhoht. Der Anteil an Perforin*GranzymB*-Zellen an den CD4*-T-Zellen war
ebenfalls signifikant erhoht. Die Effektor- und TEMRA-CD4*-Zellen der JIA-

Gruppe zeigten im Schnitt ein (nicht-signifikantes) geringeres zytotoxisches
Profil.

Innerhalb der CD8*-Zellen zeigte sich im Vergleich der Patienten- mit der

Kontrollgruppe lediglich bei der Perforinproduktion in den Memory-Zellen ein

88




signifikant gesteigertes Vorkommen in der JIA-Kohorte. Erwahnenswert sind

weiterhin der (nicht-signifikant) erniedrigte Anteil an Perforin*GranzymB*-Zellen

an den CD8*-Zellen in der Patientengruppe (vgl. Tabelle 30, Abbildung 17).

Tabelle 30: Vergleich des zytotoxischen Profils von CD4*- und CD8*-Zellen bei
Kontroll- und Patientenkohorte
HC JIA P-Wert | EAA
Probanden- 5 8 2
Anzahl
Gate Sub-
population
CD4* Naive Perforin* 0,86 £ 0,31 2,75+1,99 0,030 1,80+0,71
(0,70; 0,6-1,2) (2,20; 0,2-6,6) (1,80; 1,3-2,3)
GranzymB* | 0,40 + 0,20 1,79+ 0,98 0,011 1,50+ 0,42
(0,30; 0,2-0,7) (1,60; 0,3-3,6) (1,50; 1,2-1,8)
CD4* Memory | Perforin* 0,70 £ 0,27 238+1,71 0,030 1,85+ 0,92
(0,70; 0,3-1,0) (1,70; 0,2-5,0) (1,85; 1,2-1,5)
GranzymB* | 0,64 + 0,29 0,76 £ 0,42 0,724 0,95+ 0,49
(0,70; 0,3-1,0) (0,65; 0,4-1,5) (0,95; 0,6-1,3)
CD4* Effektor | Perforin* 1,00 + 0,33 0,91 + 0,66 0,622 1,30+ 0,71
(1,00: 0,7-1,5) (0,85; 0,1-2,1) (1,30; 0,8-1,8)
GranzymB* | 3,56 + 5,10 2,06 +1,42 0,833 4,25 + 0,92
(1,00; 0,8-12,6) | (1,85; 0,6-5,0) (4,25; 3,6-4,9)
CD4* TEMRA Perforin* 13,20 £ 4,94 10,04 £ 2,76 0,171 13,20 £ 5,37
(11,00; 7,9-18,9) | (9,40; 7,7-16,3) (13,20; 9,4-
17,0)
GranzymB* | 20,14 + 7,41 16,88 + 11,55 0,284 26,55 + 8,98
(20,40; 11,7- | (12,90; 7,8- (26,5; 20,2-
27,7) 43,2) 32,9)
CD4* Perforin* 0,30 + 0,28 0,69 + 0,36 0,065 0,55 £ 0,07
GranzymB* | (0,20; 0,1-0,8) (0,60; 0,2-1,4) (0,55; 0,5-0,6)
CD8* Naive Perforin* 2,60+ 1,07 3,68 + 2,38 0,284 1,80+ 0,85
(2,20; 1,8-4,4) (2,95; 0,6-7,5) (1,80; 1,2-2,4)
GranzymB* | 7,16 + 5,22 521 +4,24 0,524 4,55 + 0,64
(5,70;1,3-13,2) | (3,60; 1,3-13,5) (4,55; 4,1-5,0)
CD8* Memory | Perforin* 1,70+ 0,61 3,31+1,75 0,030 2,35+0,35
(1,70; 0,8-2,4) (2,60; 1,8-6,7) (2,35; 2,1-2,6)
GranzymB* | 7,18 + 4,27 7,92 +5,31 1,000 9,00 £ 3,25
(6,70;1,1-11,6) | (7,30; 1,9-15,4) (9,00; 6,7-
11,3)
CD8* Effektor | Perforin* 11,70+ 8,71 12,69 + 9,55 1,000 15,85+ 7,00
(8,10; 2,6-25,0) | (12,05; 1,5- (15,85; 10,9-
28,6) 20,8)
GranzymB* 33,92 +17,55 29,15+ 21,11 0,833 53,50+ 1,98
(36,40; 6,2-51,9) | (26,10; 5,2- (53,50; 52,1-
55,5) 54,9)
CD8* TEMRA Perforin* 23,62 £ 15,33 2531+5,54 0,435 2450+ 1,13
(21,90; 10,3- | (26,60; 17,40- (24,50; 23,7-
47,9) 32,4) 25,3)
GranzymB* | 56,26 + 22,99 48,16 + 19,09 0,435 61,35+11,81
(69,20; 23,0- | (52,45; 17,6- (61,35; 53,0-
77,3) 70,7) 69,7)
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HC JIA P-Wert | EAA
Probanden- 5 8 2
Anzahl
Gate Sub-
population
CD8* Perforin* 4,92 + 3,52 3,04+1,52 0,284 4,05+ 1,77
GranzymB* | (4,40; 0,8-10,1) | (2,55; 1,6-6,2) (4,05; 2,8-5,3)

Werte in % anteilig an jeweiliger Lymphozytenpopulation. Angaben in

Mittelwert + Standardabweichung (Median; Minimum-Maximum)

P-Wert-Angabe als Vergleich HC mit JIA (Mann-Whitney-U Test). Signifikanz: p<0,05 (fett)
HC = Healthy Control, JIA = juvenile idiopathische Arthritis, EAA = Enthesitis-assoziierte
Arthritis

Im deskriptiven Vergleich der JIA-Gruppe mit den EAA-Patienten zeigte sich eine
im Schnitt gesteigerte zytotoxische Zytokinproduktion der Effektor- und TEMRA-
Zellen in den EAA-Proben (vgl. Tabelle 30).

4.3.3.2 Zytotoxische Charakteristika in unstimulierten Zellen

Um einen Einfluss der unspezifischen Zellstimulation mit PMA und lonomycin auf
die definierte Zytotoxizitat der Lymphozyten zu untersuchen, wurden
Unterschiede in der Zytokinexpression zwischen stimuliertem Ansatz und
unstimuliertem Ansatz verglichen. In Tabelle 31 ist das Beispielgating je einer

gesunden Kontrolle und eines JIA-Patienten abgebildet.
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Tabelle 31:

PBMC-Charakterisierung der Zytotoxizitat der Lymphozyten einer

gesunden Kontrolle (HC) und eines Patienten (JIA) ohne Stimulation
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Prozentangaben der Anteile an den jeweiligen Subpopulationen

Nach dem Zombie-Gating (= Ausschluss der toten Zellen) wurden alle Gates in der lebendigen
Lymphozytenpopulation (entspricht Nicht-Zombie) gesetzt.

Die Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen zeigten sich zum Grofteil

analog zur stimulierten Farbung. Es fanden sich ebenfalls eine signifikant
gesteigerte Zytokinproduktion in den CD4*-Naiven-Zellen der Patienten. In den
CD4*-Memory-Zellen wurde hier statt der signifikant erhtéhten Perforin-
Produktion (die sich nur noch als Tendenz erkennen lie3) nun eine signifikant

gesteigerte GranzymB-Produktion in der JIA-Gruppe gemessen (p=0,030).

Die vermehrte GranzymB-Produktion

in den

CD4*-Effektor-Zellen

der

Kontrollgruppe ist im unstimulierten Ansatz als signifikant zu verzeichnen

(P

=0,019).
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Auffallig war ferner eine signifikante Steigerung der GranzymB-Produktion
innerhalb der CD4*-TEMRA-Zellen in der Patientenkohorte (p =0,030) im
unstimulierten Ansatz. Die Perforinproduktion der CD4*-TEMRA-Zellen zeigte
keinen signifikanten Unterschied zwischen Patienten und Kontrollen.

Innerhalb der CD8*-Zellpopulation zeigten sich in dem unstimulierten Ansatz

keinerlei signifikante Unterschiede zwischen Patienten- und Kontrollgruppe (vgl.
Abbildung 17).
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Abbildung 17:

Prozentualer Anteil der zytotoxischen Zytokine in CD4*-Zellen (linke
Seite) und CD8*-Zellen (rechte Seite) im Vergleich zwischen Stimulation
mit PMA und lonomycin (oben) und ohne Stimulation (unten)

Darstellung in % mit Median und Interquartilrange. Oberhalb der eckigen Klammern sind die

signifkanten P-Werte (p<0,05) abgebildet. HC = Healthy Control, JIA = juvenile idiopathische
Arthritis

Beim deskriptiven Vergleich der beiden Patientenuntergruppen spiegelten sich

im unstimulierten Ansatz ahnliche Verhéaltnisse wie im stimulierten Ansatz wider.
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Auch hier war die Zytokinproduktion in den Effektor und TEMRA-CD4*- und
CD8*-Zellen in der EAA-Gruppe durchschnittlich erhoht.

4.3.4 Analyse der Th1-Zell- und Th17-Zell-Verteilung im
Lymphozytenpool

Die in der PBMC-Charakterisierung durchgefihrte Bestimmung und
Charakterisierung der Thl- und Thl7-Zellen wird im Folgenden anhand der
deskriptiven Statistik und Signifikanzprifung auf Unterschiede zwischen den
Probandenpopulationen beschrieben. Zunachst wird in Tabelle 32 das

Beispielgating je einer gesunden Kontrolle und eines JIA-Patienten gezeigt.

Tabelle 32: PBMC-Charakterisierung der Th1l-Zell- und Th17-Zell-Verteilung einer
gesunden Kontrolle (HC) und eines Patienten (JIA)
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Prozentangaben der Anteile an den jeweiligen Subpopulationen
Nach dem Zombie-Gating (= Ausschluss der toten Zellen) wurden alle Gates in der lebendigen
Lymphozytenpopulation (entspricht Nicht-Zombie) gesetzt.

4.34.1 Zytokinproduktion in der CD4*-Zellpopulation sowie CCR6* und
CD161*-Zellen und deren Zytokinproduktion in der CD4*-

Zellpopulation

Hinsichtlich der Zytokinproduktion innerhalb der CD4*-Zellen ergab sich kein
signifikanter Unterschied bezlglich IFNy und TNFa, jedoch eine signifikant
erhohte IL-17-Produktion in der JIA-Gruppe verglichen mit der Kontrollgruppe.

Es zeigte sich ein signifikant erhohter Anteil an CCR6*-, CD161*- und
CCR6*CD161*-Zellen in der CD4*-Zellpopulation in der JIA-Gruppe verglichen
mit der Kontrollgruppe (vgl. Abbildung 18). Ebenfalls war eine nicht-signifikante
Steigerung der IL-17-Produktion in
Patientengruppe zu verzeichnen. IFNy war in den CCR6*CD4*-Zellen signifikant

diesen Subpopulationen in der

erniedrigt (vgl. Tabelle 33).
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Im Vergleich der JIA-Gruppe mit den beiden EAA-Patienten zeigte sich in den
CD4*-Zellen sowie den o0.g. Subgruppen eine deutlich gesteigerte IL-17-
Produktion in den EAA-Probanden. Gleichzeitig zeigte sich hier ein geringerer
Anteil an CCR6", CD161* und CCR6*CD161*-Zellen in der CD4*-Zellpopulation
(vgl. Tabelle 33).
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Abbildung 18: Th71/Th1l7-Charakteristika in den CD4*- und CD8*-Zellpopulationen

Darstellung in % mit Median und Interquartilrange. Oberhalb der eckigen Klammern sind die

signifkanten P-Werte (p<0,05) abgebildet. HC = Healthy Control, JIA = juvenile idiopathische
Arthritis

Tabelle 33: Vergleich der Th1/Th17-Charakteristika in der CD4*-Zellpopulation bei
Patienten und Kontrollen
HC JIA P- EAA
Wert
Probanden- 5 8 2
Anzahl
Gate Sub-
population
CD4* IL-17* 0,24 £ 0,09 1,10+ 0,79 0,002 |1,45+0,21
(0,30; 0,1-0,3) | (0,80; 0,5-2,9) (1,45; 1,3-1,6)
IFNy* 3,32+2,71 3,21+ 1,06 0,622 | 2,45+0,78
(1,90; 1,3-7,7) | (3,40;1,8-5,1) (2,45; 1,9-3,0)
TNFa* 1,44 £ 0,75 3,00 + 1,96 0,222 |3,25+1,77
(1,00; 0,8-2,4) | (2,60;0,7-6,2) (3,25; 2,0-4,5)
CCR6*CD4* 1,80 £ 0,90 8,01 + 4,347 0,011 |3,70+1,13
(1,60; 0,9-3,2) | (7,25; 1,4- (3,70; 2,9-4,5)
16,6)
IL-17* 2,42 +1,88 3,65+1,23 0,284 | 8,50+ 0,50
(3,40; 0,0-4,1) | (3,75;1,9-5,6) (8,50; 7,7-8,4)
IFNy* 10,64 £ 2,76 6,88 + 3,19 0,045 | 7,50+ 0,00
(11,90; 7,0- | (6,15; 3,4- (7,50; 7,5-7,5)
13,8) 13,2)
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TNFa* 8,02 + 2,66 7,99 * 4,28 0,833 | 9,20 + 0,57
(8,80;  4,3- | (7,25; 2,9- (9,20; 8,5-9,6)
10,6) 14,8)
CD161°CD4* 1,98 + 1,19 7,06 £ 4,70 0,011 | 4,95 1,49
(2,70; 0,4-2,9) | (6,30; 1,0- (4,95; 3,9-6,0)
14,4)
IL-17° 1,80 * 3,04 2,05+ 1,16 0,171 | 2,10%0,71
(0,70; 0,0-7,2) | (1,85; 0,5-3,8) (2,10; 1,6-2,6)
IFNy* 6,98 + 5,63 5,14 + 2,05 0,943 | 3,40+ 1,84
(5,40; 2,4- | (5,25; 2,6-7,9) (3,40; 2,1-4,7)
16,5)
TNFa* 2,52+ 1,75 4,16 + 2,41 0,222 | 4,35 * 3,46
(2,70, 0,7-4,6) | (3,65; 1,2-7,9) (4,35; 1,9-6,8)
CCR6'CD161* 0,08 + 0,08 0,85 + 0,60 0,002 | 0,30 % 0,00
cb4* (0,10; 0,0-0,2) | (0,70; 0,2-1,8) (0,30; 0,3-0,3)
IL-17° 2,86 * 6,40 4,78 + 2,43 0,093 | 8,95+ 8,13
(0,00; 0,0- | (5,10; 1,8-7,8) (8,95; 3,2-14,7)
14,3)
IFNy* 9,22 * 6,68 8,01 + 3,45 0,435 | 6,45+ 9,12
(13,30;  0,0- | (8,25; 3,0- (6,45; 0,0-12,9)
14,3) 12,5)
TNFa* 8,38+ 12,69 |7,16+4,74 0,724 | 9,40 % 4,95
(0,00; 0,0- | (7,90; 0,0- (9,40; 5,9-12,9)
28,6) 12,9)

Werte in % anteilig an jeweiliger Lymphozytenpopulation. Angaben in
Mittelwert + Standardabweichung (Median; Minimum-Maximum)
P-Wert-Angabe als Vergleich HC mit JIA (Mann-Whitney-U Test). Signifikanz: p<0,05 (fett)
HC = Healthy Control, JIA = juvenile idiopathische Arthritis, EAA = Enthesitis-assoziierte

Arthritis

4.3.4.2

Charakteristika

Beschreibung der CD8*-Zellpopulation beztiglich Thl und Th17-

Die Zytokinproduktion der CD8*-Zellen war in der Patientengruppe zwar erhoht,

jedoch ohne signifikanten Unterschied.

Der Anteil der CCR6* und der CCR6*CD161*-Zellen an CD8*-Zellen zeigte sich
in der JIA-Gruppe signifikant vermehrt (vgl. Abbildung 18). In der CD161*CD8*-
Subpopulation war die INFy- und TNFa-Produktion in der Patientengruppe
signifikant erhdht. In den anderen Subpopulationen zeigten sich keine

signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Zytokinproduktion (vgl. Tabelle 34).

Im deskriptiven Vergleich der JIA-Gruppe mit den beiden EAA-Patienten liel3 sich
in den CD8*-Zellen sowie den Subpopulationen eine deutlich gesteigerte IL-17-
Produktion bei gleichzeitig vergleichsweise geringerem Anteil an CCR6*, CD161*
und CCR6'CD161*-Zellen in der CD8*-Zellpopulation in den EAA-Probanden
feststellen (vgl. Tabelle 34).

100



Tabelle 34:

Vergleich der Th1/Th17-Charakteristika in der CD8*-Zellpopulation bei
Patienten und Kontrollen

HC JIA P-Wert | EAA
Probanden- 5 8 2
Anzahl
Gate Sub-
population
cDs* IL-17* 0,58 + 0,29 1,10 £ 0,77 0,284 3,30+1,13
(0,60; 0,2-1,0) | (0,95; 0,3-2,4) (3,30; 2,5-4,1)
INFy* 13,06 + 6,34 21,39 + 8,20 0,127 18,50 £ 4,10
(20,90; 7,5- | (21,05; 10,3- (18,50; 15,6-
22,8) 34,5) 21,4)
TNFa* 2,50+1,23 454 + 3,95 0,435 6,65 * 3,89
(1,90; 1,4-4,2) | (3,70; 1,2- (6,65; 3,9-9,4)
13,3)
CCR6*CD8* 1,82+ 0,40 4,68 + 2,82 0,006 4,65+ 1,34
(1,60; 1,5-2,3) | (3,85; 2,0- (4,65; 3,7-5,6)
11,1)
IL-17* 3,42+ 2,80 5,03+ 2,90 0,524 7,10+ 0,14
(3,20; 0,0-7,8) | (4,70; 1,2-8,7) (7,10; 7,0-7,2)
IFNy* 26,18 + 6,69 27,03 +8,72 0,833 30,25+7,14
(24,20; 19,2- | (25,40; 18,0- (30,25; 25,2-
34,2) 44,9) 35,3)
TNFa* 14,80 + 4,67 10,26 + 5,68 0,127 13,05+ 0,92
(14,40; 9,0- | (9,30; 4.1- (13,05; 12,4-
20,0) 21,7) 13,7)
CDi61*CD8* 5,82 + 3,04 5,08 + 5,01 0,354 2,40+ 1,41
(4,80; 3,4- | (3,10; 1,4- (2,40; 1,4-3,4)
10,7) 16,4)
IL-17* 1,46 £ 0,84 1,88+ 1,34 0,524 5,85 + 3,89
(1,90; 0,5-2,3) | (1,55;0,3-3,7) (5,85; 3,1-8,6)
IFNy* 15,68 + 6,54 24,50+ 7,54 0,045 24,10 £ 0,00
(13,20; 10,2- | (24,65; 13,6- (24,10; 24,1-
25,9) 39,7) 24,1)
TNFa* 420+ 1,75 9,21 +4,41 0,030 10,70 £ 0,57
(4,30; 1,9-6,7) | (9,05; 4,1- (10,70; 10,3-
17,6) 11,1)
CCR6*CD161* 0,20+ 0,17 1,35+ 2,31 0,045 0,35+ 0,07
cD8* (0,10; 0,1-0,5) | (0,55; 0,1-7,0) (0,35; 0,3-0,4)
IL-17* 9,68 + 13,84 2,01+ 2,66 0,435 9,10+ 12,87
(5,10; 0,0- | (0,85; 0,0-7,4) (9,10; 0,0-
33,3) 18,2)
IFNy* 11,40+ 12,60 19,75 + 9,46 0,222 17,00+ 1,70
(10,30; 0,0- | (18,25; 8,6- (17,00; 15,8-
30,0) 38,5) 18,2)
TNFa* 10,66 + 15,32 | 9,59 + 5,55 0,622 17,00+ 1,70
(0,00; 0,0- | (8,40; 2,9- (17,00; 15,8-
33,3) 16,7) 18,2)

Werte in % anteilig an jeweiliger Lymphozytenpopulation. Angaben in
Mittelwert + Standardabweichung (Median; Minimum-Maximum)
P-Wert-Angabe als Vergleich HC mit JIA (Mann-Whitney-U Test). Signifikanz: p<0,05 (fett)
HC = Healthy Control, JIA = juvenile idiopathische Arthritis, EAA = Enthesitis-assoziierte

Arthritis
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4.3.5 Analyse der Tregs im Lymphozytenpool

Die Analyse der Tregs im Lymphozytenpool wird im Folgenden sowohl deskriptiv
als auch hinsichtlich ihrer Signifikanz dargestellt. In Tabelle 35 wird zunachst das
Beispielgating je einer gesunden Kontrolle und eines JIA-Patienten abgebildet.

Tabelle 35: PBMC-Charakterisierung der Tregs im Lymphozytenpool einer
gesunden Kontrolle (HC) und eines Patienten (JIA)
Allgemein
HC 5 o] ;
§ ] 15.9% e 35,3% -
> g (SR I
c . ] = T
E L= g
(6] = 3 <t <
173 S ., 7 3 <
2 I e o 8
8 o] o
e =3
100 150 200 2% E 50 100 150 200 250 50 100 150 200 250 50 100 150 200 250
FSC (x 1,000) N FSC (x 10000 FSC (< 1,000) FSC (x 1,000)
Lymphozyten Zombie in Lymphozyten CD4" in Lymphozyten CD8" in Lymphozyten
JIA =
871 BT e 4B0%| | % 10.4%
S ] S
& & c %
S 5
9] T p- o g
o -q [a] <]
2, ° :
@73
5 1
50 100 150 200 250 E 50 100 150 200 250 50 100 150 200 250 50 100 150 200 250
FSC (x 1,000) N FSC (x 1,000) FSc (x 1,000) FSC (x 1,000y
Lymphozyten Zombie in Lymphozyten CD8" in Lymphozyten CD8" in Lymphozyten
Treg-Charakteristika in CD4*
HC ] -
= o] 3.3% il ey 0.6%
) g O v,
W < g =
s = S =]
Q S Al
Q = =
O G
; A
10% 10° 10" 0 100 150 200 250 50 100 150 200 250 S0 100 150 200 350
CD127 (Bv421) FSC (x 1,000) FSC (x 1,000) FSC (x 1,000)
CD25 und CD127 in FoxP3* in CD4* IL-10" in CD4* IL-10" in FoxP3*CD4*
CDb4*
JIA = 0.7%
= — o) [0)
0.
o e £ % %
% e g 2 S
o = > 4 A
5. £
l'la |‘ mi S0 100 150 200 250 50 00 150 200 250 I“ Iﬁ‘ﬂ‘ " I\sl:: " ‘Is‘ﬂl " IZI;IZ: ‘ HI!D
CD127 (Bv421) Fsc &0 Fsc 1w Fsc &1
CD25 und CD127 in FoxP3* in CD4* IL-10* in CD4* IL-10* in FoxP3*CD4*
CD4*

102




HC — =268 5.7% e 7.4% ] 03% o] 2.8%
> 1 O 3 3 —~ 7
o ] ' e O <1 0 ]
g =1 £ "3 g =1 < ]
g £ S 2 &
g & 23 2.3
9‘! E L
T Ty 2 (PRI PR P ST _IHT[II.II]HH'IHIIIlll]
10° 10 10 10 10 10 10 50 100 150 200 250 S0 100 150 200 250
CD127 (BV421) CD127 (Bv421) FSC 1000 FSC (1000
CD25 und CD127 in CD25**CD127 in IL-10" in CD25*CD127" IL-10* in CD25**CD127"
FoxP3*CD4* FoxP3*CD4* CD4* FoxP3*CD4"*
JIA < 20,6% o] 11w | e 2.1%
3 5,1 .3
Ll'J @ Q"—= %
o < 73 =
o o, =)
g 5 4
o ]
15,8% ERSS b E )
T L L e s T T SaaanaarauiasseanEESISN
10 10 10 10 10 10 10 50 100 150 200 250 50 100 150 200 250
CD127 (BV421) CD127 (BV421) FSC (1000 Fsc  «1em
CD25 und CD127 in CD25**CD127 in IL-10* in CD25*CD127" IL-10* in CD25**CD127"
FoxP3*CD4* FoxP3*'CD4* CD4* FoxP3*CD4"
Treg-Charakteristika in CCR6* CD4*
HC gnﬁ- 22% %] 2.9% " 1,1% "= 0.0%
Q7 = 7 S ~ . ]
=1 € "3 % = £ =1
o . ] o 3 S o ] =7
o e & = - ey 2 =3
© 3 o 3 = E A1
© o w1 ] =3
o 10 o 20 20 R AR A I T w0 10 0 20 TR 0 v w0 s
FsC ~ ® 1000 “FsC " ram FsC &1 Fsc &'
CCR6* in CD4"* FoxP3* in CCR6*CD4"* IL-10* in CCR6'CD4* IL-10% in
FoxP3*CCR6'CD4*
JA| & o] - ] 5
g =1 6,6% 22% = 0,0%
E gv—é g vE_;
o © =
(7] [ =X
o x "2 < ey
=y £ 3 o 3
E NEE- ~
Q E| s ey E
S0 100 150 200 250 I;G 20‘0 2!!0 50 100 150 200 250 5!) |D|0 |5||J 2u|n 2.‘[0
FSC (x 1,000) Fsc (x 1,000) FSC (x 1,000) FSC (x 1.000)
CCR6" in CD4" FoxP3* in CCR6'CD4"* IL-10* in CCR6'CD4* IL-10* in
FoxP3*CCR6'CD4*
Treg-Charakteristikain CD8*
HC ] 0.8% <] 0.1% %] 0.0%
E - E §m= 3 %’ ) %
é =9 4 =3 E. 2-;
= o]
& 100 150 200 250 :"';},"'13;"1};";55";}5
FSC  (1.000) FSC &0 FSC  (x 1.000)
FoxP3*in CD8* IL-10* in FoxP3*CD8*
JIA o 0.4% 0,0%
o, 3 %)
2 "=y <
2. =
E EIi!l[llllllllvlllll'|||l|
s 100 150 200 250 500 100 150 200 250 50 100 150 200 250
FSC (1000 FSC 100 FSC  ®10m
FoxP3* in CD8* IL-10* in CD8* IL-10" in FoxP3*CD8*

103




Treg-Charakteristika in CCR6* CD8*
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Prozentangaben der Anteile an den jeweiligen Subpopulationen
Nach dem Zombie-Gating (= Ausschluss der toten Zellen) wurden alle Gates in der lebendigen
Lymphozytenpopulation (entspricht Nicht-Zombie) gesetzt.

4351

Treg-Charakteristika der CD4*-Zellen

Beim Vergleich der Patienten- mit der Kontrollgruppe zeigte sich in der

Patientengruppe ein vermehrter Anteil an Treg-charakteristischen Merkmalen in

den CD4*-Zellen, jedoch war dieser Unterschied lediglich fur die IL-10-Produktion
in Tregs (CD25*CD127-CD4") signifikant.

Bei der deskriptiven Betrachtung der Patientenuntergruppen zeigten sich T-

Zellen mit Treg-Phanotyp in der JIA-Gruppe gegenuber den EAA-Patienten
erhoht. Lediglich die IL-10*-Zellen in CD4*- und Treg-Zellen waren in EAA-
Patienten héher als in der JIA-Kohorte (vgl. Tabelle 36, Abbildung 19).
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Abbildung 19: Treg-Charakteristika in CD4*-Zellen

Darstellung in % mit Median und Interquartilrange. Oberhalb der eckigen Klammern sind die
signifkanten P-Werte (p<0,05) abgebildet. HC = Healthy Control, JIA = juvenile idiopathische
Arthritis
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Tabelle 36:
Patientenkohorte

Vergleich der Treg-Charakteristika der CD4*-Zellen bei Kontroll- und

HC JIA P- EAA
Wert

Probanden-Anzahl 5 8 2

Subpopulation in entsprechendem

Gate

FoxP3*in CD4* 2,26 +1,01 3,59+1,82 0,171 |3,15+0,21
(2,30; 1,1- (3,25; 1,7- (3,15; 3,0-
3,3) 6,5) 3,3)

CD25*CD127 in CD4* 2,38+ 0,57 2,37+1,19 0,943 1,65+ 0,49
(2,60; 1,4- (2,00; 1,0- (1,65; 1,3-
2,8) 4,7) 2,0)

CD25**CD127 in FoxP3*CD4* 8,14+ 251 13,29+6,09 | 0,093 | 5,95+3,04
7,20; 5,3- (12,55; 4,0- (5,95; 3,8-
11,9) 21,9) 8,1)

CD25*CD127 in FoxP3*CD4* 24,00+ 4,83 | 24,94+ 10,7 | 1,000 14,80 £ 0,28
(22,40; 18,5- | 9 (14,80; 14,6-
30,8) (24,45; 8,3- 15,0)

41,2)

IL-10* in CD25**CD127'FoxP3*CD4* | 0,44 + 0,98 1,41 +1,65 0,354 1,30+ 1,84
(0,00; 0,0- (1,05; 0,0- (1,30; 0,0-
2,2) 4,3) 2,6)

IL-10* in FoxP3*CD4"* 0,60 + 0,41 0,94+ 0,71 0,435 | 0,45+0,07
(0,60; 0,0- (0,85; 0,0- (0,45; 0,4-
1,1) 2,4) 0,5)

IL-10* in CD25"CD127-CD4* 0,24 + 0,15 0,80 + 0,50 0,045 1,40+1,98
(0,30; 0,0- (0,85; 0,0- (1,40; 0,0-
0,4) 1,4) 2,8)

IL-10* in CD4* 0,34 +£0,15 0,55+ 0,35 0,284 |0,70+0,14
(0,40; 0,1- (0,45; 0,20- (0,70; 0,6-
0,5) 1,30) 0,8)

Werte in % anteilig an jeweiliger Lymphozytenpopulation. Angaben in
Mittelwert £ Standardabweichung (Median; Minimum-Maximum)
P-Wert-Angabe als Vergleich HC mit JIA (Mann-Whitney-U Test). Signifikanz: p<0,05 (fett)
HC = Healthy Control, JIA = juvenile idiopathische Arthritis, EAA = Enthesitis-assoziierte

Arthritis

4.3.5.2

Treg-Charakteristika der CCR6*CD4*-Zellen

Wie bereits in der Analyse der Th1/Thl7-Balance sichtbar (vgl. Kapitel 4.3.4.1),
war auch in dieser Farbung eine signifikante CCR6-Expressionssteigerung auf

CD4*-Zellen in der Patientengruppe verglichen mit der Kontrollgruppe erkennbar.

Die IL-10*- und FoxP3*-Zellen in dieser Subpopulation der CCR6*CD4*-Zellen

war jeweils in der JIA-Gruppe deutlich, jedoch nicht signifikant erhoht.

Im deskriptiven Vergleich der EAA-Proben mit der JIA-Gruppe zeigte sich auch
hier eine erniedrigte CCRG6-Expression und eine leicht gesteigerte IL-10-
Produktion in den CCR67CD4*-Zellen (vgl. Tabelle 37).
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Tabelle 37: Treg-Charakteristika der CCR6*CD4*-Zellen

HC JIA P-Wert | EAA

Probanden-Anzahl 5 8 2

Subpopulation in

entsprechendem Gate

CCR6" in CD4* 1,76 £ 1,43 7,39+ 4,10 0,019 2,20+ 0,85
(1,20; 0,6- (6,65; 0,9- (2,20; 1,6-
4,2) 15,1) 2,8

IL-10* in CCR67CD4* 0,82+ 0,37 1,28 + 0,63 0,171 1,90+ 0,42
(0,70; 0,40- (1,50; 0,40- (1,90; 1,6-
1,30) 2,20) 2,2)

FoxP3*in CCR6*CD4* 2,70 + 1,85 554+ 272 0,093 4,65 = 0,35
(2,90; 0,00- (6,50; 1,30- (4,65; 4,4-
5,10) 9,60) 4,9)

IL-10* in FoxP3*CCR6*CD4* 0,00 £+ 0,00 0,70+ 1,32 0,524 0,00 + 0,00
(0,00; 0,0- (0,00; 0,0- (0,00; 0,0-
0,0) 3,3) 0,0)

Werte in % anteilig an jeweiliger Lymphozytenpopulation. Angaben in
Mittelwert £ Standardabweichung (Median; Minimum-Maximum)
P-Wert-Angabe als Vergleich HC mit JIA (Mann-Whitney-U Test). Signifikanz: p<0,05 (fett)
HC = Healthy Control, JIA = juvenile idiopathische Arthritis, EAA = Enthesitis-assoziierte

Arthritis

4.3.5.3

In der Analyse der CD8*-Zellen hinsichtlich der Treg-Charakteristika fielen zum

einen ein signifikant héherer Anteil an IL-10*-Zellen in der Patientengruppe

gegenuber der Kontrollgruppe auf.

Zum anderen war, wie bereits in Panel 2 festgestellt, auch der Anteil an CCR6"-

Zellen

CCR6*CD8*-Zellen war die IL-10-Produktion bei den Patientenproben ebenfalls

signifikant hoher.

Im deskriptiven Vergleich der JIA- mit der EAA-Gruppe lie3 sich eine erhdhte

FoxP3*-Expression, jedoch eine verringerte IL-10-Produktion in FoxP3*CD8*-

in der JIA-Kohorte signifikant erhéht.

Treg-Charakteristika der CD8*-Zellen und CCR6*CD8*-Zellen

In der Subpopulation der

Zellen in den EAA-Proben feststellen (vgl. Abbildung 20, Tabelle 38).
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Abbildung 20: Treg-Charakteristika in CD8*-Zellen

Darstellung in % mit Median und Interquartilrange. Oberhalb der eckigen Klammern sind die
signifkanten P-Werte (p<0,05) abgebildet. HC = Healthy Control, JIA = juvenile idiopathische
Arthritis

Tabelle 38: Vergleich der Treg-Charakteristika der CD8*- und CCR6*CD8"* Zellen bei
Kontroll- und Patientenkohorte

HC JIA P-Wert | EAA

Probanden-Anzahl 5 8 2

Subpopulation in

entsprechendem Gate

FoxP3*in CD8* 1,28+1,72 0,94 £ 0,52 0,724 2,05+ 0,07
(0,80; 0,2- (0,75; 0,4- (2,05; 2,0-
4,3) 1,7) 2,1)

IL-10* in CD8* 0,16 £ 0,13 0,43+0,28 0,030 0,60 + 0,57
(0,10; 0,1- (0,35; 0,2- (0,60; 0,2-
0,4) 0,9 1,0)

CCR6" in CD8* 2,94+0,71 5,46 £ 2,79 0,019 4,45+ 1,20
(3,30; 1,8- (4,75; 2,2- (4,45; 3,6-
3,5) 10,8) 5,3)

FoxP3*in CCR6*CD8"* 2,30+ 1,90 2,38+ 1,74 1,000 3,35+ 0,64
(1,60; 0,5- (2,30; 0,0- (3,35; 2,9-
5,4) 5,0) 3,8)

IL-10* in CCR67CD8* 0,42 £ 0,38 3,563+1,94 0,002 3,35+ 2,05
(0,70; 0,0- (3,20;1,7-7,0) (3,35; 1,9-
0,7) 4,8)

IL-10* in FoxP3*CD8* 0,66 + 1,09 1,54 +1,59 0,345 0,40 £ 0,57
(0,00; 0,0- (1,45; 0,0- (0,40; 0,0-
2,5) 4,3) 0,8)

IL-10* in FoxP3*CCR6*CD8* 0,00 £ 0,00 3,04 £ 5,63 0,524 0,00 + 0,00
(0,00; 0,0- (0,00; 0,0- (0,00; 0,0-
0,0 12,5) 0,0)

Werte in % anteilig an jeweiliger Lymphozytenpopulation. Angaben in
Mittelwert + Standardabweichung (Median; Minimum-Maximum)
P-Wert-Angabe als Vergleich HC mit JIA (Mann-Whitney-U Test). Signifikanz: p<0,05 (fett)
HC = Healthy Control, JIA = juvenile idiopathische Arthritis, EAA = Enthesitis-assoziierte

Arthritis
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4.3.6 Analyse der Treg/Thl7-Balance

In den folgenden Unterkapiteln findet sich die Auswertung des Panels zur
Treg/Th17-Differenzierung. Die Charakteristika und statistischen Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen werden im Folgenden dargestellt. In Tabelle 39

wird das Beispielgating je einer gesunden Kontrolle und eines JIA-Patienten

gezeigt.
Tabelle 39: PBMC-Charakterisierung der Tregs/Th17-Balance im Lymphozytenpool
einer gesunden Kontrolle (HC) und eines Patienten (JIA)
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Th17-Charakteristika in CD4*
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Prozentangaben der Anteile an den jeweiligen Subpopulationen
Nach dem Zombie-Gating (= Ausschluss der toten Zellen) wurden alle Gates in der lebendigen
Lymphozytenpopulation (entspricht Nicht-Zombie) gesetzt.

4.3.6.1 Th17-Charakteristika der CD4*-Zellen und FoxP3*CD4*-Zellen

Bereits in der Analyse der Th1/Thl7-Balance (vgl. Kapitel 4.3.4) wurden die
signifikanten Unterschiede bzgl. der CCR6-Expression und IL-17-Produktion
innerhalb der CD4*-Population zwischen Patienten- und Kontrollgruppe, sowie
eine erhohte IL-17-Produktion dieser Population in den EAA-Patienten verglichen
mit der JIA-Kohorte dargestellt.

In der Analyse der Treg/Th1l7-Balance zeigte die JIA-Gruppe signifikant héhere
Anteile der IL-17* beziehungsweise CCR6" in FoxP3*CD4*-Zellen im Vergleich
zu gesunden Kontrollen (vgl. auch die in Kapitel 4.3.5.2 beschriebene erh6hte
FoxP3*CCR6* CD4*-Zellpopulation bei JIA-Patienten). Die Expression von
RORyt in CD4* und CCR6*CD4* war in der JIA-Gruppe signifikant vermindert,
wohingegen die IL-17-Produktion in RORyt*CD4*-Zellen in den Patienten
vermehrt war (vgl. Abbildung 21).

Im deskriptiven Vergleich der EAA-Patienten mit der JIA-Gruppe zeigte sich eine
erhohte IL-17-Produktion innerhalb der einzelnen Subpopulationen der EAA-

Gruppe (vgl. Tabelle 40).
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Patientenkohorte
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09 H H

" e HC
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Th17- und Treg-Balance der CD4*-Zellen in Kontroll- und

Darstellung in % mit Median und Interquartilrange. Oberhalb der eckigen Klammern sind die
signifkanten P-Werte (p<0,05) abgebildet. HC = Healthy Control, JIA = juvenile idiopathische

Arthritis
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Tabelle 40: Vergleich der Th17- und Treg-Balance der CD4*-Zellen bei Kontroll- und

Patientenkohorte

HC JIA P-Wert | EAA

Probanden-Anzahl 5 8 2

Subpopulation in

entsprechendem Gate

IL-17* in FoxP3*CD4* 0,62 + 0,23 3,10+1,43 0,002 6,60 £ 2,83
(0,60; 0,4-1,0) | (2,85;1,2-5,6) (6,60, 4,6-8,6)

CCR6* in FoxP3*CD4* 1,92+ 0,93 8,60 + 5,22 0,002 3,65 0,35
(1,60; 1,0-3,1) | (6,90; 3,3- (3,65; 3,4-3,9)

19,4)

RORyt* in FoxP3*CD4* 1,32+0,60 1,38+ 1,07 0,622 1,10 £ 0,00
(1,30; 0,6-2,2) | (0,95;0,2-3,1) (1,10;1,1-1,1)

IL-17*in 16,66 + 23,56 | 23,17 +22,67 | 0,622 25,00 + 35,36

RORyt"'FoxP3*CD4* (0,00; 0,0- | (22,50; 0,0- (25,00; 0,0-
50,0) 57,1) 50,0)

IL-17*in CD25**CD127" 0,00 £+ 0,00 0,20 £ 0,57 0,724 0,00 £ 0,00

FoxP3*CD4* (0,00; 0,0-0,0) | (0,00; 0,0-1,6) (0,00; 0,0-0,0)

RORyt* in CD25**CD127" | 1,74 + 2,90 0,30+ 0,85 0,435 0,00 £ 0,00

FoxP3*CD4* (0,00; 0,0-6,7) | (0,00; 0,0-2,4) (0,00; 0,0-0,0)

IL-17*in 17,48 +13,12 | 10,03 +11,48 | 0,354 13,50+ 12,30

FoxP3*CCR6*CD4* (20,00; 0,0- | (6,90; 0,0- (13,50; 4,8-
33,3) 36,4) 22,2)

RORyt* in 19,62 +£13,33 | 6,54+ 5,99 0,171 7,95 + 4,45

FoxP3*CCR6*CD4* (25,00; 0,0- | (4,25; 1,7- (7,95; 4,8-
33,3) 18,2) 11,1)

RORyt* in CCR6*CD4* 11,16 + 6,63 3,00 + 2,90 0,011 4,40+ 1,84
(20,00; 3,9- | (1,90; 0,7-9,4) (4,40; 3,1-5,7)
20,8)

IL-17* in RORyt*CD4* 2,54 + 2,46 7,48 £ 3,74 0,019 11,15+ 8,84
(1,00; 0,6-6,0) | (7,30; 2,2- (11,15; 4,9-

13,1) 17,4)

RORyt* in CD4* 1,06 + 0,53 0,58 +£0,43 0,045 0,50+ 0,14

(1,00; 0,5-1,7) | (0,45;0,3-1,6) (0,50; 0,4-0,6)

Werte in % anteilig an jeweiliger Lymphozytenpopulation. Angaben in

Mittelwert £ Standardabweichung (Median; Minimum-Maximum)

P-Wert-Angabe als Vergleich HC mit JIA (Mann-Whitney-U Test). Signifikanz: p<0,05 (fett)
HC = Healthy Control, JIA = juvenile idiopathische Arthritis, EAA = Enthesitis-assoziierte

Arthritis

4.4 Treg-Charakterisierung

Das Kapitel der Treg-Charakterisierung gliedert sich zunachst in eine Darstellung
der fur diese Versuche verwendeten Probanden, dann in die Betrachtung der
Ergebnisse je in JIA- und Kontrollgruppe und abschlie3end in den Vergleich der
beiden Gruppen miteinander. In Tabelle 41 wird zuvor das Beispielgating fur je

eine gesunde Kontrolle und einen JIA-Patienten fur die jeweiligen Stimuli gezeigt.
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Tabelle 41: Treg-Charakterisierung einer gesunden Kontrolle (HC) und eines
Patienten (JIA)
Unstimuliert
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Prozentangaben der Anteile an den jeweiligen Subpopulationen
Nach dem Zombie-Gating (= Ausschluss der toten Zellen) wurden alle Gates in der lebendigen
Lymphozytenpopulation (entspricht Nicht-Zombie) gesetzt.

4.4.1 Charakterisierung der Probandengruppen fir die Treg-

Charakterisierung

Fur die Treg-Charakterisierung wurden 6 Patienten und 6 Kontrollen mit
moglichst viel vorhandenem (eingefrorenen) Probenmaterial zur Sicherstellung
einer fur die Kulturversuche ausreichenden Zellzahl verwendet. Die beiden
Kohorten werden im Folgenden naher charakterisiert, wobei in Tabelle 42

zunachst die demographischen Merkmale verglichen werden.

Tabelle 42: Demographische Beschreibung der Patienten- (JIA)- und
Kontrollkohorte (HC) der Treg-Charakterisierung
JIA HC
N Haufigkeit N Haufigkeit
in % in %
Mannlich 2 33,3 2 33,3
Weiblich 4 66,7 4 66,7
M + SD Median M+ SD Median P-Wert
(Min.-Max.) (Min.-Max.)

Alter in Jahren bei | 17,7 £ 6,9 19,5 (9-27) 235+24 24,5 (19-25) | 0,132
Blutentnahme

Alter in Jahren bei | 3,7+ 0,8 3,5(3-5) - - -
Diagnose
Krankheitsdauer 14+£6,9 16,0 (6-24) - - -
in Jahren

M = Mittelwert; SD = Standardabweichung; Min. = Minimalwert; Max. = Maximalwert
44.1.1 Charakterisierung der Patientenkohorte

Von den 6 JlA-Patienten waren laut ILAR-Kriterien 4 von einer extended
Oligoarthritis, 1 von einer persistierenden Oligoarthritis und 1 von einer RF-

negativen Polyarthritis betroffen.
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1 Patient erhielt zum Blutentnahme-Zeitpunkt keinerlei Therapie, alle anderen
hatten in ihrem Therapieschema zusatzlich zur individuellen konventionellen
Basistherapie je ein Biologikum enthalten. Alle Patienten waren sowohl RF, als
auch HLA-B27 negativ. 1 Patient war ANA positiv (>1:80).

Labormedizinisch gesehen waren alle Patienten bzgl. des CRPs im
Referenzbereich. Je 1 Patient hatte eine erniedrigte und eine erhéhte
Leukozytenzahl, 1 Patient eine leicht erhdhte BSG (32 mm/h). Die absolute und
relative Lymphozytenzahl war bei 2 Patienten erhdht, 2 Patienten hatten eine

leicht erniedrigte Thrombozytenzahl (vgl. Tabelle 43).

Tabelle 43: Laborwerte der Patientenkohorte der Treg-Charakterisierung
Laborwert Referenzbereich | M+ SD Median (Min.-Max.)
CRP (mg/dl) <0,5 0,10+ 0,16 0,02 (0,00-0,39)
BSG (mm/h) <15-20mm/h 11,8+ 11,2 9,0 (2-32)
Leukozyten/pl 4800-10000 6650,0 + 2837,4 3650,0 (2400-10900)
Lymphozyten 1,2-3,4 28+1.1 2,60 (1,3-4,3)
absolut (G/I)

Lymphozyten relativ | 26-46 45,4 + 10,0 42,1 (37,4-64,0)

(%)

Thrombozyten/pul 150000-450000 197500,0 £ 47132,8 | 215000,0 (138000-
242000)

M = Mittelwert; SD = Standardabweichung; Min. = Minimalwert; Max. = Maximalwert

4.4.2 Einfluss der Stimuli auf Phanotyp und funktionale Eigenschaften

der Tregs in der JIA-Gruppe

In diesem Unterkapitel werden die einzelnen Auswirkungen der Stimuli auf die

Tregs in der Patientenkohorte (n=6) dargestellt.

4421 FoxP3*-Zellen in der CD4*-Population

In der FoxP3-Messung stellte sich ein signifikanter Unterschied zwischen je
unstimuliertem Ansatz und anti-IL-17 (p = 0,041) bzw. Th17-Milieu (p = 0,015),
sowie zwischen Th17-Ansatz und Medikament (p = 0,041) dar. Ebenso liel sich
ein nicht signifikant erh6hter FoxP3*-Anteil im Th17-Ansatz verglichen mit dem
anti-IL-17-Ansatz abbilden (p = 0,093) (vgl. Tabelle 50, Abbildung 22).
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Abbildung 22: Anteil der FoxP3*-Zellen an der CD4*-Population in der
Patientenkohorte

Darstellung in % mit Median und Interquartilrange. Oberhalb der eckigen Klammern sind die
signifkanten P-Werte (p<0,05) abgebildet. JIA = juvenile idiopathische Arthritis.

Die Abbildung verdeutlicht die zur Negativkontrolle signifikant erhéhte FoxP3*-Population in den
anti-IL-17- und den Th17-Ansétzen, sowie die im Vergleich zum Th17-Ansatz signifikant
erniedrigte FoxP3*-Population im Medikamentenansatz. Nach Bonferroni-Korrektur
(Signifikanzniveau 0,005) verbleibt kein Wert signifikant.

4422 CD25*CD127--Zellen in der FoxP3*CD4*-Population und CD4*-
Population

Der Anteil der CD25*CD127-Zellen an der FoxP3*CD4*-Population, welche den
FoxP3*-Tregs entsprechen, unterschied sich innerhalb der verschiedenen Stimuli
nicht signifikant. Es lie3 sich hier lediglich ein erh6hter Mittelwert im Th17-Milieu
feststellen. Ahnliche Verhaltnisse ergaben sich beim Anteil der CD25*CD127--
Zellen an der CD4*-Population (vgl. Tabelle 44).
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Tabelle 44:

CD4*-Population in % in der Patientenkohorte

Deskriptive Statistik der CD25*CD127-Zellen in der FoxP3*CD4*- und

Stimulus CD25*CD127 in FoxP3*CD4* CD25*CD127 in CD4*
unstimuliert 36,83 £ 4,22 37,85 +2,92
(35,15; 33,1-43,8) (36,55; 35,0-42,5)
antiCD3, antiCD28 44,33 +11,84 43,73 £9,80
(39,30; 33,1-65,3) (40,75; 32,5-60,7)
IL-17 44,63 + 12,85 43,50 + 11,19
(42,15; 29,4-62,4) (41,80; 30,3-58,4)
Anti-IL-17 47,50 + 18,13 46,20 + 15,70
(42,00; 27,9-76,3) (41,10;30,0-70,8)
Th17 50,75 + 20,15 49,78 + 17,28
(44,40; 33,1-80,3) (45,00; 32,9-74,7)
Medikament 44,32 + 11,92 43,33+ 11,08
(39,10; 34,6-63,9) (38,95; 32,9-61,2)

Angaben in Mittelwert £ Standardabweichung (Median; Minimum-Maximum)

Vergleichend lassen sich diese Tendenzen in der Abbildung 23 darstellen.

% 100+ +, 807
3] = JIA < . " = JIA
B a)
%) O
o 80 . " = 60~ -, =
L? n ~
;E 5 404 i
syl SelET TR
N 40- i : ¥ = .
o [ ] Ln
3) " o. N 204
o 204 @)
a S
O ot4—T—"T—"T"T O =TT 7T T 7
B} S A A A NI TN SN SN WA
oS Q AV A NN
RS N N RN N &
> & & S & & & S
RPN ¢ N o0 A\
0% ek
& N
& &
Abbildung 23: Anteil der CD25*CD127-Zellen an der FoxP3*CD4"- (links) bzw. CD4*-

Population (rechts) in der Patientenkohorte

Darstellung in % mit Median und Interquartilrange. JIA = juvenile idiopathische Arthritis
Die Streudiagramme lassen deutlich werden, dass zum einen der Median des Anteils der
CD25*CD127--Zellen im Th17-Milieu erhdht ist, zum anderen dort aber auch eine breitere
Streuung vorliegt.

4.4.2.3 CCRG67*-Zellen in der FoxP3*CD4*-Population und CD4*-Population

Der Anteil der CCR6*-Zellen an der FoxP3*CD4*-Population war in der
Patientenkohorte im Vergleich zu der Negativkontrolle im anti-IL-17-Kulturmilieu
tendenziell erhéht (p = 0,065). Auch die Ubrigen Stimulantien flhrten im Schnitt
zu einer VergrofRerung dieser Population, jedoch war hier die Streubreite der
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Messwerte so grof3, dass man keinen relevanten Unterschied zum unstimulierten
Ansatz postulieren kann. Der Anteil der CCR6*-Zellen der JIA-Gruppe war in der
CD4*-Population ebenfalls im anti-IL-Ansatz héher als im unstimulierten Ansatz.
Zusatzlich war ihr Anteil auch in der Positivkontrolle erhdht (vgl. Tabelle 45,

Abbildung 24).

Tabelle 45: Deskriptive Statistik der CCR6"-Zellen in der FoxP3*CD4*- und CD4*-
Population in % in der Patientenkohorte
Stimulus CCR6* in FoxP3*CD4* CCR6* in CD4*
unstimuliert 11,97 £ 4,83 12,52 + 4,45
(10,10; 8,6-21,2) (11,40; 8,4-20,6)
antiCD3, antiCD28 15,38 £ 5,43 14,70 £ 5,37
(13,85; 9,8-25,3) (13,10; 10,0-24,7)
IL-17 17,92 + 8,33 16,85+ 7,91
(17,25; 8,7-29,2) (14,70; 9,4-27,1)
Anti-IL-17 16,27 + 5,38 16,73 £ 5,20
(16,00; 10,4-22,7) (15,55; 11,0-23,8)
Th1l7 14,83 £ 5,96 15,68 + 5,91
(14,60; 6,8-21,1) (15,65; 8,3-21,8)
Medikament 13,07 £ 5,57 12,80 £ 5,63
(12,95; 6,8-19,9) (12,15; 6,2-19,6)

Angaben in Mittelwert + Standardabweichung (Median; Minimum-Maximum)
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Abbildung 24: Anteil der CCR6*-Zellen an der FoxP3*CD4*- (links) und CD4*-

Population (rechts) in der Patientenkohorte

Darstellung in % mit Median und Interquartilrange. JIA = juvenile idiopathische Arthritis
In der Abbildung lasst sich je eine Tendenz (p = 0,065) zu einem vergréRerten CCR6*-
Populationsanteil im anti-IL-17 Milieu im Vergleich zu den unstimulierten Proben erkennen.
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4424 IL-17*-Zellen in der CD25*CD127-FoxP3+*CD4*-Population,
CCR6*FoxP3*CD4*-Population und FoxP3*CD4*-Population

Bei der Betrachtung der IL-17*-Zellen in der CD25"CD127FoxP3*CD4*-
Population, in der CCR6*FoxP3*CD4*-Population sowie in der FoxP3*CD4*-
Population der Patientengruppe konnte keinerlei statistisch signifikante
Veranderung durch das Umgebungsmilieu festgestellt werden. Der tendenziell
geringste IL-17*-Anteils konnte in allen drei Populationen im Thl1l7-Ansatz
festgestellt werden (vgl. Tabelle 46, Abbildung 25).

Erwadhnenswerterweise finden sich in genau einem Patienten in der
CD25*CD127-FoxP3*CD4"- und der FoxP3*CD4*-Population deutlich erhdhte IL-
17- und IFNy-Werte. Es handelt sich um einen Patienten mit extended
Oligoarthritis und 24-jahrigem Krankheitsverlauf. Auf diesen Umstand wird
aulBerdem in Kapitel 4.4.4.5 und Kapitel 5.2.1.2 eingegangen.

Tabelle 46: Deskriptive Statistik der IL-17*-Zellen in den Populationen CD25*CD127"

FoxP3*CD4*, CCR6'FoxP3*CD4* und FoxP3*CD4" in der
Patientenkohorte

Stimulus IL-17*in IL-17*in IL-17*in
CD25*CDh127 CCR6*FoxP3*CD4* FoxP3*CD4*
FoxP3*CD4*
unstimuliert 405+4,72 4,65+ 4,82 4,88 + 4,94
(2,30; 0,4-12,8) (3,50; 0,0-13,3) (3,40; 0,5-13,7)
antiCD3 antiCD28 423+ 3,77 4,28 +4,14 3,87 + 3,66
(3,70; 0,0-9,9) (3,25; 0,0-10,0) (2,80; 0,6-10,5)
IL-17 5,12 +5,46 5,48 £ 5,26 4,42 +5,09
(2,80; 1,0-15,2) (3,50; 1,6-15,5) (2,50; 0,8-14,6)
Anti-IL-17 4,08 + 6,44 3,07+2,11 4,72 £5,81
(1,60; 0,6-17,1) (3,15; 0,0-6,0) (2,95; 1,0-16,3)
Th17 3,17 £ 4,48 2,22 +1,87 2,72+ 3,41
(1,85; 0,4-12,2) (1,70; 0,0-5,0) (1,55; 0,6-9,5)
Medikament 6,18 + 8,97 5,47 + 4,97 5,43 + 6,66
(2,40; 0,1-23,9) (4,00; 0,0-12,0) (2,25; 0,4-18,0)

Werte in % anteilig an jeweiliger Lymphozytenpopulation. Angaben in
Mittelwert £ Standardabweichung (Median; Minimum-Maximum)
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Abbildung 25: Anteil der IL-17*-Zellen an der CD25*CD127'FoxP3*CD4*- (links),
CCR6'FOoxP3*CD4 *- (mittig) und FoxP3*CD4*-Population (rechts) in der
Patientenkohorte

Darstellung in % mit Median und Interquartilrange. JIA = juvenile idiopathische Arthritis.

4.4.2.5 IL-17*IFNy*-Zellen in der CD25*CD127-FoxP3*CD4*-Population,
CCR6*FoxP3*CD4*-Population und FoxP3*CD4*-Population

Der Anteil der IL-17*IFNy*-Zellpopulation an der CD25*CD127-FoxP3*CD4*-
Fraktion, der CCR6*FoxP3*CD4*-Fraktion und der FoxP3*CD4*-Fraktion der
Patientenkohorte wies keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen Kulturmilieus auf (vgl. Tabelle 51).

4.4.3 Einfluss der Stimuli auf Phanotyp und funktionale Eigenschaften

der Tregs in der Kontrollgruppe

Dieses Unterkapitel stellt den Einfluss der Stimuli auf die Tregs der
Kontrollkohorte dar. Aufgrund von ungewdhnlich hohen Messwerten von u.a. IL-
17 im Medikamentenansatz einer gesunden Kontrolle, welche sich innerhalb
dieses Probanden nicht kongruent zu den weiteren Stimuli zeigte, wurde dieser
Datensatz aus der Auswertung eliminiert. Daraus folgt n=5 fur den

Medikamentenansatz und n=6 fir alle anderen Stimuli.

4.4.3.1 FoxP3*-Zellen in der CD4*-Population

In der Kontrollgruppe ergaben sich hinsichtlich der FoxP3-Expression in den

CD4*-Zellen keinerlei signifikante Unterschiede zwischen den Stimuli. Der
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hochste Mittelwert lield sich ahnlich wie in der Patientenkohorte im Th17-Milieu
abbilden (vgl. Tabelle 50, Abbildung 26).
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Abbildung 26: Anteil der FoxP3*-Zellen an der CD4*-Population in der Kontrollkohorte
Darstellung in % mit Median und Interquartilrange. HC = Healthy Control.
4.4.3.2 CD25*CD127--Zellen in der FoxP3*CD4*-Population und CD4*-

Population

Analog zur Patientengruppe unterschied sich der Anteil der Tregs innerhalb der
CD4*-Zellen und der FoxP3*CD4*-Zellen nicht signifikant. Auch hier liel3 sich wie
in der Patientengruppe der hochste Mittelwert im Th17-Milieu feststellen (vgl.
Tabelle 47, Abbildung 27).

Tabelle 47: Deskriptive Statistik der CD25*CD127-Zellen in der FoxP3*CD4*- und
CD4*-Population in % in der Kontrollkohorte

Stimulus CD25*CD127" in FoxP3*CD4* CD25*CD127 in CD4*
unstimuliert 35,78 £ 8,59 35,02 +7,08

(36,85; 24,1-44,2) (35,00; 25,6-42,6)
antiCD3 antiCD28 42,37 £ 19,34 41.22 £ 17,14

(36,40; 29,3-80,6) (36,50; 27,5-74,6)
IL-17 41,43 £ 19,66 40,23 + 17,05

(34,90; 26,3-79,6) (34,90; 25,6; 73,6)
Anti-IL-17 43,58 + 20,08 43,10 £ 18,29

(38,55; 29,8-83,8) (38,55; 30,4-79,3)
Th17 47,30+ 17,58 46,32 + 15,90

(45,20; 30,3-80,6) (44,95; 29,4-75,5)
Medikament 4458 + 21,05 42,68 + 19,60

(33,60; 29,2-79,8) (32,00; 27,0-74,7)

Angaben in Mittelwert + Standardabweichung (Median; Minimum-Maximum)
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Abbildung 27: Anteil der CD25*CD127-Zellen an der FoxP3*CD4"- (links) bzw. CD4*-

Population (rechts) in der Kontrollkohorte

Darstellung in % mit Median und Interquartilrange. HC = Healthy Control.
Die Streudiagramme lassen deutlich werden, dass der Median des Anteils der CD25*CD127--
Zellen in beiden Populationen im Th17-Milieu erhéht ist.

4.4.3.3

CCR6*-Zellen in der FoxP3*CD4*-Population und CD4*-Population

In der Kontrollgruppe zeigte sich weder in der FoxP3*CD4*- noch in der CD4*-

Population ein Unterschied in der CCR6-Expression zwischen den einzelnen
Stimuli (vgl. Tabelle 48, Abbildung 28).

Tabelle 48: Deskriptive Statistik der CCR6*-Zellen in der FoxP3*CD4*- und CD4*-
Population in % in der Kontrollkohorte
Stimulus CCR6" in FoxP3*CD4* CCR6"in CD4*
unstimuliert 17,15 + 10,69 17,48 £ 9,24
(15,20; 8,3-38,0) (15,35; 9,0-34,9)
antiCD3, antiCD28 19,12 + 11,02 18,77 £ 9,81
(17,15; 7,4-40,0) (17,35; 6,7-36,6)
IL-17 20,77 £ 11,66 19,93 +£10,82
(17,80; 9,1-42,8) (18,55; 7,6-39,7)
Anti-IL-17 18,43 + 8,13 18,55 + 9,72
(16,40; 8,8-32,0) (16,50; 6,5-35,2)
Th17 18,03 + 7,46 19,55 + 7,65
(16,00; 8,1-29,8) (18,20; 8,7-31,6)
Medikament 19,34 + 11,46 19,62 + 10,46
(18,50; 5,1-36,9) (18,10; 6,8-35,9)

Angaben in Mittelwert + Standardabweichung (Median; Minimum-Maximum)
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Abbildung 28: Anteil der CCR6*-Zellen an der FoxP3*CD4 *- (links) und CD4*-
Population (rechts) in der Kontrollkohorte

Darstellung in % mit Median und Interquartilrange. HC = Healthy Control.
4.43.4 IL-17*-Zellen in der CD25*CD127-FoxP3*CD4*-Population,
CCR6*FoxP3*CD4*-Population und FoxP3*CD4*-Population

Wahrend sich in der CD25*CD127-FoxP3*CD4*- und FoxP3*CD4*-Population
keine Signifikanzen bzgl. der IL-17*-Zellen feststellen lie3 und lediglich eine
Tendenz zur niedrigsten IL-17-Messung im anti-IL-17-Milieu zu verzeichnen war,
zeigte sich in der Population CCR6*FoxP3*CD4*-Zellen eine im Vergleich zum
Medikament deutlich verringerte IL-17-Produktion im IL-17-Ansatz selbst
(p = 0,082) (vgl. Abbildung 29). Im Gegensatz zur JIA-Gruppe lie3en sich in der
Kontrolle in der Th17-Stitmulation keine erniedrigten IL-17-Werte feststellen (vgl.
Tabelle 49).
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Tabelle 49: Deskriptive Statistik der IL-17*-Zellen in den Populationen CD25*CD127"
FoxP3*CD4*, CCR6"FoxP3*CD4* und FoxP3*CD4" in der
Kontrollkohorte

Stimulus IL-17* in IL-17* in IL-17%in
CD25*CD127 CCR6*FoxP3*CD4* FoxP3*CD4*
FoxP3*CD4*
unstimuliert 2,15+ 1,20 4,47 £ 2,84 3,13+£0,85
(1,75; 0,9-3,9) (5,25; 0,7-8,3) (3,10; 1,8-4,1)
antiCD3 antiCD28 2,78 £ 0,95 4,25 +3,58 2,83+1,15
(2,65; 1,4-3,9) (2,50; 1,8-11,1) (2,90; 1,6-4,5)
IL-17 2,08+1,10 2,37+2,23 3,08+1,52
(1,75; 1,1-4,0) (1,80; 0,0-6,5) (2,85; 1,3-5,2)
Anti-IL-17 1,82+ 1,19 292+153 250+1,24
(2,20; 0,0-3,2) (3,10; 1,0-5,0) (2,40; 0,8-4,1)
Th1l7 2,12+0,91 413+ 257 3,07 +£1,08
(2,00; 1,1-3,7) (3,40; 1,5-8,5) (3,50; 1,3-4,1)
Medikament 2,42 +1,44 6,20 + 4,13 3,10+1,58
(1,90; 1,2-4,9) (4,80; 1,8-11,1) (2,50; 1,4-5,1)

Werte in % anteilig an jeweiliger Lymphozytenpopulation. Angaben in
Mittelwert £ Standardabweichung (Median; Minimum-Maximum)
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Anteil der IL-17*-Zellen an der CD25*CD127'FoxP3*CD4*- (links),
CCR6'FoxP3*CD4 *- (mittig) und FoxP3*CD4*-Population (rechts) in der
Kontrollkohorte

Darstellung in % mit Median und Interquartilrange. HC = Healthy Control.
Ersichtlich wird eine deutliche Verringerung der IL-17-Produktion im IL-17-Ansatz verglichen mit
dem Medikamentenansatz in der CCR6*FoxP3*CD4*-Population (p = 0,082).

4.4.3.5

IL-17*IFNy*-Zellen in der CD25*CD127-FoxP3*CD4*-Population,

CCR6*FoxP3*CD4*-Population und FoxP3*CD4*-Population

In der Kontrollgruppe zeigte sich bezogen auf die IL-17*IFNy*-Zellpopulation in

den genannten Populationen keinerlei

signifikanter

unterschiedlichen Stimuli (vgl. Tabelle 51).
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4.4.4 Vergleich der Treg-Charakterisierungen der beiden Gruppen

In diesem Unterkapitel werden die Stimulieinflisse auf Phanotyp und funktionale

Eigenschaften der Tregs der Patienten mit denen der Kontrollen verglichen.

44.4.1 FoxP3*-Zellen in der CD4*-Population

Wahrend die gesunden Kontrollen in allen Stimuli einen niedrigeren Anteil an
FoxP3*-Zellen an der CD4*-Population hatten als die Patienten, erwiesen sich
die erhohten FoxP3*-Spiegel in der Patientengruppe im anti-IL-17- und im Th17-
Ansatz als signifikant (vgl. Tabelle 50 und Abbildung 30).

Tabelle 50: Vergleichende Statistik der FoxP3*-Zellen in CD4*-Zellen bei Kontroll-
und Patientenkohorte

HC JIA P-Wert

unstimuliert 47,00 = 7,60 55,10 £ 5,28 0,065
(45,60; 38,4-61,3) (56,45;47,5-61,0)

antiCD3, antiCD28 52,50 + 10,69 60,97 + 6,23 0,093
(50,10; 40,3-72,2) (60,45; 52,6-72,0)

IL-17 49,13 + 11,79 59,42 + 10,88 0,093
(46,55; 36,5-69,9) (56,55; 46,7-79,3)

Anti-IL-17 48,10 £ 5,29 60,78 + 4,73 0,004*
(46,75; 41,6-56,9) (62,20; 52,3-64,9)

Th1l7 55,13 + 8,00 66,50 + 6,09 0,026
(54,15; 44,8-67,7) (67,90; 56,1-72,9)

Medikament 50,46 + 9,39 57,58 + 6,34 0,247
(49,30; 41,8-65,7) (56,65; 48,0-65,2)

Werte in % anteilig an jeweiliger Lymphozytenpopulation. Angaben in

Mittelwert £ Standardabweichung (Median; Minimum-Maximum)

P-Wert-Angabe als Vergleich HC mit JIA (Mann-Whitney-U Test); * = signifikant nach
Bonferroni-Korrektur. HC = Healthy Control, JIA = juvenile idiopathische Arthritis.
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Abbildung 30: Vergleich der FoxP3-Expression in % in CD4*-Zellen zwischen
Patienten (JIA)- und Kontrollkohorte (HC)

Die CD4*-Zellen der Kontrollgruppe haben eine durchweg geringere FoxP3-Expression im
Vergleich zur Patientengruppe. Der Unterschied wird insbesondere im anti-IL-17 und Th17-
Milieu signifikant. Nach Bonferroni-Korrektur (Signifikanzniveau 0,01) verbleibt der Unterschied
im anti-IL-17-Ansatz (*) signifikant.

4442 CD25*CD127--Zellen in der FoxP3*CD4*-Population und CD4*-
Population

Im Vergleich der CD25*CD127-Zellen lie3en sich weder in der FoxP3*CD4*-
noch in der CD4*-Population signifikante Unterschiede zwischen den beiden
Kohorten feststellen. In beiden Gruppen wurde im Thl7-Ansatz der hdchste
Mittelwert an CD25*CD127-Zellen gefunden, wobei diese Zellpopulation in allen
Stimuliansétzen in der Patientengruppe hohere Werte aufwies als in der
Kontrollgruppe (vgl. Tabelle 44 bzw. Kapitel 4.4.2.2 und Tabelle 47 bzw. Kapitel
4.4.3.2).

4.4.4.3 CCR6*-Zellen in der FoxP3*CD4*-Population und CD4*-Population

Weder in der FoxP3*CD4*- noch in der CD4*-Population lie3en sich signifikante
Unterschiede zwischen der HC- und JIA-Gruppe in den jeweiligen Stimuli

beziglich der CCR6-Expression feststellen (vgl. Tabelle 45, Tabelle 48).
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4444 IL-17*-Zellen in der CD25*CD127-FoxP3+*CD4*-Population,
CCR6*FoxP3*CD4*-Population und FoxP3*CD4*-Population

Bezlglich des Anteils der IL17*-Zellen an den Populationen CD25*CD127-
FoxP3*CD4", CCR6*FoxP3*CD4* bzw. FoxP3*CD4* ergab sich kein signifikanter
Unterschied zwischen Patienten- und Kontrollgruppe. Im Vergleich der
Mittelwerte zeigte sich der Anteil der IL-17*-Zellen in den jeweiligen
Subpopulationen tendenziell in der JIA-Gruppe erhdht (vgl. Tabelle 46, Tabelle
49).

4.4.45 IL-17*IFNy*-Zellen in der CD25*CD127-FoxP3*CD4*-Population,
CCR6*FoxP3*CD4*-Population und FoxP3*CD4*-Population

Im Vergleich der Patienten- mit der Kontrollgruppe ergab sich fur die IL-17*IFNy*-
Zellen in den Zellpopulationen CD25*CD127 FoxP3*CD4*, CCR6"FoxP3*CD4*

und FoxP3*CD4* keinerlei signifikanter Unterschied.

Lediglich eine Tendenz zu vermehrt IL-17- und IFNy-doppelt-positiven Zellen in
der Patientenkohorte war in der CD25*CD127-FoxP3*CD4*-Population im anti-
CDg3/anti-CD28-Ansatz (p = 0,093) sowie im unstimulierten Ansatz in der
FoxP3*CD4*-Population (p = 0,093) zu vermerken (vgl. Tabelle 51, Abbildung
31).

Interessanterweise zeigt sich in den Subpopulationen der CD25*CD127-
FoxP3*CD4*- und FoxP3*CD4*-Population jeweils derselbe JIA-Patient mit
extended Oligoarthritis und 24-jahrigem Krankheitsverlauf mit erhéhten IL-17 und
INFy-Werten (vgl. auch Kapitel 4.4.2.4 und Kapitel 5.2.1.2).
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Tabelle 51: Vergleich des Anteils der IL-17*IFNy*-Zellen in % an den Populationen
CD25*CD127'FoxP3*CD4*, CCR6"FoxP3*CD4* und FoxP3*CD4*

zwischen Patienten- und Kontrollgruppe

IL-17*IFNy* in IL-17*IFNy* in IL-17*IFNy* in
CD25*CD127- CCR6*FoxP3*CD4* FoxP3*CD4*
FoxP3*CD4*
Stimu- | HC JIA P- HC JIA P- HC JIA P-
lus Wert Wert Wert
unsti- 0,20+0,23 | 0,75+1,74 | 0,485 | 0,12+0,20 | 0,18 +0,45 | 0,818 | 0,25+0,38 | 1,4+1,88 | 0,093
muliert | (0,15; 0,0- | (0,00; 0,0- (0,00; 0,0- | (0,00;0,0- (0,15; 0,0- | (0,65; 0,1-
0,6) 4,3) 0,5) 1,1) 1,0) 5,0)
Anti- 0,10+0,17 | 1,08+1,58 | 0,093 | 0,37+0,56 | 0,95+1,68 | 0,818 | 0,23+0,25 | 1,08 + 1,52 | 0,310
CD3 (0,00; 0,0- | (0,50;0,0- (0,10; 0,0- | (0,25; 0,0- (0,15; 0,0- | (0,30;0,1-
anti- 0,4) 4,2) 1,4) 4,3) 0,7) 3,9)
CD28
IL-17 0,07+0,12 | 0,55+1,20 | 0,589 | 0,08+0,13 | 0,10+0,24 | 0,818 | 0,20 +0,15 | 0,93 + 1,86 | 0,937
(0,00; 0,0- | (0,05;0,0- (0,00; 0,0- | (0,00;0,0- (0,20; 0,0- | (0,20; 0,0-
0,3 3,0) 0,3) 0,6) 0,4) 4,7)
Anti-IL- | 0,10+0,11 | 0,90+1,96 | 0,699 | 0,98+2,00 | 0,53+0,48 | 0,589 | 0,32+0,20 | 1,15+ 2,09 | 0,699
17 (0,10; 0,0- | (0,10; 0,0- (0,00; 0,0- | (0,55; 0,0- (0,35; 0,0- | (0,40; 0,0-
0,2) 4,9) 5,0) 1,2) 0,6) 5,4)
Th17 0,18+0,16 | 1,83+4,11 | 1,000 | 0,23+0,24 | 0,17 +0,26 | 0,589 | 0,25+0,15 | 0,88 + 1,59 | 0,699
(0,20; 0,0- | (0,10; 0,0- (0,20; 0,0- | (0,00; 0,0- (0,25; 0,0- | (0,30; 0,0-
0,4) 10,2) 0,6) 0,5) 0,4) 41)
Medi- 0,10+0,10 | 2,13+4,35 | 0,792 | 0,04 +0,09 | 1,08 +1,57 | 0,329 | 0,36 +0,42 | 1,47 + 2,33 | 0,537
kament | (0,10;0,0- | (0,10;0,0- (0,00; 0,0- | (0,45;0,0- (0,20; 0,1- | (0,40; 0,0-
0,2) 10,9) 0,2) 4,0) 1,1) 6,0)

Werte in % anteilig an jeweiliger Lymphozytenpopulation. Angaben in

Mittelwert £ Standardabweichung (Median; Minimum-Maximum)
P-Wert-Angabe als Vergleich HC mit JIA (Mann-Whitney-U Test). HC = Healthy Control,

JIA = juvenile idiopathische Arthritis.

142




(o]
]

H
g

HC
JIA

IN
1
]

N
1

Y IL-17*IFNy* in CD25"CD127 FoxP3*CD4*
5
1
L |
% IL-17*IFNy* in CCR6*FoxP3*CD4"

54 [
L} L}
n
O_
0_
& 3 A A A &
N OO'L \\/,'\/ . ,\\’\/ & & o
N & N N e
3 S P B Q&
Q& O K8 N\ 3
oY 9
S &
RN
& 3
8_
e HC
o . = JIA

% IL-17*IFNy* in FoxP3*CD4"

Abbildung 31: Anteil der IL-17IFNy*-Zellen an der CD25*CD127 FoxP3*CD4*- (links
oben), CCR6*FoxP3*CD4 *- (rechts oben) und FoxP3*CD4*-Population
(links unten) in der Kontroll- und Patientenkohorte

Darstellung in % mit Median und Interquartilrange
Es lasst sich eine tendenziell erhdhte IL-17-IFNy-Produktion in den Patienten feststellen.
HC = Healthy Control, JIA = juvenile idiopathische Arthritis.

4.5 Suppressions-Assay

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der durchgefiihrten Suppressions-
Assays dargestellt. Hierbei werden zunachst die fur die Assays verwendeten
Probanden dargestellt und charakterisiert. Danach werden die Ergebnisse der
JIA- und Kontrollgruppe gesondert betrachtet. Abschlielend werden diese
beiden Gruppen auf Unterschiede in den Ergebnissen Uberprift. Zunachst wird
in Tabelle 52 das Beispiel eines Suppressions-Assay fiur je eine gesunde

Kontrolle und einen JIA-Patienten fur die jeweiligen Stimuli abgebildet.
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Tabelle 52:

Suppressions-Assay einer gesunden Kontrolle (HC) und eines
Patienten (JIA)

Stimulus

HC

JIA

OTregs:1
PBMCs

1

Tregs: 1

PBMCs

OTregs:1
PBMCs

1Tregs:1
PBMCs

Un-
stimuliert

iy

0,2%

0,4%

: WL BRRLLL BRRLLL

318%

32,9%

Lus

ITIETETY

aalas

Anti-
CD3,
anti-
CD28

181,0%

320,5%

77,2%

35,5%

IL-17
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Medi- 387,3% 321,0% 383,5% 134,0%
kament 3 E 3 3

X-Achse: CFSE-Menge; Y-Achse: Zellzahl

Prozentangaben der proliferierten Lymphozyten anteilig an allen CFSE-markierten
Lymphozyten.

Die Inhibition der PBMC-Proliferation durch die Tregs sowohl in HC als auch in JIA wird in der
1:1-Kultur deutlich. Bemerkenswert ist eine niedrigere Proliferationssuppression im Th17-Milieu
in beiden Gruppen verglichen mit der Positivkontrolle (anti-CD3/anti-CD28).

45.1 Charakterisierung der Probandengruppen fir die Suppressions-

Assays

Fur die Suppressions-Assays wurden die Proben der in Tabelle 53
demographisch beschriebenen 5 Patienten- und 7 Kontrollprobanden mit
moglichst viel vorhandenem (eingefrorenen) Probenmaterial zur Sicherstellung

einer fur die Kulturversuche ausreichenden Zellzahl verwendet.

Tabelle 53: Demographische Beschreibung der Patienten (JIA)- und
Kontrollkohorte (HC) der Suppressions-Assays
JIA HC
N Haufigkeit N Haufigkeit
in % in %
Ménnlich 3 60 1 14,3
Weiblich 2 40 6 85,7
M+ SD Median M+ SD Median P-Wert
(Min.-Max.) (Min.-Max.)

Alter in Jahren bei | 16,0 +5,0 17,0 (8-20) 229+19 23,0 (19-25) | 0,010
Blutentnahme

Alter in Jahren bei | 4,6 + 3,1 4,0 (2-10) - - -
Diagnose
Krankheitsdauer 114+£47 13,0 (4-16) - - -
in Jahren

M = Mittelwert; SD = Standardabweichung; Min. = Minimalwert; Max. = Maximalwert
45.1.1 Charakterisierung der Patientenkohorte

Fur die Suppressions-Assays wurden Blutproben von 5 Patienten mit extended
Oligarthritis verwendet. Davon erhielt 1 Patient lediglich ein NSAR, 1 Patient
lediglich MTX als Basistherapie. Die anderen 3 Patienten erhielten zu ihrer

konventionellen Basistherapie aul3erdem ein Biologikum.
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Alle Patienten hatten ein negatives CRP, die BSG war bei allen Patienten im
Normbereich. 1 Patient hatte leicht erniedrigte Leukozyten, 1 Patient eine leicht
erhohte absolute Lymphozytenzahl. Alle Patienten waren RF und HLA-B27
negativ, 3 waren ANA positiv (vgl. Tabelle 54).

Tabelle 54: Laborwerte der Patientenkohorte der Suppressions-Assays
Laborwert Referenzbereich | M+ SD Median (Min.-Max.)
CRP (mg/dl) <0,5 0,03 + 0,06 0,0 (0-0,15)

BSG (mm/h) <15-20mm/h 3+1.3 2 (2-5)

Leukozyten/pl 4800-10000 6300 + 1257,0 6100 (4400-8300)

Lymphozyten 1,2-3,4 25+0,7 2,3(1,8-3,7)

absolut (G/I)

Lymphozyten relativ | 26-46 40,4+ 4,5 42,4 (32,4-44,8)

(%)

Thrombozyten/pl 150000-450000 245600 + 28834,7 234000 (217000-
300000)

M = Mittelwert; SD = Standardabweichung; Min. = Minimalwert; Max. = Maximalwert

4.5.2 Einfluss der Stimuli auf die Suppressionsfahigkeit der Tregs in

der JIA-Gruppe

Im Vergleich der verschiedenen Stimuli untereinander wurde besonders Wert auf
die unterschiedlichen Einfliisse im Vergleich zur Positivkontrolle gelegt. Da anti-
CD3 und anti-CD28 aul3er bei der Negativkontrolle zu allen Stimuli dazu gegeben
wurden, wurde der Mann-Whitney-U-Test innerhalb der Patientenkohorte immer

im Vergleich zur Positivkontrolle durchgefihrt.

Bei der Proliferation der PBMCs in der 1:0 Kultur ohne Treg-Einfluss ergab sich
in Gegenuberstellung mit der Positivkontrolle ein signifikant niedrigerer Anteil der
vermehrten (entspricht CFSE’) PBMC-Population in der Negativkontrolle
(p = 0,008) sowie eine nicht signifikant (p = 0,222) niedrigere Proliferation im
Thl7-Milieu (vgl. Tabelle 55). Abbildung 32 veranschaulicht diesen

Zusammenhang.
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Abbildung 32: Anteil der proliferierten PBMCs in der 1:0-Kultur der Patientenkohorte

Darstellung in % mit Median und Interquartilrange. JIA = juvenile idiopathische Arthritis.
Wahrend das Th17-Milieu lediglich eine Tendenz zur niedrigeren PBMC-Proliferation aufwies

(p = 0,222), lieR sich in den unstimulierten Proben eine signifikant verminderte Proliferation im
Vergleich zur Positivkontrolle feststellen (* als signifikanter Wert auch nach Bonferroni-Korrektur
mit Signifikanzniveau 0,01).

In der Betrachtung der PBMC-Proliferation unter Treg-Einfluss, also in der 1:1-
Kultur, ergaben sich &ahnliche Verhaltnisse: Auch hier war eine signifikante
Proliferationsminderung gegenuber der anti-CD3/anti-CD28-Proben lediglich bei
den unstimulierten Proben ersichtlich (p = 0,032) (vgl. Abbildung 33, Tabelle 55).
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Abbildung 33: Anteil der proliferierten PBMCs in der 1:1-Kultur der Patientenkohorte

Darstellung in % mit Median und Interquartilrange JIA = juvenile idiopathische Arthritis.

Ein signifikanter Unterschied war lediglich in einer Verminderung der PBMC-Proliferation bei
den unstimulierten Proben im Vergleich zu den anti-CD3/CD28 Proben feststellbar (p-Wert
jedoch oberhalb des Signifikanz-Niveaus von 0,01 nach Bonferroni-Korrektur).

Verglich man nun die Proliferation des 1:1-Ansatzes mit der des 1:0-Ansatzes
(vgl. Rechenweg in Kapitel 3.2.12) und damit die Inhibition der Proliferation unter
Treg-Einfluss, so zeigte sich eine signifikant schlechtere Inhibition in der
Negativkontrolle (p = 0,016). Ebenso war die Suppressionsfahigkeit der Tregs im
proinflammatorischen Umgebungsmilieu des Th17-Cocktails signifikant
erniedrigt (p=0,032). Im Gegensatz dazu spiegelten die anderen
Kulturbedingungen (IL-17, anti-IL-17 und Medikament) keine Veranderung in der
Funktionsfahigkeit der Tregs wider (vgl. Tabelle 55). In Abbildung 34 und
Abbildung 35 ist je die Inhibitionsfunktion der Tregs dargestellt.
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Abbildung 34: Suppressions-Assay Patientenkohorte

Darstellung in % mit Median und Interquartilrange JIA = juvenile idiopathische Arthritis.
Darstellung der prozentualen Inhibition unter Treg-Einfluss im Vergleich zur Proliferation reiner
PBMCs je nach Kulturmilieu. Der suppressive Einfluss der Tregs auf die PBMCs im
unstimulierten Milieu und im Th17-Polarisationscocktail war signifikant vermindert, jedoch
zeigten sich die P-Werte nach Bonferroni-Korrektur oberhalb des enstprechenden
Signifikanzniveaus von 0,01.
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Abbildung 35:

In der Abbildung werden die einzelnen Werte der Proliferationssuppression (% Inhibition) der
PBMCs durch die Tregs nach Patienten (n=5) dargestellt. Deutlich wird eine stark verminderte
Inhibitionsfunktion der Tregs im Th17-Milieu.

JIA = juvenile idiopathische Arthritis.

Suppressions-Assays der einzelnen Patienten

Tabelle 55: Werte der PBMC-Proliferation im 1:0- und 1:1-Co-Kultur-Ansatz sowie
Inhibition der Proliferation durch Tregs in Patienten
Stimulus JIA P-Wert
unstimuliert Proliferation PBMCs im 1:0- | 6,18 + 8,98 0,008*
Ansatz (2,80; 1,20-22,20)
Proliferation PBMCs im 1:1- | 7,12 + 10,73 0.032
Ansatz (2,60; 1,50-26,30)
Inhibition PBMC-Proliferation | -22,89 + 55,05 0,016
durch Tregs im 1:1-Ansatz (-18,49; - 91,67-46,43)
Anti-CD3, Proliferation PBMCs im 1:0- | 62,12 + 16,77 -
anti-CD28 Ansatz (72,20; 39,00-77,20)
Proliferation PBMCs im 1:1- | 32,58 + 14,05 -
Ansatz (34,30; 15,20-53,00)
Inhibition PBMC-Proliferation | 48,87 + 12,95 -
durch Tregs im 1:1-Ansatz (52,49; 26,90-61,03)
IL-17 Proliferation PBMCs im 1:0- | 64,04 + 10,61 1,000
Ansatz (65,70; 51,60-77,60)
Proliferation PBMCs im 1:1- | 27,58 + 10,15 0,690
Ansatz (27,10; 11,80-38,50)
Inhibition PBMC-Proliferation | 57,24 + 14,14 0,548
durch Tregs im 1:1-Ansatz (56,06; 41,40-78,70)
Anti-1L-17 Proliferation PBMCs im 1:0- | 66,40 + 13,77 0,548
Ansatz (73,00; 48,00-79,80)
Proliferation PBMCs im 1:1- | 27,12 + 9,00 0,421
Ansatz (29,70; 12,70-34,60)
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Stimulus JIA P-Wert
Inhibition PBMC-Proliferation | 58,56 + 14,78 0,310
durch Tregs im 1:1-Ansatz (56,64, 38,13-77,20)

Th1l7 Proliferation PBMCs im 1:0- | 44,64 £ 9,27 0,222
Ansatz (42,90; 33,10-54,20)
Proliferation PBMCs im 1:1- | 35,90 + 18,61 1,000
Ansatz (26,00; 22,60-65,70)

Inhibition PBMC-Proliferation | 22,10 + 27,28 0,032
durch Tregs im 1:1-Ansatz (21,45; -21,89-47,32)

Medikament Proliferation PBMCs im 1:0- | 70,58 + 17,26 0,421
Ansatz (76,60; 41,40-83,50)
Proliferation PBMCs im 1:1- | 32,98 + 14,84 1,000
Ansatz (34,00; 15,50-49,70)

Inhibition PBMC-Proliferation | 53,45 + 16,07 1,000
durch Tregs im 1:1-Ansatz (50,00; 35,12-77,60)

Angabe in Mittelwert £ Standardabweichung (Median; Minimum-Maximum) in Prozent

n =5 fur JIA; P-Werte als Vergleich zwischen Positivkontrolle (anti-CD3, anti-CD-28) und den
anderen Stimuli (Mann-Whitney-U Test); * = P-Wert unterhalb des Signifikanzniveaus nach
Bonferroni-Korrektur. JIA = juvenile idiopathische Arthritis.

45.3 Einfluss der Stimuli auf die Suppressionsfahigkeit der Tregs in

der Kontrollgruppe

Analog zur Patientengruppe wurde auch die Kontrollgruppe auf signifikante
Unterschiede mittels Mann-Whitney-U-Test untersucht und hierzu jeder Stimulus

mit der Positivkontrolle verglichen.

Bei der Betrachtung der PBMC-Proliferation im 1:0-Ansatz fiel auf, dass
gegenuber der Positivkontrolle zum einen die Proliferation im unstimulierten
Ansatz und im Thl7-Polarisationscocktail signifikant vermindert war (p = 0,001
bzw. 0,038). Zum anderen, dass im Medikamentenansatz die Proliferation
signifikant gesteigert war (p = 0,026) (vgl. Tabelle 56). Diese Zusammenhénge
sind in Abbildung 36 dargestellt.
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Abbildung 36: Anteil der proliferierten PBMCs in der 1:0-Kultur der Kontrollkohorte

Darstellung in % mit Median und Interquartilrange. HC = Healthy Control.

Die Darstellung verdeutlicht die signifikant verminderte Proliferation in der Negativkontrolle und
im Th17-Ansatz, sowie die signifikant erhdhte Proliferation der PBMCs in den Proben mit
Medikamentenzugabe. Nach Bonferroni-Korrektur verblieb der Unterschied zwischen
unstimuliert und Positivkontrolle signifikant (*).

In der Auswertung der prozentualen PBMC-Proliferation im 1:1-Ansatz, d.h. unter
Treg-Einfluss, spiegelte sich lediglich eine im Vergleich zur Positivkontrolle
signifikant verminderte Proliferation der Negativkontrolle wider (p = 0,014).
Weiterhin zeigte sich eine tendenziell erniedrigte Proliferation im Th17-Stimulus
(p = 0,101) (vgl. Tabelle 56). Zu erwahnen ist hierbei, dass die Positivkontrolle im
1:1-Ansatz bei einer Kontrolle aus methodischen Griinden aus der Wertung
gestrichen wurde und daher fir das anti-CD3/-CD28-Milieu mit n =6 stattn =7
gerechnet wurde (vgl. Abbildung 37).

152



I

[=2]
o
|
L ]

% Proliferation PBMCs
] =
o o
| |
[ ]
[ ]
9

S A A A&
& ‘» ;N + N
SV N E
& &
& a2 ¢
o 0“.)"
e
X
>~

Abbildung 37: Anteil der proliferierten PBMCs in der 1:1-Kultur der Kontrollkohorte

Darstellung in % mit Median und Interquartilrange. HC = Healthy Control.

Lediglich im Vergleich zwischen Positiv- und Negativkontrolle ergab sich eine signifikant
verminderte PBMC-Proliferation. Der P-Wert lag jedoch oberhalb des Signifikanzniveaus von
0,01 nach Bonferroni-Korrektur.

Im Vergleich des 1:1- mit dem 1:0-Ansatz sind auch hier zum einen der
signifikante Unterschied zwischen Negativ- und Positivkontrolle zu benennen
(p =0,001) und zum anderen der zwischen Positivkontrolle und Th17-
Polarisationscocktail (p = 0,005). Sowohl bei der Negativkontrolle als auch dem
Th17-Cocktail war die Inhibition der PBMC-Proliferation durch die Tregs weniger
stark ausgepragt. In den dbrigen Kulturbedingungen konnten keine relevanten
Unterschiede hinsichtlich der Treg-Suppressionsfunktion festgestellt werden.
Entsprechend der Darstellung der Patientenkohorte in Kapitel 4.5.2 werden die
Ergebnisse der Suppressions-Assays in der Gruppe der gesunden Kontrollen
zunachst in der Abbildung 38 und der Abbildung 39 abgebildet und im Anschluss
die statistischen Werte der Suppressions-Assays in Tabelle 56 aufgelistet. Zu
beachten ist wiederum, dass beim Vergleich der Stimulantien mit der

Positivkontrolle fiir die Positivkontrolle n = 6, fur alle anderen Stimulantien n =7

gilt.
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Abbildung 38: Suppressions-Assay Kontrollkohorte

Darstellung in % mit Median und Interquartilrange. HC = Healthy Control.

In der Abbildung ist die prozentuale Inhibition der PBMC-Proliferation unter Treg-Einfluss im
Vergleich zur Proliferation der PBMCs ohne Tregs dargestellt, aufgeteilt nach Stimulus. Gut
ersichtlich ist die signifikante Minderung der Suppressionsfunktion der Tregs im unstimulierten
und Th17-Medium, beide Unterschiede zeigten sich auch nach Bonferroni-Korrektur

(Signifikanzniveau von 0,01) als sigfinikant (*).

154



% Inhibition

100

Abbildung 39: Suppressions Assays der einzelnen gesunden Probanden

In der Abbildung sind die Inhibitionswerte in % nach Kontrollen (n=7, Ausnahme: aCD3/28 n=6)
dargestellt. Sie entsprechen der Suppression der PBMCs durch die Tregs. Auch in dieser
Kohorte zeigt sich eine verminderte Suppressionsfunktion im Th17-Kulturmilieu. HC = Healthy
Control.
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Tabelle 56:

Werte der PBMC-Proliferation im 1:0- und 1:1-Co-Kultur-Ansatz sowie
Inhibition der Proliferation durch Tregs in Kontrollen

Stimulus HC P-Wert
unstimuliert Proliferation PBMCs im 1:0- | 7,70 + 11,09 0,001*
Ansatz (1,20; 0,20-30,30)

Proliferation PBMCs im 1:1- | 9,63 + 11,55 0,014
Ansatz (2,90; 0,40-31,60)
Inhibition PBMC-Proliferation | - 74,63 + 57,70 0,001*
durch Tregs im 1:1-Ansatz (- 68,12; - 150,00-(- 4,29))
Anti-CD3, Proliferation PBMCs im 1:0- | 74,39 + 9,50 -
anti-CD28 Ansatz (75,80; 59,10-86,30)
Proliferation PBMCs im 1:1- | 30,48 + 12,59 -
Ansatz (27,20; 19,90-52,90)
Inhibition PBMC-Proliferation | 60,25 + 13,50 -
durch Tregs im 1:1-Ansatz (60,49; 38,70-75,06)
IL-17 Proliferation PBMCs im 1:0- | 73,53 £ 7,08 0,902
Ansatz (71,50; 62,20-81,30)
Proliferation PBMCs im 1:1- | 33,63 + 13,31 0,534
Ansatz (31,80; 19,10-57,30)
Inhibition PBMC-Proliferation | 53,84 + 18,89 0,731
durch Tregs im 1:1-Ansatz (55,52; 18,61-75,61)
Anti-IL-17 Proliferation PBMCs im 1:.0- | 74,50 £ 9,42 1,000
Ansatz (75,70; 56,80-84,00)
Proliferation PBMCs im 1:1- | 34,86 + 15,61 0,628
Ansatz (28,70; 14,40-60,90)
Inhibition PBMC-Proliferation | 52,40 + 21,83 0,628
durch Tregs im 1:1-Ansatz (52,46; 13,37-82,86)
Th17 Proliferation PBMCs im 1:0- | 59,03 + 14,88 0,038
Ansatz (58,50; 35,40-86,10)
Proliferation PBMCs im 1:1- | 41,46 + 13,66 0,101
Ansatz (37,40; 25,20-64,10)
Inhibition PBMC-Proliferation | 29,68 + 14,88 0,005*
durch Tregs im 1:1-Ansatz (32,49; 0,18-47,43)
Medikament Proliferation PBMCs im 1:0- | 83,47 £+ 7,69 0,026
Ansatz (87,20; 67,30-88,40)
Proliferation PBMCs im 1:1- | 40,10 + 18,66 0,234
Ansatz (34,30; 21,00-71,80)
Inhibition PBMC-Proliferation | 52,19 + 20,35 0,534
durch Tregs im 1:1-Ansatz (59,10; 17,94-75,92)

Angabe in Mittelwert £ Standardabweichung (Median; Minimum-Maximum) in Prozent

n =7 fur HC, auRRer fur Inhibition und Proliferation im 1:1-Ansatz des anti-CD3, anti-CD28-
Stimulus: n = 6; P-Werte als Vergleich zwischen Positivkontrolle (anti-CD3, anti-CD-28) und den
anderen Stimuli (Mann-Whitney-U Test); * = P-Wert unterhalb des Signifikanzniveaus nach
Bonferroni-Korrektur

454 Vergleich der Suppressions-Assays der beiden Gruppen

Es werden nun die bereits beschriebenen Kohorten der Patienten und Kontrollen

bzgl. der Ergebnisse im Suppressions-Assay miteinander verglichen.

Entsprechend den beiden vorherigen Unterkapiteln wird zunachst auf den 1:0-
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Kulturansatz eingegangen, dann auf die 1:1-Co-Kultur PBMC und Tregs und

abschlieBend auf die berechnete prozentuale Inhibitionsfunktion der Tregs.

Bei der Betrachtung der Proliferation der PBMCs je nach Stimulationsmilieu (1:0-
Ansatz) konnte in der Thl7-Probe ein signifikanter Unterschied (p = 0,030)
zwischen Patienten- und Kontrollgruppe ermittelt werden. Die PBMCs der
Patienten proliferierten unter dieser Kulturbedingung im Schnitt schlechter als die
der Kontrollen (vgl. Abbildung 40, Tabelle 55, Tabelle 56).
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Abbildung 40: Anteil der proliferierten PBMCs in den beiden Kohorten je nach
Stimulus

Darstellung in % mit Median und Interquartilrange. HC = Healthy Control, JIA = juvenile
idiopathische Arhtritis.

In der Abbildung ersichtlich ist die im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant verminderte
PBMC-Proliferation im Th17-Polarisationscocktail in der Patientengruppe, welche jedoch nach
Bonferroni-Korrektur oberhalb des korrigierten Signifikanzniveaus von 0,01 lag.

Im 1:1-Kulturansatz lie@ sich kein signifikanter Unterschied bzgl. der
prozentualen Proliferation der PBMCs unter Treg-Einfluss zwischen den beiden
Kohorten feststellen (vgl. Abbildung 41).
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Abbildung 41.: Anteil der proliferierten PBMCs in 1:1-Cokultur mit Tregs in den beiden
Kohorten je nach Stimulus

Darstellung in % mit Median und Interquartilrange. HC = Healthy Control, JIA = juvenile
idiopathische Arhtritis.

Vergleicht man abschlieRend die Starke der Effekte der unterschiedlichen Stimuli
zwischen der JIA- und der Kontrollgruppe auf die Inhibitionsfunktion, so lasst sich

ebenfalls kein signifikanter Unterschied feststellen (vgl. Abbildung 42).
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Abbildung 42: Vergleich Suppressions-Assays zwischen JIA- und Kontrollkohorte

Darstellung in % mit Median und Interquartilrange

Die Abbildung veranschaulicht die prozentuale Inhibitionsfunktion der Tregs je nach Stimulus
zwischen den beiden untersuchten Gruppen. Die signifikanten Suppressionsminderungen in
unstimuliertem und Th17-Milieu sind sowohl in der Patienten-, als auch der Kontrollkohorte
erkennbar. Zwischen den beiden Gruppen selbst besteht kein signifikanter Unterschied der
Anderung der Suppressionsfahigkeit der Tregs.

4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die PBMC-Charakterisierung zeigte eine Verschiebung der Treg-Th17-Balance
hin zu vermehrten Th17-Zellen und Thl7-like Tregs innerhalb der JIA-Gruppe.
Weiterhin zeigte sich eine vermehrte Zytotoxizitat und vermehrte Expression des
Migrations-Markers CXCR3 insbesondere in den naiven T-Zellen in der

Patientengruppe (vgl. Tabelle 57).
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Tabelle 57:

Zusammenfassung der Ergebnisse der PBMC-Charakterisierung

CCR6 |
IL-17 in RORyt 1

JIA (vs. HC) EAA (vs. JIA, deskriptiv)
Allgemeiner CD4* CXCR3 1, CCR6 1; CCR7 1, CXCR3 |, CCR6 |
Lymphozytenpool CXCR3CCR6 1
CXCR3 in Naive und
Memory
CCR6 in allen
Subpopulationen 1
CD8* CXCR3 1, CXCR3CCR6 1 | CCR7 1, CXCR3 |, CCR6 |
CXCR3 und CCR6 in
Naive 1
Zytotoxizitat CD4+ Perforin in Naive und Perforin und GranzymB in
Memory t Effektor und TEMRA 1
GranzymB in Naive 1
PerforinGranzymB 1
cDs8* Perforin in Memory 1 Perforin und GranzymB in
Effektor und TEMRA 1
unstimuliert | GranzymB in CD4*- Ahnliche Ergebnisse wie
Effektor | nach Stimulation mit
GranzymB in CD4*- PMA/lonomycin/Brefeldin A
TEMRA 1
Ansonsten ahnliche
Ergebnisse wie nach
Stimulation mit
PMA/lonomycin/Brefeldin
A
Th1l/Thl7-Balance | CD4* IL-17 1 IL-17 1, auch in
CCR6 1, CD161 1, Subpopulationen
CCR6CD161 1 CCR6 |, CD161 |,
IFNy in CCR6 | CCR6CD161 |
CD8* CCR6 1, CCR6CD161 1 IL-17 1, auch in
IFNy und TNFa in Subpopulationen
CD161 1 CCR6 |, CD161 |,
CCR6CD161 |
Tregs CD4+ IL-10 in Tregs 1 Tregs |
IL-10 in CD4*, in CCR6 und
in Tregs 1
cD8* IL-10 1, IL-10 in CCR6 1 IL-10 und FoxP3 1
IL-10 in CCR6 und in
FoxP3 |,
FoxP3 in CCR6 1
Treg/Th17- CD4* IL-17 und CCR6 in IL-17 in FoxP3,
Balance FoxP3 1 FoxP3CCR6 und in
RORyt in CD4* und in RORyt 1

CCR6 in FoxP3 |

In der Spalte JIA sind die signifikanten Ergebnisse im Vergleich zu HC dargestellt, in der Spalte
EAA die Ergebnisse im Vergleich zu oligo-/polyarthritischer/UD-JIA deskriptiv beschrieben.

1 bedeutet: jeweilige Population in der JIA-Gruppe (verglichen mit HC) erhéht, respektive in den
EAA-Proben (verglichen mit der JIA-Gruppe) erhéht.
HC = Healthy Control, JIA = juvenile idiopathische Arthritis, EAA = Enthesitis-assoziierte

Acrthritis.

Die durchflusszytometrische Charakterisierung der Tregs nach Kultur zeigte im

Th1l7-Ansatz verglichen mit der Negativkontrolle eine vermehrte Expression der
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Treg-Charakteristika. In der JIA-Gruppe zeigte der Medikamentenansatz im
Vergleich zum Th17-Milieu eine (wieder der HC-Gruppe entsprechende)
erniedrigte FoxP3-Expression. Die Auspragung der Treg-Charakterisitika war im
Schnitt in allen Stimuli in der JIA-Gruppe verglichen mit der HC-Gruppe (teils
signifikant) vermehrt. Die IL-17* Zellen waren ebenfalls in der JIA-Gruppe

vermehrt (vgl. Tabelle 58).

Tabelle 58: Zusammenfassung der Ergebnisse der Treg-Charakterisierung
positiv | IL-17 Anti- Th17 Medi- JIA
IL-17 kament | vs.HC
* FoxP3*CD4* JIA 1* 1 a 1b
HC 1 (n.s.)

e (C25'CD127 JIA 1 (n.s.) 1 (n.s.)
FoxP3*CD4* HC 1 (n.s.)

e (C25*'CD127-CD4*

e CCR6*FoxP3*CD4* JIA | 1 (n.s.) 1 (n.s.)

e CCR6'CD4* ©

HC

e IL-17*in CD25*CD127" JIA | (n.s.) 1 (n.s.)
FoxP3*CD4* HC

e IL-17*in
CCR6*FoxP3*CD4*

e IL-17*in FoxP3*CD4*

e |L-17*IFNy*in JIA i.d.R. 1
CD25*CD127" HC (n.s.)
FoxP3*CD4*

e IL-17*IFNy*in
CCR6*FoxP3*CD4*

e IL-17*IFNy*in
FoxP3*CD4*

Vergleich der einzelnen Stimuli mit der Negativkontrolle (= unstimuliert)

Letzte Spalte: Vergleich JIA-Proben zu HC-Proben je Stimulus (1 bedeutet erhéhte Spiegel in
JIA-Probanden im Vergleich zu HC-Probanden)

HC = Healthy Control, JIA = juvenile idiopathische Arthritis

positiv = anti-CD3, anti-CD28

n.s.: nicht signifikant

a|m Vergleich zum Th17-Milieu zeigte sich eine signifikant erniedrigte FoxP3-Expression in
CD4*-T-Zellen im Medikamentenstimulus.

b Eine signifikant hohere Anzahl an FoxP3+*CD4*-Zellen in den JIA-Probanden im Vergleich mit
HC-Proben fand sich im anti-IL-17- und Th17-Ansatz.

¢ Eine nicht signifikante Erhéhung von CCR6*-Zellen zeigte sich nur in der CD4*-Zellpopulation.
* P-Wert verbleibt nach Bonferroni-Korrektur siginifikant (Signifikanzniveau 0,003)

Die Ergebnisse der einzelnen Stimuli im Suppressions-Assay wurden jeweils mit
der Positivkontrolle verglichen, da hier die Standardproliferation abgelesen
wurde. Die Proliferation der PBMCs zeigte sich in beiden Kohorten nach Th17-

induzierender Stimulation deutlich vermindert. Zeitgleich lie3 sich auch eine
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signifikant verminderte Inhibition der PBMC-Proliferation durch die Tregs im
Th17-Milieu feststellen (vgl. Tabelle 59).

Tabelle 59: Zusammenfassung der Ergebnisse der Suppressions-Assays
IL-17 Anti-IL- | Th17 Medi- JIA vs. HC
17 kament
Proliferation JIA | = = l(ns) | = Thl7 |
HC | = = ! alle anderen
Stimuli | (n.s.)
Proliferation unter | JIA | = = = = =
Treg-Einfluss HC | = = l(ns.) |1(ns.)
Inhibition JIA | = = l = =
HC = = l* =

Vergleich der einzelnen Stimuli mit der Positivkontrolle (anti-CD3, anti-CD28)

Letzte Spalte: Vergleich JIA-Proben zu HC-Proben je Stimulus (| bedeutet geringere
Proliferation in JIA-Probanden im Vergleich zu HC-Probanden)

Proliferation = Proliferation PBMCs in 1:0-Kultur

Proliferation unter Treg-Einfluss = Proliferation PBMCs in 1:1-Co-Kultur mit Tregs
Inhibition = Vergleich Proliferation PBMCs unter Treg-Einfluss mit Proliferation PBMCs
n.s.: nicht signifikant; = bedeutet kein Unterschied

* P-Wert verbleibt nach Bonferroni-Korrektur signifikant (Signifikanzniveau 0,01)
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5 Diskussion

5.1 Interpretation der Unterschiede im Lymphozytenpool

zwischen den einzelnen Probengruppen

In der PBMC-Charakterisierung wurde der Lymphozytenpool der JIA-Proben und
der gesunden Kontrollen analysiert und verglichen. Auf3erdem wurden die beiden
EAA-Proben deskriptiv mit den anderen JIA-Subtypen verglichen.

5.1.1 Unterschiede im allgemeinen T-Zell-Lymphozytenpool

Im allgemeinen T-Zell-Lymphozytenpool zeigte sich eine signifikant erhéhte
Anzahl an CXCR3-positiven CD4*- und CD8*-T-Zellen, CCR6-positiven CD4"-
Zellen, sowie an CXCR3*CCR6"-doppelt positiven CD4*- und CD8*-T-Zellen in

der Patientenpopulation. Auch die CCR7*CD4*-Zellen waren tendenziell erhdht.

Die hohere Rate an CCR7*-,antigen-unerfahrenen® Zellen, bei denen noch ein
Homing in das lymphatische System erfolgen kann [7], korreliert auch mit der
relativ héheren Anzahl an naiven Zellen bei den JIA-Patienten. Eine mdgliche
Erklarung wére das signifikant jingere Alter bei den Patienten der PBMC-
Charakterisierung. Die EAA-Probanden waren ebenfalls im Schnitt jinger als die
JIA-Gruppe, mit konkordant erhéhtem Anteil an CCR7*CD4*-Zellen. Die
durchschnittlich alteren Kontrollprobanden haben vermutlich bereits eine weitere
Reifung des Immunsystems durchlaufen, z.B. indem einige Infektionen
durchgemacht worden sind. Zu beachten ist, dass die Verwendung von CCR7
als T-Zell-Differenzierungsmarker bei zuvor gefrorenen Proben, wie hier
verwendet, in manchen Arbeiten als kritisch angesehen wird [9], da eine
vermehrte CCR7-Expression in gefrorenen Proben im Vergleich zu frischen

Proben festgestellt wurde [93].

Die CCR6-Expression in den CD4*-T-Zellen war in allen Reifegraden in der
Patientengruppe erhoht. Die Expression sollte laut bekannter Literatur in Naiven-
und TEMRA-Zellen generell niedriger sein [94]. Die stark erhdohte CCRG6-

Expression in den CD4*-Patientenzellen in diesen Subpopulationen kénnte zum
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einen mit einer hohen Migrationsfahigkeit korrelieren oder einen Hinweis auf die
Rolle der Th17-Zell-Antwort in der Pathogenese der JIA geben, da CCR6 neben
der Funktion als Chemokinrezeptor fur u.a. CCL20 auch als bewahrter Th17-
Marker fungiert [3, 10] (vgl. auch Kaptiel 1.1.1.3). Uberraschenderweise war die
CCR6-Expression der T-Zellen der EAA-Probanden vergleichsweise niedrig.
Studien fanden erhohte IL-17-Spiegel in der Synovialflissigkeit von EAA-
Patienten, welche auf eine Thl7-assoziierte Pathogenese hinweisen [55]. Wir
untersuchten hingegen periphere Blutzellen, was eine Erklarung fir den nicht

erhohten Anteil der CCR6-positiven Zellen in den EAA-Patienten sein konnte.

Die erhohte CXCR3-Expression in den CD4*-Zellen der Patienten deutet auf eine
erhohte Migrationsfahigkeit der Zellen zu entzindeten Gebieten hin [94].
Aulerdem wird der Chemokinrezeptor als typischer Oberflachenmarker fir Th1-
Zellen angesehen [3, 10]. Wedderburn et al. fanden vermehrt CXCR3*-
Lymphozyten in der Synovialflissigkeit von JIA-Patienten [52]. Auf3erdem fand
man in entzindetem Synovia-Gebiet vermehrt aktivierte Memory-CD4*-Zellen
[95]. Kongruent hiermit kdnnte v.a. die in unseren Experimenten gezeigte starke
CXCR3-Expression in den Naiven- und Memory-CD4*-Zellen verglichen mit den
gesunden Kontrollen darauf hindeuten, dass diese Zellen eine verstéarkte
Migration in inflammatorische Areale vermitteln und somit zur Pathogenese der

Arthritis beitragen.

Insgesamt werden hyperproliferative, proinflammatorische Memory-CD4*-Zellen
mit Th1/Th17-Phanotyp als wichtiger Aspekt der Pathogenese der Rheumatoiden
Arthritis diskutiert [96]. Die jeweils erhéhte Expression von CXCR3 und CCR6 in
den Memory-CD4*-Zellen der JIA-Gruppe spiegeln diesen Aspekt wider.

5.1.2 Unterschiede bzgl. der Zytotoxzitat der Lymphozyten

5.1.2.1 Unterschiede nach PMA/lonomycin/Brefeldin A-Stimulation

Die gesamten Granzym B*PerforinfCD4*-Zellen waren in der JIA-Kohorte
signifikant erhoht. Weiterhin lag eine gesteigerte Zytotoxizitat in den Naiven- und

Memory-Zellen vor.
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Die genaue Funktion der TEMRA-Zellen ist bisher noch unklar. Eine Expansion
dieser Zellpopulation nach Viursinfekten wie CMV wird vermutet und ein
protektiver Effekt gegenuber viralen Pathogenen wird diskutiert [97]. Allerdings
war der CMV-Serostatus bei unseren Probanden nicht bekannt. TEMRA-Zellen
charakterisieren sich zusatzlich durch eine erhéhte CXCR3- und Granzym B
sowie Perforin-Expression, welche ihr zytotoxisches Potential verdeutlichen [97].
Verglichen mit den anderen Subpopulationen (Naive-, Memory-, Effektor-Zellen)
konnten auch wir ein hohes zytotoxisches Potential der TEMRA-Zellen in sowohl
Kontroll- als auch JIA-Proben ermitteln, jedoch besald die JIA-Gruppe, trotz
hoéherer TEMRA-Zahl ein tendenziell eher niedrigeres zytotoxisches Profil der
CD4'TEMRA-Zellen. Dies konnte auf eine geringere Effektivitat der TEMRAS
hinweisen. Alternativ kann ein Einfluss auf die Zytotoxizitat durch konventionelle
DMARDSs vorliegen.

Die signifikant gesteigerte Zytotoxizitdt der CD4*-Naiven- und CD4*-Memory-
Zellen, sowie die erhohte Perforinproduktion der CD8*-Memory-Zellen in der
Patientengruppe konnte auf eine potentiell pathologische Funktion dieser
Zellpopulationen hinweisen, da sie laut Mahnke et al. normalerweise keine oder

nur geringe zytotoxische Funktionen inne haben [94].

Die Zellpopulation der CD4*-zytotoxischen Lymphozyten (CTLSs), welche sich aus
unterschiedlichen CD4*-Subpopulationen entwickeln kann und als Abwehr gegen
viraler Erreger fungieren soll [98], wurde auch in Synovialanalysen entziindeter
Gelenke bei rheumatoider Arthritis nachgewiesen. Es wird angenommen, dass
die CD4*-CTLs hier Uber Interaktion mit neutrophilen extrazellularen Netzen und
Uber die Induktion weiterer proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 oder TNFa zur

lokalen Inflammation beitragen [99].

Beim Vergleich der JIA-Gruppe mit den EAA-Patienten zeigte sich eine
signifikant gesteigerte Produktion zytotoxischer Zytokine der CD4*- und CD8*-
Effektor- und TEMRA-Zellen in der EAA-Population. Aggarwal et al. schildern ein
tendenziell schlechteres Outcome bei EAA-Patienten im Vergleich zu anderen
Subpopulationen sowie einen grof3en Einfluss u.a. auch des angeborenen

Immunsystems [47]. Auch vor diesem Hintergrund ist ein vermehrter
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proinflammatorischer Einfluss von CTLs in Bezug auf Krankheitsverlauf und -

schwere zu diskutieren.

Insbesondere bei der Produktion zytotoxischer Zytokine sollten Unterschiede in
der initialen Therapie beachtet werden. Die beiden EAA-Patienten wurden mit
Etanercept behandelt, einer davon zusatzlich mit Sulfasalazin. Viele Patienten
der JIA-Gruppe erhielten ebenfalls TNFa-Blocker, weshalb hierdurch kein
relevanter Einfluss auf die unterschiedlichen Ergebnisse anzunehmen ist.
Andererseits ist eine Inhibition der Zytotoxizitat bei NK-Zellen durch Sulfasalazin
bekannt [100]. Inwiefern diese auch bei T-Zellpopulationen vorliegt, ist noch nicht
hinreichend untersucht. Jedoch erscheint vor diesem Zusammenhang eine
erhohte zytotoxische Aktivitat der T-Zellen in der EAA-Gruppe nicht durch die

medikamentdse Vortherapie erklarbar.

5.1.2.2 Einfluss der unspezifischen Stimulation auf die Ergebnisse

Insgesamt gesehen war die Zytokinproduktion nach Stimulation mit lonomycin
und PMA in allen Bereichen deutlich erhodht, was nicht verwunderlich erscheint,
da diese Stimulation die Zellen bekanntlich tber Ca2*-Einstrom in die Zelle und

Aktivierung der Proteinkinase C zur Zytokinproduktion anregt [87].

Ohne Stimulation war die Granzym B-Produktion der CD4*-TEMRA-Zellen in den
Patienten im Vergleich zu den Kontrollen signifikant erhéht, mit Stimulation
jedoch relativ erniedrigt. Hier spiegelt die Granzym B-Produktion ohne
Stimulation eher den erwarteten Zustand wider, da bei den TEMRAs eine
vermehrte Zytokinproduktion zu erwarten ist [94].

Ein diverser Einfluss der PMA/lonomycin-Stimulation auf unterschiedliche
Zytokine wurde beschrieben [101, 102]. Der Einfluss der unspezifischen
Stimulation andert laut unseren Ergebnissen jedoch nicht grundsétzlich die
Auspragung der Zytotoxizitat der Zellen. Vielmehr zeigten sich die Unterschiede
zwischen den Gruppen ohne Stimulation z.T. deutlicher als mit Stimulation. Eine
maogliche Erklarung hierfir ware, dass sich die Stimulation mit PMA/lonomycin in

den Probandengruppen unterschiedlich auswirkt, beispielsweise durch Einfluss

166



von Biologika Uber diverse Signalwege in der Patientengruppe, so wirken z.B.

TNF-Blocker auf andere Proteinkinasen ein [103].

Insgesamt ist gemal unserem Vergleich der Ergebnisse zwischen stimuliertem
und  unstimuliertem  Ansatz  kein  signifikanter = Unterschied  der

Zytotoxizitatsaspekte der peripheren T-Zellen zu erwarten.

5.1.3 Unterschiede der Th1-/Th17-Verteilung

Die IL-17-Produktion in den CD4*-Zellen war in der Patientengruppe signifikant
erhoht. Jedoch zeigte sich die IL-17-Produktion der spezifischen Th17-
Subpopulationen (CCR6*-, CD161*- und CCR6*CD161*- CD4*-T-Zellen) in JIA-
Proben nicht signifikant erhéht. Analog zu unseren Ergebnissen fanden mehrere
Studien einen erhdhten IL-17-Spiegel im Serum von JIA-Patienten, welcher auf
eine vermehrte zellulare Produktion rickschlie3en lasst. Teils wurden diese
erhohten Spiegel zusatzlich mit einer erhohten Anzahl an Th17-Zell korreliert [69,
104].

Der IL-17-Spiegel in den EAA-Proben war verglichen mit der JIA-Gruppe sowohl
in den CD4*- als auch den CDB8*-Zellen erhoht. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen von Agarwal et al., die eine vermehrte IL-17-Expression in der
Synovialflissigkeit u.a. in dem Subtyp der EAA festgestellt hatten [55]. Auch
Mahendra et al. stellten analog in der Synovialflissigkeit von EAA-Patienten eine
Dominanz von IL-17 sowie vermehrte Thl7-Zellen fest [105]. Die Thl7-
Subpopulationen zeigten sich bei uns in den EAA-Patienten jedoch relativ
erniedrigt, bei hingegen vermehrter IL-17-Expression in den einzelnen
Subpopulationen. Dementsprechend liegt eine besonders starke IL-17-
Produktion pro Thl7-phanotypischer Zelle vor, was einer erhéhten IL-17-
bedingten Pathogenitat der Th17-Zellen in EAA-Patienten entsprechen konnte.
Eine IL-17-Blockade durch Secukinumab zeigte sich besonders wirksam in
Formen der Spondyloarthritis und Psoriasisarthritis [76]. Die von uns
gemessenen erhdhten IL-17-Werte der juvenilen Spondylorarthritis, der EAA,
konnten eine Erklarung fur den besseren Wirkmechanismus des Medikamentes

in diesen Erkrankungsformen liefern.
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Weiterhin zeigte sich ein signifikant héherer Anteil an phénotypischen Thl7-
Zellen in der Patientengruppe. Sowohl die CCR6*-, die CD161*- und die
CCR67CD161*-CD4*-Zellen waren erhoht. Auch die Arbeitsgruppe um Wu et al.
fand eine Hochregulation an Th17-Zellen in Patienten, hier wurde jedoch lediglich
IL-17 als Zellmarker verwendet [53]. Die CCR6*- und die CCR6*CD161*-Zellen

der CD8*-Zellen waren ebenfalls signifikant erhdht.

CCRG6"-Zellen wirken stark auf die Gelenkentziindung bei Arthritispatienten ein.
Nicht nur Uber Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-17 oder
TNFa, sondern auch Uber direkten Zellkontakt aktivieren sie die synovialen

Fibroblasten und férdern somit das Entziindungsgeschehen [106].

Die IFNy-Produktion der CCR6*-Zellen in den Kontrollen war hdher als in den
JIA-Patienten, die IL-17-Produktion der Th17-CD4*-Zellsubpopulationen
hingegen in den JIA-Patienten (nicht-signifikant) hoher als in den Kontrollen. V.a.
die Expression von IFNy in den phanotypisch als Th17-Zellen klassifizierten
CD4*-Zellen kénnte eine Plastizitat hin zum Th17/Th1-Phénotyp aufzeigen.
Dieser Subtyp wird als auf3erst pathologisch angesehen [106]. Cosmi et al.
untersuchten ebenfalls den Thl-like Th17-Phanotyp in JIA-Patienten und fanden
in den gesunden Kontrollen einen leicht hoheren Anteil IFNy-produzierender
CD161*-Zellen. In der untersuchten Synovialflissigkeit der JIA-Patienten zeigte
sich die IFNy-Produktion der CD161*-Th17-Zellen jedoch um ein vielfaches
hoher als im Blut der Kontrollen [107]. Da wir in dieser Arbeit nur die Zellen des
peripheren Blutes von JIA-Patienten untersucht haben, kann es sein, dass eine
Untersuchung der Synovialzellen deutlich erhdhte Mengen an Th17/Th1-Zellen
in JIA-Patienten verglichen mit gesunden Kontrollen ergeben hatte. Weiterhin
konnten die erniedrigten IFNy*-Anteile an den CCR6*- bzw. CD161*CD4*-Zellen
in der JIA-Population auch auf eine Erschopfung der Zellen im Rahmen der in
vitro Stimulation zuriickzuftihren sein. Die intrazellulare Zytokinproduktion nach
der unspezifischen Stimulation l&sst jedoch keine 1:1 Ruckschlisse auf die in

vivo Zytokinfreisetzung oder Serumkonzentrationen der Zytokine zu.
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5.1.4 Unterschiede im Phanotyp der regulatorischen T-Zellen

Die Treg-Charakteristika der CD4*-Zellen waren analog zu den Ergebnissen der
Treg-Charakterisierung, wenn auch nicht signifikant, in der Patientengruppe
erhoht. Die IL-10-Produktion in den Tregs der JIA-Kohorte war signifikant héher.

Die Studienlage zur Anzahl der Tregs im Blut von JIA-Patienten ist umstritten.
Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen stellten Wu et al. zwar eine leichte
Erhdhung an Tregs fest, jedoch ohne signifikanten Unterschied [53],
Sznurkowska et al. eine Erhéhung [108], Olivito et al. eine Erniedrigung [109].
Lina et. al malRen eine erhéhte Th1l und Th17-Zellzahl bei gleichzeitig erniedrigter
Treg-Zahl im Blut von RA-Patienten [110]. Zu beachten ist, dass nicht nur die JIA-
Patienten in Krankheitssubtyp und —aktivitat unterschiedlich waren, sondern auch
die Definition der Tregs und sich die Studien daher nicht komplett 1:1 vergleichen

lassen.

In den CD8*-Zellen mal3en wir einen signifikant erhdhten Anteil an IL-10-
Produktion in der Patientengruppe. IL-10 produzierende CD8*-T-Zellen sind auch
als CD8*Tregs bekannt. Die Funktion dieser Zellen beruht auf einer Suppression
anderer CD8"-Zellen, aber auch CD4*-Zellen und APCs mithilfe des von ihnen
produzierten IL-10 und TGF [111, 112]. Die CD8*Tregs haben keine einheitliche
Oberflachenmarker-Definition, sie werden haufig durch CD28, aber auch durch
CD25* oder CD122* charakterisiert. Weiterhin kdnnen sie FoxP3 exprimieren. In
einigen Immunerkrankungen wurde eine erniedrigte Zahl an CD8*Tregs
festgestellt, eine Zunahme ihrer Anzahl spiegelte dann eine erfolgreiche Kontrolle
der Erkrankung wider [111]. Die in unserer Arbeit auerdem gemessene
signifikant erhdhte Anzahl an CCR6*IL10*CD8*-Zellen koénnte auf eine
maoglicherweise vermehrte Plastizitat dieser CD8*Tregs in der Patientengruppe
hinweisen. Uber die Funktionalitit der CD8*Tregs lasst sich keine Aussage

treffen, da sie in dieser Arbeit nicht naher beleuchtet wurden.

Die zum Grol3teil erhdhte Anzahl an Tregs in der JIA-Gruppe verglichen mit der
EAA-Gruppe korreliert mit der Studie von Szymanska-Kaluza et al., die eine
hohere Treg-Anzahl im peripheren Blut in der milden Oligoarthritis verglichen mit

schwerwiegenderen Formen wie Polyarthritis oder sJIA fanden [69]. Die hohere
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Treg-Anzahl koénnte einen Einfluss auf den zukinftigen Verlauf einer JIA
besitzen. Die Zunahme an Tregs in Remissionsphasen oder nach
Stammezelltransplantation  bei  JIA-Patienten  fanden Kleer et al.,
zusammengefasst in Prakken et al. [42, 73, 113]. Pesenacker et al. erorterten
ferner, dass Kinder mit spaterer persistierenden Oligoarthritis bereits zu
Krankheitsbeginn héhere Treg-Spiegel in der Synovialflissigkeit besitzen als
Kinder mit einer zukunftigen extended Oligoarthritis. Auch beschrieben die
Autoren eine héhere Treg-Anzahl im Blut von asymptomatischen sJIA-Patienten
als von Patienten mit aktiver sJIA oder gesunden Kontrollen [72]. Ferner zeigten
neueste Studienergebnisse in RA-Patienten eine moégliche Biomarker-Funktion
der Tregs in Patienten, die sich in einer Drug-Free-Remission (sprich in einer
Remission ohne begleitende DMARD-Therapie) befinden: Patienten mit erhéhter
Treg-Anzahl nach Beendigung der DMARD-Therapie blieben eher in Remission,
als Patienten, die eine erniedrigte Treg-Anzahl zum Zeitpunkt der Beendigung
aufwiesen [114]. Es lasst sich in unserer Studie keine Aussage uber den
Zusammenhang mit dem weiteren Krankheitsverlauf treffen, da lediglich ein
Zeitpunkt untersucht wurde. Jedoch bestédtigen die genannten Erkenntnisse
anderer Arbeitsgruppen den essenziellen Aspekt der Tregs hinsichtlich der
Erfassung der Krankheitsaktivitdt sowie moglicherweise auch des Monitorings
des Krankheitsverlaufs. Unsere Ergebnisse kdonnten daher ebenfalls auf einen
milderen Verlauf der Erkrankung der JIA-Patienten verglichen mit den EAA-
Patienten hindeuten. Interessanterweise zeigte sich die IL-10-Produktion in den
EAA-Proben trotz niedrigerer Treg-Anzahl vergleichsweise leicht erhdht. Dies
konnte als ggf. kompensatorischer = Mechanismus mit  starkerer

Einzelzellaktivierung zu verstehen sein.

Die zeitgleiche CCR6- und IL10-Expression bzw. CCR6- und FoxP3-Expression
in den CD4*- bzw. den CD8*-T-Zellen wurde in unseren Versuchen in der
Patientengruppe deutlich haufiger gemessen als in der Kontrollgruppe. Da CCR6
ein wichtiges Molekaul fur die Migrationsfahigkeit der Zellen in entziindete Gebiete
ist, konnten diese Ergebnisse laut Campbell et al. auf eine Spezialisierung der
Tregs auf spezifische T-Zellpopulationen und damit verbundene

Immunreaktionen, in diesem Fall auf eine Spezialisierung auf Th17-vermittelte
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Entziindungen hinweisen [18]. Gleichzeitig wird CCR6 (sowie auch RORyt und
CD161) als Voraussetzung fur eine Plastizitat der Tregs hin zu Th17-like Tregs
gesehen [29]. Die von uns festgestellte Erh6hung der sowohl fir CCR6-, als auch
fur Treg-Marker positiven T-Zellen in der Patientenkohorte kann daher entweder
eine Anpassung peripherer Zellen auf das vorherrschende inflammatorische
Milieu sein oder Ausdruck einer vorliegenden eher pathogenen Treg-Zelllinie mit

Potential zum proinflammatorischen Th17-like-Phanotyp [18, 29].

5.1.5 Unterschiede der Treg/Th17-Balance

Wahrend die Thl7-Oberflachenmolekile CCR6 wund CD161 in der
Patientengruppe signifikant hoher exprimiert waren als in der Kontrollgruppe (vgl.
Kapitel 5.1.3), so war die Expression des Th17-typischen Transkriptionsfaktors
RORyt in den CD4*-Zellen der Patienten signifikant niedriger. Auch die RORyt-
Expression in den CCR6*CD4*-Patienten-T-Zellen war erniedrigt. Die
erniedrigten RORyt-Spiegel in Patienten kdnnten bei gleichzeitig erhéhten
FoxP3-Spiegeln die bereits von Olivito et al. festgestellten reziproken
Verhaltnisse dieser beiden Transkriptionsfaktoren widerspiegeln [109]. In deren
Studie wurde in der Synovialflissigkeit von JIA-Patienten eine inverse Korrelation
zwischen FoxP3- und RORC2-mRNA gemessen. Eine mdgliche Erklarung dieser
Verhéltnisse liegt in der suppressiven Eigenschaft von FoxP3 auf andere

Transkriptionsfaktoren, wie beispielsweise RORyt [22].

Interessanterweise war das von RORyt*CD4*-Zellen produzierte IL-17 in den
Patienten signifikant erhoht. Ahnlich verhielt es sich mit dem von FoxP3*CD4*-
Zellen produzierten IL-17. Letzterer Befund stellt sich analog zur ebenfalls
erhdhten IL-17-Produktion der FoxP3*Tregs in der Patientenpopulation in der

Treg-Charakterisierung dar.

Stadhousers et al. beschreiben die Wichtigkeit epigenetischer Veranderungen in
der Thl7-Zellentwicklung. Wahrend Thl- und Naive-CD4*-Zellen einen stark
methylierten Promoter und zum Grol3teil inaktiviertes IL-17A besitzen, vollfuhrt
sich in der Differenzierung zur Th17-Zelle eine epigenetische Veranderung tber

Promoter-Demethylierung und  —Aktivierung, sowie Uber Installation
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genregulatorischer Elemente. In Mausen beispielsweise bewirken eine TCR-
Stimulation, sowie die Transkriptionsfaktoren BATF und IRF4 eine Veranderung
der Chromatinlandschaft, die eine RORyt-Bindung und IL-17A-Aktivierung erst
moglich macht [24]. Weiterhin wird die IL-17-Expression durch die
nichtcodierende Sequenz CNS2 beeinflusst, die in starker Interaktion mit RORyt
die Aktivierung der Transkription der IL-17-Genloci bestimmt [115]. Ein gehauftes
Auftreten von Polymorphismen in genregulierenden Elementen in
Autoimmunerkrankungen, u.a. JIA, wurde in Thl17-Enhancern gefunden. Diese
Polymorphismen beeinflussen auf unterschiedliche Weise Bindungsmotive von
Transkriptionsfaktoren und somit auch die Genexpression und kdnnten dadurch

eine feine, aber entscheidende Anderung der Immunantwort hervorrufen [26].

Vor dem Hintergrund dieser Studienlage konnte eine mdgliche Erklarung der
erniedrigten RORyt- bei gleichzeitig erhdhter IL-17-Produktion in der
Patientengruppe sein, dass entweder die genetischen Polymorphismen oder die
in der Th17-Zelldifferenzierung erfolgte Veranderung der Chromatinlandschatft zu
einer verstarkten IL-17-Expression fuhrt, die bereits bei vergleichsweise geringer

RORVyt-Expression erfolgt.

Weiterhin konnte die IL-17-Produktion auf Zellen vom Th17-like-Phéanotyp
zurlckzufuhren sein, die eine Hochregulation von RORyt zusatzlich zu FoxP3
oder T-bet besitzen, wobei diese RORyt-Hochregulation jedoch ggf. nicht so
stark ausgepragt ist. Zhao et al. fanden in ihrer Studie zu vorher als CD161*CD4*
klassifizierten Th17-Zellen bei Sjogren-Patienten einen grof3eren RORyt-Anteil,
der aulBerdem mit der Krankheitsaktivitdt korrelierte. Sie vermuteten einen
Zusammenhang zwischen Thl-, inflammatorischen Tregs oder ex-Th17-Zellen
und RORytTh17-Zellen [116]. Diese Vermutungen decken sich auch mit den von
uns festgestellten hohen Raten an IL-17*- oder CCR6*-Zellen mit gleichzeitiger
FoxP3-Expression in den JIA-Proben. Interessanterweise beschreiben
Henderson et al. in der sJIA im akuten Schub zunachst das Auftreten von IL-17
produzierenden FoxP3*-Tregs, welche die entsprechende Treg-typische
Demethylierung in der CNS2-Region aufweisen. Im chronischen Verlauf
hingegen liegen vermehrt T-Effektor-Zellen mit einer hochregulierten RORC-

Genexpression vor [117]. Komatsu et al. beschriecben eine erhohte
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Osteoklastigenitat von sog. ,exFoxP3Th17“-Zellen im kollageninduzierte-
Arthritis-Mausmodell. Die ,exFoxP3Th17“-Zellen entstehen Uber IL-
17*FoxP3*Tregs aus ehemals CD25"°“FoxP3*Tregs, die dazu neigen in
Entziindungsgebieten ihre FoxP3-Expression zu verlieren. Diese Zellen sind
durch vermehrte RANKL-, CCR6- und ROR-Expression sowie niedriger IL-10-
Expression noch pathogener als ubliche Thl7-Zellen [118]. Eine erhdhte
Osteoklastigenitat der von uns gemessenen IL-17*FoxP3*Tregs im arthritischen
Milieu kdnnte einen Beitrag zur Pathogenese der JIA leisten. Plastische IL-17-
produzierende Zellen konnten, insbesondere im akuten Schub, in
Autoimmunerkrankungen daher eine vielleicht sogar gré3ere Rolle spielen als
klassische Th17-Zellen.

Im Vergleich der EAA-Proben mit den Ubrigen JIA-Proben zeigte sich eine
vermehrte  IL-17-Produktion in den FoxP3*CD4*-Zellen und den
FoxP3*CCR6*CD4*-Zellen. Analog ist auch der IL-17-Anteil der RORyt*CD4*-
Zellen erhoht. Bei 0.g. Studienlage kdnnte dies auf eine vermehrte Pathogenitét
der plastischen und Ublichen Th17-Zellen hindeuten und damit Hinweise auf den

Ublicherweise schwerer wiegenden Krankheitsverlauf der EAA geben.

5.2 Interpretation des Einflusses der Stimuli auf den Phanotyp

der Tregs

Bei der Kultivierung der Tregs mit den jeweiligen Stimuli zeigte sich die FoxP3-
Expression der CD4*-Zellen im Thl7-Ansatz sowohl in der Patienten-
(signifikant), als auch in der Kontrollgruppe (nicht-signifikant) am héchsten. Auch
der Anteil der CD25*CD127-Tregs an den CD4*- bzw. an den FoxP3*CD4*-
Zellen war in dem proinflammatorischen Th1l7-Milieu am gré3ten (nicht-
signifikant). Zusatzlich liel3 sich in der Patientengruppe eine im anti-IL-17-Ansatz
signifikant erhohte FoxP3-Expression der CDA4*-Zellen im Vergleich zum
unstimulierten Ansatz festellen sowie eine hingegen signifikant verminderte

Expression im Medikamenten-Ansatz verglichen mit dem Th17-Milieu.

Im Gegensatz zur vermehrten Expression von Treg-Charakterisitka im Th17-

Ansatz lie3 sich der jeweils niedrigste Mittelwert an IL-17-Produktion in den
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FoxP3*CD4*-Zellen und den FoxP3*-Tregs im Thl7-Milieu in der
Patientengruppe feststellen. In den gesunden Kontrollen liel3 sich diese Tendenz
nicht abbilden.

Am wahrscheinlichsten erscheint als Erklarung der hoheren Treg-Marker die
unten naher ausgefihrte Zellaktivierung, die im Th17-Milieu am starksten zu sein
scheint und eine CD25- und FoxP3-Mehrexpression zur Folge haben kann [6,
23]. Diese Ergebnisse widersprechen jedoch dem Ansatz von Campbell et al.,
die in ihrem Review einen FoxP3-Verlust bei Anwesenheit von IL-6 postulierten
[18]. Rubtsov et al. hingegen sprechen auch in stark inflammatorischem Milieu
von einer stabilen FoxP3-Expression der Tregs [119]. Auch Olivito et al. fanden
erhéhte FoxP3-Spiegel pro einzelner Treg in arthritischem Milieu [109]. Bending
et al., auch beschrieben in der Ubersichtsarbeit von Copland et al., konnten eine
vermehrte FoxP3-Tranksription durch Tregs in entziindeten Gebieten messen
[120, 121]. Ferner wurde eine vermehrte FoxP3-Expression unter TGFf3 (welches
Teil unseres Th17-Milieus war) Einfluss in der iTreg Entwicklung beschrieben [6].
Komatsu et al. sahen einen FoxP3-Verlust in arthritischem Milieu in Th17-like
Tregs in ehemals CD25'°“FoxP3*Tregs [118]. Die von uns durchgefiihrte
Zellisolation von CD25*CD127-CD4* Zellen vor Beginn der Kultur kbnnte eine
Selektion von eher CD25MI"CD4*-Zellen gefliihrt haben und damit einen

ausbleibenden FoxP3-Verlust erklaren.

Interessanterweise fiihrte der Kulturansatz mit dem Laborantikdrper anti-IL-17A
im Patientenkollektiv ebenfalls zu einer vermehrten FoxP3-Expression,
wohingegen sich die Expression in der Kultur mit dem spezifischen klinischen IL-
17A-Inhibitor Secukinumab als stabil zeigte. Ein mdglicher Erklarungsansatz
hierfir ware, dass diese im Vergleich zum als interne Validierungskontrolle
verwendeten Laborantikdrper vermutlich noch spezifischere Blockierung und
Unterbindung der Rezeptorinteraktion zu einer Adjustierung der Treg-Aktivierung

auf das Niveau der Zellaktivierung der gesunden Kontrollen fuhrt.

Die niedrige IL-17-Produktion durch die isolierten Tregs im Th17-Milieu in der
Patientengruppe steht im Widerspruch zur IL-17-Zunahme, die man in dem Th17-

stimulierenden Milieu eigentlich erwarten wirde. IL-18 und IL-6 férdern die
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Plastizitdt der Tregs hin zu einem Thl7-like Treg-Typ [29]. Koenen et al.
schreiben TGFB keinen Einfluss auf die Produktion von IL-17 durch Tregs zu
[122]. Auch Beriou et al. beschrieben eine Induktion der IL-17-Sekretion in diesen
Zellen unter IL-1B- und IL-6-Bedingungen, wahrend die IL-17-Sekretion unter
TGFB-Einfluss sank [35]. Mdglicherweise war der TGFB-Einfluss auf die Tregs in
unserem Versuchsaufbau dominanter als der IL-1B und IL-6-Einfluss. Die inverse
Korrelation von IL-17- und FoxP3-Expression in den Tregs &hnelt gleichzeitig den
Ergebnissen einer Studie von Nistala et al.,, bei der CDA4*-Zellen der
Synovialflissigkeit von JIA-Patienten untersucht wurden und eine reziproke

Beziehung zwischen IL-17*-Zellen und FoxP3*-Tregs festgestellt wurde [54].

5.2.1 Interpretation des Vergleichs der Stimulieinflisse auf die
Probengruppen

5.2.1.1 Vergleich der Treg-Marker

Prinzipiell konnten in den Patientenproben im Vergleich mit den Kontrollproben
eine erhohte Anzahl der FoxP3*CD4*-Zellen und der CD25*CD127-
(FoxP3")CD4*-Zellen beobachtet werden. Besonders signifikant war der
Unterschied zwischen den FoxP3*CD4*-Zellen im Thl7-Ansatz und im anti-IL-
17-Ansatz. Nach Kultur mit Secukinumab war der Unterschied als nicht mehr

signifikant zu verzeichnen.

Die vermehrte Treg-Anzahl bei Patienten konnte verschiedene Ursachen haben.
Es konnten bereits zu Beginn der Kultur erhéhte Anzahlen an CD25*CD127-
CD4*-Tregs vorgelegen haben oder die Treg-Marker der Patienten erwiesen sich
unabhéngig von den Stimuli als stabiler fur die Kultur. Sowohl Reinheitsgrad
(Patienten: 75,18+7,63 %, Kontrollen: 75,22+5,42 %) als auch die verwendete
Treg-Anzahl (Patienten: 133333+77309 Tregs, Kontrollen: 234167+118550
Tregs) war nach der Isolierung jedoch ohne signifikanten Unterschied (p>0,1).
Dies lasst folgern, dass die vermehrte Treg-Anzahl auf Prozesse wahrend der
Kultur zurtickzufthren ist, die entweder auf einer Proliferation der Tregs der
Patienten, instabilen Treg-Marker der Kontrollen oder einer vermehrten Treg-

Marker-Expression der Patienten basieren.
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Uber die FoxP3-Expression vor der Kultur lasst sich keine direkte Aussage
treffen. Drei Moglichkeiten erscheinen zur Erklarung der vermehrten FoxP3-

Expression in Patienten plausibel:

1) Es kdnnte sein, dass die isolierten Tregs der Patienten von Anfang an eine
starkere Expression besalRen. Dies wirde den durchweg hdéheren FoxP3-Anteil
der Patientenzellen bei allen Stimuli erklaren. Die Annahme deckt sich mit den
Ergebnissen der PBMC-Charakterisierung, die einen (nicht signifikant) erhéhten
Anteil an FoxP3*CD4*- und CD25*CD127'FoxP3*CD4*-Zellen in der
Patientengruppe verglichen mit der Kontrollgruppe ergab. Einige Studien
untersuchten bereits die Anzahl der FoxP3*Tregs im peripheren Blut von JIA-
Patienten mit unterschiedlichen Ergebnissen. Wahrend beispielsweise die
Arbeitsgruppe um Sznurkowska erhéhte FoxP3*Tregs im Blut neu
diagnostizierter JIA-Patienten fand [108], maR3en Olivito et al. erniedrigte FoxP3*-
Zellzahlen im Blut der JIA-Patienten (nicht neu diagnostiziert) [109]. Diese These
erklart allerdings nicht die verstarkte Zunahme der FoxP3-Expression im anti-IL-
17- und Th17-Milieu.

2) Alternativ konnte sich eine zunéchst &hnliche FoxP3-Expression der CD4"-
Zellen und der Tregs dahingehend entwickelt haben, dass die bei Patienten
maoglicherweise stabilere FoxP3*-Expression persistiert und die Zellen der
Kontrollgruppe einen Teil ihrer FoxP3-Positivitdt Uber den Kulturzeitraum
verloren haben. Eine stabilere FoxP3-Expression wird durch demethyliertes
CNS2 hervorgerufen, induzierte Tregs haben eine instabilere FoxP3-Expression,
da sie nur graduell die spezifischen Demethylierungsmuster erlangen [16].
Weiterhin behalten CD25Ms"FoxP3*CD4* selbst unter arthritischen Bedingungen
zu Uber 96 % ihre FoxP3-Expression [118]. Li et al. postulierten aul3erdem, dass
die Zellzyklusprogression und Zellproliferation einen Einfluss auf die Stabilitat der
FoxP3-Expression haben. Aktivierung von Staté und Stat3 (Uber IL-4 und IL-6)
und die darauf folgende Zellproliferation wird mit instabilem FoxP3 assoziiert
[123]. Auf Grundlage dieser Hypothesen wére eine madgliche Erklarung fur die
starkere FoxP3-Expression der Patientenzellen, dass die Tregs der Kontrollen
entweder zu einem grof3eren Teil eine induzierte FoxP3-Expression in iTregs

besitzen oder dass die Tregs der Kontrollen starker proliferieren, beides
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verbunden mit einem Verlust der FoxP3-Expression wahrend des
Kulturzeitraums in den Kontrollen. Letzte Vermutung ware kongruent mit der per
se hoheren Proliferationsrate der PBMCs der gesunden Kontrollen in den
Suppressions-Assays, inkongruent jedoch mit der v.a. im Th1l7-Cocktail
erniedrigten Gesamtproliferation. Auf der anderen Seite muss als eine mdgliche
Ursache der stabileren FoxP3-Expression in den Patienten-Tregs der
transkriptionale, epigenetische und posttranslationale Einfluss bedacht werden,
der durch Vitamin-Substitutionen verursacht wird. So fordert eine Vitamin D
Substitution bzw. eine Vitamin C Substitution jeweils die FoxP3-Expression
respektive die CNS2-Demethylierung [124]. 5 Patienten hatten eine Vitamin D
Substitution angegeben. Da Vitamin-Praparate oft nicht verschreibungspflichtig
sind, ist nicht erfasst, wie viele Kontrollen eine entsprechende

Substitution/Erganzung durchfihrten.

3) Eine weitere Erklarung fir die erhdhte FoxP3-Expression ware, dass die Zellen
der Patientengruppe wahrend der Kultur neues FoxP3 exprimiert haben. Die
Treg-Marker CD25 und FoxP3 sind Marker einer starken Zellaktivierung und ihre
Expression wird bei T-Zellaktivierung zumindest temporéar hochreguliert [6, 22].
Laut Bending et al. sind theoretisch in einer CD25*FoxP3*-T-Zellpopulation
sowohl aktivierte T-Effektor-Zellen, als auch Tregs enthalten [125]. Es besteht
die Mdglichkeit, dass die fur die Treg-Charakterisierung verwendeten T-Zellen
der Patienten durch die Stimuli vergleichsweise starker aktiviert wurden als die
der Kontrollen. Diese vermehrte Aktivierung fand dann demnach vor allem im
anti-IL-17- und Th17-Milieu statt. Ein proinflammatorisches, arthritis-&dhnliches
Milieu (wie das hier erzeugte Th17-Milieu) hat die Fahigkeit Zellen zu aktivieren,
was nicht zwangsweise mit einer verstarkten Proliferation einhergehen muss
[126] und damit nicht im Gegensatz zu den Proliferationsraten im Suppressions-
Assay steht. Anti-IL-17A  fangt als  Zytokinantikorper das i.d.R.
proinflammatorische IL-17 ein und konnte so das Zytokinmilieu in diverse
Richtungen verschieben, was ggf. auch eine starkere Aktivierung der Zellen
bewirken kénnte. Interessanterweise filhrte eine sehr spezifische Inhibierung von
IL-17A im Medikamentenansatz und die damit vollstdndige Unterbindung der

Rezeptorinteraktion anscheinend zu einer ,stabileren® FoxP3-Expression in der
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Patientenkohorte im Sinne von weniger starker Zellaktivierung und damit
Adjustierung der Expression auf annaherndes Niveau der Kontrollgruppe. Im
Th17-Milieu besteht auRerdem die Mdglichkeit, dass die T-Zellen der Patienten
besonders stark auf das TGFB des Cocktails ansprachen, was eine FoxP3-
Induktion bewirken kann (allerdings in Gegenwart von IL-6 eher fir eine
Auspragung des Th17-like Treg-Phanotyps mit gleichzeitiger RORyt-Expression)
(vgl. Abbildung 5) [6].

In der Gesamtschau betrachtet erscheint die dritte These am wahrscheinlichsten.
Sie erklart die héchsten FoxP3- und CD25-Werte im Th17-Ansatz und in der
Patientengruppe allgemein und widerspricht nicht den generell erniedrigten
Proliferationsraten der Patientengruppe, sowie der stark verminderten
Proliferation in Patienten- und Kontrollgruppe v.a. im Thl7-Milieu, da eine
erhohte IL-2-Rezeptordichte (CD25) der T-Zellen nicht automatisch eine
vermehrte Proliferation bedeutet. Die Proliferation wirde vermutlich erst bei
hohem IL-2-Spiegel erfolgen, welches in unserem Versuchsaufbau jedoch nicht

von aufR3en zugefihrt wurde.

5.2.1.2 Vergleich der proinflammatorischen Zytokine in Tregs

Die IL-17*- und die IL-17*IFNy*-FoxP3*-Tregs waren in der Patientenkohorte
stets vermehrt (nicht signifikant). Eine Erh6hung von IL-17 im Blut von JIA-
Patienten fanden auch Szymanska-Kaluza et al., Jager et al. und Agarwal et al.
bei einigen Subpopulationen [55, 69, 104]. Jager et al. beschrieben ebenfalls eine

(nicht signifikante) Erhohung von IFNy im Blut von JIA-Patienten [104].

Da sowohl IL-17 als auch IFNy als vorrangig proinflammatorische Zytokine
wirken, ist ihre leicht vermehrte Expression in den Tregs der Patienten kongruent
mit der bereits in einigen Arbeiten vermuteten erhdhten Plastizitat der Tregs hin
zu Effektor-Treg-Zellen mit u.a. IL-17 und IFNy-Produktion in der Pathogenese
der Arthritis [30]. Insbesondere in der oligo- und polyartikularen Form der JIA wird
eine Dysbalance zwischen Treg und Th1/Thl7-Zellen als zentraler Punkt der
Pathogenese angesehen, das proinflammatorische Zyotkinmilieu wird
pradominant durch TNFa, IFNy und IL-17 gebildet [51].
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In der Synovialflissigkeit von JIA-Patienten wurden IL-17*IFNy*-konventionelle-
T-Zellen ebenfalls beschrieben [107, 127]. Ob die leicht vermehrten effector-like-
Tregs in den JIA-Patienten an der Pathogenese selbst mitwirken oder als eine
Reaktion auf bereits vorhandene Th1/Th17-Zellen zu sehen sind, bleibt unklar.

Die Plastizitdt der Tregs hin zu Effektor-Phanotypen ist bei einer Vielzahl
autoimmuner Erkrankungen beobachtet worden. Dominguez-Villar et al.
beschreiben die Entwicklung von Th-spezifischen Tregs in inflammatorischem
Milieu, was als Immunmechanismus beispielsweise in Infektionen dient.
Hingegen wird eine abnormale Plastizitat in Autoimmunerkrankungen
angenommen, hier fordert das inflammatorische Milieu die inflammatorische
Zytokinproduktion durch Tregs [128]. In einer vergleichenden Untersuchung des
Th1l-Phanotyps auf Tregs in erkrankten Patienten mit Multiple Sklerose sowie
gesunden Kontrollen zeigte sich eine erhdhte IFNy-Sekretion in den Patienten
bei zeitgleicher Dysfunktionalitat der plastischen Tregs. Die plastischen Tregs der
gesunde Kontrollen waren weniger anfallig far eine Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen in inflammatorischem Milieu [129]. Eine
ebenfalls ausgepragtere Wirkung durch inflammatorisches Milieu mit
konsekutiver  Plastizitat hin  zu  Thl7-like Tregs, die vermehrt
proinflammatorisches IL-17 produzieren, wurde analog bei Psoriasispatienten
beschrieben [130]. Eine vermehrte IL-17 oder IFNy in proinflammatorischem
Zytokinmilieu wurde in unserem Versuch jedoch bei keiner der beiden Gruppen

festgestellt.

Zu beachten ist, dass durch PMA/lonomycin-Stimulation eine vermehrte IFNy-
Produktion in Tregs festgestellt wurde [29]. Dieser Einfluss sollte sich jedoch auf
beide Studiengruppen gleichméRig auswirken und erklart daher nicht die
tendenziell hohere IL-17FIFNy*-Expression der FoxP3*-Tregs in der

Patientengruppe.

Zu erwéahnen ist ferner, dass ein Patient besonders hohe IL-17 und IFNy-Werte
in den Tregs und FoxP3+CD4+-Zellen aufwies. Dieser Patient mit extended
Oligoarthritis war bei Blutentnahme deutlich alter als die anderen Probanden der

JIA-Gruppe (27 Jahre) und besal? die langste Krankheitsdauer (24 Jahre), was
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maoglicherweise zu einer vermehrten oder leichteren proinflammatorischen
Aktivierung  beitragen  kann.  Weiterhin  war der Patient zum
Blutentnahmezeitpunkt leicht leukopen. Dieser Aspekt spiegelte sich auch nach
der 5-tagigen Kultivierungszeit wider, denn die Anzahl der lebendigen Tregs war
vergleichsweise gering. Ein Unterschied von wenigen Zellen je nach Farbung
fuhrt daher zu groRen Prozentzahlunterschieden. Diese beiden Umstande
konnen eine Erklarung fur die besonders hohen IL-17- und IFNy-Werte des

Patienten darstellen.

5.3 Interpretation des Einflusses der Stimuli auf

Suppressionsfahigkeit der Tregs

Um den Einfluss von IL-17, IL-17-Inhibition und einem Th17-stimulierenden
Milieu auf die Funktion der Tregs zu untersuchen, kultivierten wir die Tregs mit
PBMCs unter jeweiligen Kulturbedingungen und analysierten sowohl
Proliferationsverhalten der PBMCs als auch Suppressionsverhalten der Tregs.
Es zeigte sich eine anndhernd gleiche PBMC-Proliferation und Inhibition in den
Ansatzen von IL-17, anti-IL.-17 und Medikament verglichen mit der
Positivkontrolle. Eine Ausnahme bildete die signifikant gesteigerte Proliferation
der PBMCs in den gesunden Kontrollen im Medikamentenansatz. Eine signifikant
verminderte PBMC-Proliferation zeigte sich hingegen in der Negativkontrolle in
beiden Gruppen und zusatzlich im Th17-Cocktail der Kontrollgruppe, in der JIA-
Gruppe war diese Minderung im Th17-Milieu nicht signifikant. Ferner
proliferierten die PBMCs der Patienten im Th17-Kulturmilieu signifikant
schlechter als die der gesunden Kontrollen. Die Suppressionsfahigkeit der Tregs
war ebenfalls in der Negativkontrolle und im Thl17-Milieu beider Gruppen

signifikant vermindert.

Der Einfluss der Stimuli auf die Proliferationsrate war besonders in der
Kontrollgruppe beobachtbar. Wéhrend eine durchschnittliche Minderung der
Proliferation der PBMCs im Th17-Milieu auch in der Patientengruppe sichtbar
war, so war die Minderung in der Kontrollgruppe signifikant. Eine madgliche

Erklarung dieses Verhaltens lage darin, dass im Th17-Milieu eine vermehrte
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Aktivierung der Zellen vorliegt, ohne eine zeitgleiche vermehrte Proliferation nach
sich zu ziehen. Black et al. fanden in ihrer Studie zur Zellaktivierung in
arthritischem Milieu erhhte Spiegel an Zellaktivierungsmarkern, wobei sich der
Groldteil der Zellen in der GO/G1l-Phase befand und damit eine niedrige
Proliferation aufwies [126]. Der starkere Einfluss der Stimuli auf die Zellen der
Kontrollprobanden an sich lie3e sich ggf. durch die therapienaiven Lymphozyten

in dieser Gruppe erklaren.

Gleichzeitig ist die Proliferation der Patienten-PBMCs generell, besonders aber
im Thl7-Ansatz signifikant niedriger als die der PBMCs gesunder Kontrollen.
Mogliche Erklarungen hierfur liegen in einer generell niedrigeren
Proliferationsrate der Patientenzellen beispielsweise durch immunsuppressive
Therapie oder in einer starkeren Sensibilitat der Zellen fur die
immunsuppressiven Effekte von TGFB im Th17-Cocktail. Weiterhin besteht die
Moglichkeit, dass die Patientenzellen durch den Thl17-Cocktail noch starker
aktiviert wurden und damit die Proliferation sank. Dies wirde sich auch mit den
vermehrten Zellaktivierungsmarkern wie FoxP3 und CD25 der Tregs der
Patienten im Thl17-Milieu in der Treg-Charakterisierung decken (vgl. auch
Erlauterung 3) in Kapitel 5.2.1.1).

Die signifikante Minderung der Inhibitionsfunktion der Tregs im Thl7-

stimulierenden Milieu lasst sich durch zwei mdgliche Mechanismen erklaren.

1) Zum einen konnte eine Dysfunktion der Tregs selbst vorliegen. Dies konnte
mit einer instabilen FoxP3-Expression unter inflammatorischen Bedingungen

oder einer Konversion der Tregs zu T-Effektor-Zellen zusammenhangen [6].

1a) Die FoxP3-Expression der CD4*-Zellen in der Treg-Charakterisierung zeigte
im Th17-Milieu sowohl im Vergleich zum unstimulierten Ansatz als auch zur
Positivkontrolle eine deutliche bis signifikante Erhdhung sowohl in der Patienten-
als auch in der Kontrollkohorte. Es ist bekannt, dass auch Effektor-CD4*-T-Zellen
bei Aktivierung FoxP3 temporar exprimieren, jedoch nicht suppressiv wirken
kbnnen [131]. Auch die FoxP3*CD25*CD127-CD4*-Zellen waren in unserer
Arbeit in dem proinflammatorischen Kulturmilieu am héchsten. Diese Ergebnisse

widersprechen der bisherigen Studienlage, die einen FoxP3-Verlust unter IL-6-
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Einfluss schildern [132, 133]. Interessanterweise beschrieb Zheng hierbei einen
Einfluss von IL-6 lediglich auf Funktion und Phanotyp mit Verlust der
Suppressionsfunktion von nTregs, wahrend iTregs nicht anfallig fur eine
Plastizitat durch das proinflammatorische Zytokin waren [133]. Diesem Ergebnis
entgegen steht eine Untersuchung von McClymont et al., die eine erhdhte
proinflammatorische Plastizitdt von iTregs mit noch vorhandener, jedoch

reduzierter Suppressionsfunktion in inflammatorischem Milieu beschrieben [134].

TGFB induziert in vitro bei naiven CD4*-Zellen eine FoxP3-Expression, die
jedoch schnell verloren gehen kann [123]. Ggf. wirkte in dem von uns
verwendeten Th17-Milieu das TGFB zunachst verhaltnismaRig starker als die
anderen proinflammatorischen Bestandteile und induzierte somit eine FoxP3-
Expression. Die vorausgegangene Selektion der CD25*CD127-CD4*-Zellen als
Tregs fur unsere Treg-Charakterisierung unter Stimulieinfluss kdnnte bereits zu
einer Vorselektion besonders stabiler Tregs gefuhrt haben, die dazu tendieren,
ihre FoxP3-Expression aufrecht zu erhalten [123]. Auch Rubtsov et al. fanden im
Mausmodel auf3erst stabile FoxP3*Tregs selbst unter (auto)inflammatorischen
Bedingungen [119]. Der Vergleich der Suppressions-Assays mit den
Ergebnissen der Treg-Charakterisierung lasst eine instabile FoxP3-Expresssion
der Tregs als Ursache der verminderten Effektorzell-Inhibition folglich

unwahrscheinlich erscheinen.

1b) Die Arbeitsgruppe um Xu fand eine Plastizitat von aktivierten Tregs hin zu IL-
17-produzierenden Th17-like Zellen in Anwesenheit von IL-6 [132]. Beriou et al.
postulierten, dass Thl7-like Tregs per se noch eine erhaltene
Suppressionsfunktion besitzen, diese jedoch, wahrend sie IL-17 produzieren,
verlieren [34]. Das in dieser Arbeit verwendete Th17-Kulturmilieu mit IL-6 und IL-
1B kdnnte aktivierte Tregs zu einer solchen IL-17-Produktion anregen [13, 34]. In
der von uns durchgefuhrten Treg-Charakterisierung wurde auch die IL-17-
Produktion der Tregs in den unterschiedlichen Kulturbedingungen betrachtet.
Unsere Ergebnisse zeigten, dass keine signifikanten Unterschiede in der IL-17-
Produktion zu verzeichnen waren. Lediglich eine Tendenz zur niedrigsten IL-17-
Produktion im Th17-Milieu in der Patientengruppe war beobachtbar. Eine

vermehrte IL-17-Produktion im Thl1l7-Milieu lieRR sich nicht darstellen: Unsere
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Ergebnisse widersprechen somit der Studie von Beriou et al. und machen eine
verstarkte Plastizitdat der Tregs hin zu effector-like Tregs unter Thl7-
stimulierenden Bedingungen als Grund der Suppressionsminderung

unwahrscheinlich.

Zusammenfassend lassen unsere Ergebnisse vermuten, dass die verminderte
Inhibition im proinflammatorischen Th17-Milieu weniger auf eine Dysfunktion der
Tregs, als vielmehr auf eine Resistenz der Effektor-Zellen zurtickzufiihren ist. Die
fur die Suppressionsfahigkeit der Tregs essenzielle FoxP3-Expression ist in
besagtem Ansatz sogar hochreguliert, weiterhin war hier die tendenziell
niedrigste IL-17-Produktion zu verzeichnen. Eine FoxP3-Instabilitat oder ein
proinflammatorischer Phé&notyp der Tregs als Ursache der verminderten

Inhibition scheint damit unwahrscheinlich.

Was im Ansatz der Treg-Charakterisierung nicht untersucht wurde und daher
einen madglichen Aspekt der verminderten Suppressionsfunktion der Tregs
auslasst, ist die Produktion immunsuppressiver, antiproliferativer Zytokine durch
die Tregs wie TGFB oder IL-10. So fanden Ugor et al. bei Systemsklerose-
Patienten zwar erhohte FoxP3-Spiegel, jedoch eine verminderte
Zytokinproduktion von TGF@ und IL-10 [135].

Alternativ wéare der Grund einer verminderten Inhibition auf Seiten der Effektor-
Zellen/PBMCs zu suchen, deren Verdnderung in unserem Versuchsaufbau
ebenfalls  nicht naher untersucht wurde. Eine unterschiedliche
Sensitivitat/Resistenz verschiedener T-Zell-Subpopulationen bei Sklerodermie-
Patienten gegeniuber der Treg-Suppression wurde bereits in einer anderen

Versuchsreihe unserer Arbeitsgruppe gesehen [136].

Eine Resistenzentwicklung der Effektor-Zellen gegeniber der Treg-Suppression
wurde bereits von Pasare et al. beschrieben. Hier wurde v.a. der Einfluss von IL-
6 auf die Aktivierung von T-Zellen und die damit verbundene Uberwindung der

Treg-vermittelten Suppression festgestellt [137].

Diese Hypothese wurde auch in einer Studie von Wehrens et al. verifiziert. Bei

der Untersuchung von Tregs aus entzindeter Synovialflissigkeit von JIA-
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Patienten ergab sich ein im Vergleich zum peripheren Blut erhéhter FoxP3-
Gehalt der CD25*CD127-CD4*-Tregs. Der Demethylierungsstatus der Promoter-
Region war hierbei gleich, was eine &ahnliche Stabilitat der FoxP3-Expression
vermuten lasst. Auch die Suppressionsfunktion der Synovial-Tregs unterschied
sich nicht zu der der Tregs aus dem Blut der Patienten. Allerdings zeigten bei
Cokultur mit Effektor-Zellen aus dem inflammatorischen Gebiet sowohl die Tregs
aus der Synovialflussigkeit als auch die aus dem peripheren Blut
Inhibitionsdefizite. Urséachlich fir diese Resistenz der PBMCs waren die in der
Synovialflissigkeit ermittelten Zytokine TNFa und IL-6 und die damit verbundene
Aktivierung der Proteinkinase B (PKB/c-akt) [138]. Die Arbeitsgruppe um Haufe
bestétigte diese These und fand ebenfalls eine vermehrte Resistenz von
Synovial-Effektor-T-Zellen gegeniiber Tregs bei gleichzeitig erhaltener
Suppressionsfunktion der Synovial-Tregs gegenuber Effektor-Zellen aus dem
peripheren Blut von JIA-Patienten. Sie ermittelte aulRerdem eine inverse
Korrelation zwischen mangelnder Suppression und Aktivierungszustand der
Effektor-T-Zellen bei erhdhtem Aktivierungsgrad der T-Zellen in der
Synovialflissigkeit [74]. Betrachtet man nun das Zytokinmilieu der arthritischen
Synovialflissigkeit und vergleicht es mit dem von uns verwendeten Th17-Ansatz
(IL-1B, IL-6, IL-23, TGFB), so lassen sich grol3e Parallelen feststellen, welche die
Korrelation der Ergebnisse der genannten Studien mit der von uns festgestellten
Suppressionsminderung im Thl17-Milieu bei gleichzeitig erhaltenem Treg-
Phanotyp bestarken. Analysen der Synovialflissigkeit von JIA-Patienten zeigten
u.a. eine Erhéhung von IL-1a, IL-1B, IL-6 und TNFa sowie einigen weiteren

proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen [104, 139, 140].

Zwar konnte aufgrund der berichteten erhéhten IL-17-Spiegel in der
Synovialflissigkeit von JIA-Patienten [55] ebenfalls ein Einfluss auf besagte
Effektorzellresistenz gegeniber den Tregs vermutet werden, jedoch zeigte sich
in unseren Ergebnissen im Gegensatz zum Th1l7-Milieu kein signifikanter
Unterschied bzgl. der Inhibition im IL-17-Milieu. Eine Verdnderung der
Suppression durch die Tregs im anti-IL-17-Ansatz oder im Medikamentenansatz

ist deshalb nicht zu erwarten, was sich in unseren Versuchen bestétigt hatte.
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IL-17-Spiegel wurden als korrelierend mit der Krankheitsaktivitat bei JIA-
Patienten beschrieben [55]. Es lasst sich vermuten, dass der Einfluss von IL-17
auf die JIA dabei weniger Uber einen Zusammenhang mit der
Regulationsfunktion des Immunsystems und den Tregs zusammenhéngt, als
vielmehr Uber den in Kapitel 1.2.1 beschriebenen Einfluss auf Osteoklasten,
Vaskularisation und Chondrozyten direkt eine lokale Gewebeschadigung bewirkt.
Zusatzlich ist zu vermerken, dass IL-17 u.a. die Sekretion von IL-6 aus
Fibroblasten und Synoviozyten férdert [56], was zu einer indirekten Aggravierung
der Resistenzmechanismen von Effektor-Zellen gegentber der Treg-
Suppression fuhren kénnte. Da in dem Versuchsaufbau dieser Arbeit keine der
genannten Zellen fur die Wirkmechanismen zur Verfigung standen, bliebe die
Inhibition der Effektor-Zellen durch die Tregs im IL-17-Ansatz ungestort. Die
Hemmung von IL-17 fuhrte in Versuchen und im Klinischen Setting zu einer
Besserung von arthritischen Veranderungen und gleichzeitig zu niedrigeren IL-6
und IL-1B-Spiegeln in der Synovia [68, 78]. Der fehlende Einfluss von anti-IL-17
auf die Inhibitionsfunktion der Tregs konnte daher auf den in unserem
Versuchsaufbau fehlenden indirekten IL-6- und IL-1B-Einfluss zurtickzufihren

sein.

5.4 Interpretation des Einflusses der Medikation auf die

Ergebnisse

Lediglich 6,3 % der Patienten (= 1 Patient) hatten zum Blutentnahmezeitpunkt
keinerlei Basistherapie. Weitere 2 Patienten (= 12,5 %) erhielten ein NSAR. Alle
anderen 13 Patienten standen unter Einfluss eines Immunsuppressivums. Diese
Medikamentenklasse dient der Verhinderung schadlicher Immunreaktionen und
wirkt je nach Mechanismus zytotoxisch/zytostatisch auf die Lymphozyten,
hemmend auf die T-Zellaktivierung oder die Signaltransduktion und
Zytokinwirkung [141]. Die gewlnschte Modulation der Immunantwort hat daher

auch einen Einfluss auf die von uns gemessenen Ergebnisse.

Bei 43,75 % der Patienten enthielt die Basistherapie MTX. MTX wirkt

antiproliferativ durch einen pro-apoptotischen Einfluss auf aktivierte T-Zellen
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[142]. Dies konnte ein weiterer Erklarungsansatz fir die durchschnittlich
verminderte Proliferationsrate der PBMCs (enthalten wu.a. aktivierte
Lymphozyten) der Patientenkohorte in den Suppressions-Assays (vgl. Kapitel
5.3) sein.

MTX bewirkt weiterhin eine Reduktion der Zytokinproduktion. Ein
supprimierender Einfluss auf Sekretion von TNFa und zytotoxischen Zytokinen
wie Granzym A und B wurde festgestellt [143]. Dies ware eine zusatzliche
Begrindung fir die verminderte Produktion zytotoxischer Zytokine der
CD4*TEMRA- und CD4*-Effektor-Zellen in der Patientengruppe in der PBMC-
Charakterisierung (vgl. Kapitel 5.1.2.1). Eine Glukokortikoidtherapie besitzt
ebenfalls eine zytokinreduzierende Eigenschaft durch Senkung des NFkB-
Faktors [144].

Als ein weiterer wichtiger Punkt der MTX-Wirkung wird neuerdings die
Stabilisierung der FoxP3-Expression durch Demethylierung des Enhancer-
Genlocus, sowie eine verstarkte FoxP3-Expression auf Tregs diskutiert [145].
Dieser Ansatz konnte eine generell erhdohte FoxP3-Expression in der
Patientengruppe bei der Treg- und PBMC-Charakterisierung erklaren (vgl.
Kapitel 5.2.1.1 und 5.1.4). MTX scheint aul3erdem die IL-10-Produktion zu
erhdhen [62], was teilweise die hoheren IL-10-Spiegel der Patientenzellen in der

PBMC-Charakterisierung mit erklaren kénnte (vgl. Kapitel 5.1.4).

Einige Patienten erhielten abgesehen von der Basistherapie eine Vitamin D-
Supplementation. Es wird diskutiert, ob Vitamin D eine ahnliche Wirkung auf
Treg-Funktion und -Entwicklung habe wie Vitamin A [18]. Neueste Studien
sprechen sowohl Vitamin A als auch Vitamin D eine Erh6éhung der FoxP3-
Expression zu [124]. Eine Erganzungstherapie mit Vitamin D kdnnte sich also auf
Treg-Anzahl, -Funktion und Charakteristika in der Patientenkohorte ausgewirkt

haben.

In der Psoriasisbehandlung mit MTX stellten Priyadarssini et al. eine Reduktion
von Thl- und Thl7- sowie eine Erh6éhung der Th2- und Treg-Zahlen fest [146].
Ahnlich konnten auch Lina et al. einen Shift von Th17-dominierenden Zellen im

Blut von RA-Patienten hin zu mehr Treg-Zellen unter Etanercept+MTX-Therapie
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messen. Gleichzeitig sanken die Zyokinspiegel fur IL-13, TNFa, IL-6, IL-17, IL-23
und der Spiegel fur TGFp stieg [110]. Die Therapie kénnte auch bei unseren JIA-
Proben grol3en Einfluss nehmen. Die hdheren Treg-Zahlen der Patienten in Treg-
und PBMC-Charakterisierung und die niedrigere Anzahl an RORyt*-Th17-Zellen
in der PBMC-Charakterisierung kénnten z.T. dadurch erklart werden (vgl. Kapitel
5.2.1.1 und 5.1.4 bzw. Kapitel 5.1.5). Der Einfluss von Abatacept hingegen senkt
die Treg-Anzahl bei RA-Patienten, wobei die verbleibenden Tregs einen
starkeren suppressiven Effekt auf die Lymphozytenproilferation besitzen [147].
Bei der geringeren RORyt*-Th17-Zahl bleibt aul3erdem zu beachten, dass die
Spiegel der IL-17*-Zellen in unseren Messungen in der Patientenkohorte stets
hoher waren als die in der Kontrollkohorte. Daher bietet der Therapieeinfluss
diesbeziglich nur eine teilweise oder unzureichende Erklarung der Ergebnisse.

Maggi et al. postulierten in ihrem Review eine Abnahme des stark pathogenen
CD161°IFNy*-Th17/Thl-Phénotyps in JlIA-Patienten unter Etanercept-
behandlung [127]. In unserer Studie konnten wir keinen signifikanten Unterschied
der CD4*CD161*IFNy*-Th17/Thl-Zellen zwischen Patienten und Kontrollen
messen, jedoch eine eher erniedrigte IFNy-Produktion in den Thl7-
Zellsubpopulationen in der Patientenkohorte feststellen (vgl. Kapitel 5.1.3), was
u.U. auch auf den Einfluss der Biologika-Therapie in der Patientengruppe mit
Senkung z.B. der CD4*CD161*IFNy*-Zellen zurlckzufiihren zu sein kénnte.
Weiterhin stellten Maggi et al. eine geminderte Resistenz gegenlber der
Suppression von Effektor-Zellen durch Tregs fest (Uber eine Reduktion der
PKB/c-akt-Level) [127]. Eine TNFa-Inhibitor-Therapie in der Patientengruppe
konnte daher einen Einfluss auf die Ergebnisse der Suppressions-Assays gehabt
haben, und zwar dahingehend, dass der Unterschied (der generell etwas
geminderten Inhibition in der Patientengruppe in allen Stimuli) insgesamt
geringer ausgefallen ist, als er es ohne Therapie moglicherweise ware (vgl.
Kapitel 5.3).
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5.5 Limitationen der Studie

5.5.1 Probandenabhangige Limitationen

Die in unserer Arbeit verwendete Probenanzahl fiel mit insgesamt 16 Patienten
und 10 gesunden Probanden eher gering aus. Die statistische Auswertung
mittels Mann-Whitney-U-Test und die Verwendung der exakten Signifikanz
berucksichtigte dies jedoch in der Auswertung und lasst die Ergebnisse daher

reprasentativ werden.

Aufgrund logistischer Schwierigkeiten, minderjahrige gesunde Kontrollen
innerhalb der Kinderklinik der Universitat Wirzburg zu rekrutieren, wurden fuir die
Kontrollgruppe volljahrige junge Erwachsene zur Probengewinnung
herangezogen. Daraus ergab sich ein signifikanter Altersunterschied bei der
PBMC-Charakterisierung und den Suppressions-Assays. Aufgrund der
Immunseneszenz vollziehen sich im Laufe des Lebens einige Anderungen bzgl.
der einzelnen Bestandteile des Immunsystems. So sinkt die Lymphozytenanzahl
mit zunehmendem Alter. Die CD4*-Zellzahl sinkt zun&chst im Laufe der Kindheit
und steigt wieder ab dem jungen Erwachsenenalter. Die CD8*-Zellen hingegen
nehmen bis ins Erwachsenenalter stetig zu. Auch die Zytokinproduktion
verandert sich, v.a. zwischen Erwachsenen und Senioren [148]. Ein Einfluss des
Altersunterschiedes auf die Ergebnisse kann daher nicht ausgeschlossen
werden. Laut Mayerl et al. hangt eine geringere Lymphozytenreifung im Thymus
bei gleichzeitig erhhter kompensatorischer Proliferation reifer T-Zellen in der
Peripherie mit einer erhdhten Anfalligkeit fur Infektionen sowie steigender
Autoimmunitat im fortgeschrittenen Alter zusammen. Eine verfrihte Reifung des
Immunsystems bei JIA-Patienten wird diskutiert [149]. So wurden bei JIA-
Patienten eine Abnahme von Naiven- und eine Zunahme von Memory-T-Zellen
festgestellt [150]. Ferner werden bei der RA gerade diese verfriht gereiften
Memory-CD4*-Zellen als hyperproliferativ und proinflammatorisch angesehen
[96]. Auch dies kdnnte einen Einfluss auf die Ergebnisse dieser Arbeit gehabt

haben.
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5.5.2 Methodenabhéangige Limitationen

5.5.2.1 Zellgewinnung und MACS-Separation

Die Proben der Patientenkohorte wurden per Eilkurier von der Klinik in Garmisch-
Partenkirchen an das Labor der AG Prelog an die Universitatsklinik Wurzburg
versandt. Trotz der moglichst schnellen Verarbeitung kann es aufgrund der
Transportzeiten verglichen mit den Kontrollproben zu einem ungewollten Verlust

an vitalen PBMCs gekommen sein.

Die Blutentnahmen wurden gewichtsadaptiert durchgefuhrt. D.h. bei jungen,
leichten Patienten konnte vergleichsweise nur wenig Blut entnommen werden,
was sich auch auf die Anzahl isolierter Lymphozyten auswirkte. Da sich die Tregs
im peripheren Blut auf ca. 5-10 % der CD4*-Zellen belaufen [2], konnten (v.a. in
der Patientenkohorte) nach Einfrier-, Auftau- und Separationsverfahren nur eine
sehr geringe Anzahl an Tregs gewonnen werden. Dies wirkte sich vermutlich auf
die Reinheit der Tregs in der MACS-Separation aus. Kleine Zellpopulationen
lassen sich schwerer isolieren als grol3e Populationen [84]. Wahrend des MACS-
Verfahrens sterben die Zellen teilweise ab [151]. Die Reinheit der Tregs von
durchschnittlich 74,7 % hat wahrscheinlich eine gewisse Kontamination der
Kulturen mit Effektor-Zellen nach sich gezogen, die einen Einfluss auf
Suppressions- und Zytokinproduktionsfunktion in den Versuchen gehabt haben

kdnnten.

55.2.2 Zellkultur

Die Zellzahlen fir die Zellkulturen waren aufgrund der Isolierungsmethoden
relativ gering. Fur die CFSE-Suppressionskultur sind jedoch relativ hohe
Zellzahlen notig [152], unsere Treg-Zahlen waren oft an der Untergrenze der
maoglichen Versuchsdurchfihrung. Dies kdnnte aufgrund niedrigerer Zell-

Zellkontakte einen Einfluss auf Stimulation und Proliferation gehabt haben.

Ob die Ergebnisse der Treg-Charakterisierung 1:1 auf die Suppressions-Assays
anwendbar sind, ist zu diskutieren. Zum Grol3teil wurden hier aufgrund der
limitierten Zellzahl andere Proben verwendet. D.h. die héhere FoxP3-Expression
bzw. die erniedrigte IL-17-Produktion der Tregs im Thl7-Ansatz der Treg-
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Charakterisierung und die Suppressionsminderung im Thl7-Ansatz des
Suppressions-Assays kénnen aufgrund des gleichen Versuchsaufbaus zwar
gemeinsam betrachtet werden, jedoch ist ein individueller direkter

Zusammenhang nicht als zwangslaufig anzunehmen.

Marek et al. beschrieb eine Minderung der Suppressionsfahigkeit (korrelierend
mit der FoxP3-Expression) der Tregs bei verlangerter ex vivo Zeit [153]. Die in
dieser Arbeit verwendete Kulturzeit von funf Tagen liegt hierbei jedoch deutlich
unter der als kritisch genannten zweiwdchigen Inkubationszeit, sodass die
Ergebnisse als realistisch anzunehmen sind. Ferner ist ein Vergleich des

Stimuluseinflusses aufgrund gleicher Rahmenbedingungen weiterhin méglich.

Zahlreiche Arbeiten konnten zeigen, dass sich Tregs in vitro anders verhalten als
in vivo. Beispielsweise wurde ein anerges bis hypoproliferatives Verhalten in in-
vitro-Experimenten beobachtet, wéhrend Tregs in vivo selbst unter
Ruhebedingungen als stark proliferativ betrachtet werden [4, 154]. Sakaguchi et
al. postulierten hier einen IL-2-Mangel in regularen Kulturbedingungen als
ursachlich [32]. Eine 1:1-Ubertragbarkeit des Treg-Verhaltens inklusive
Suppressionsfunktion aus In-vitro-Versuchen auf das menschliche Immunsystem

erscheint deshalb nicht vollstandig moglich.

Als weitere mogliche Limitation sollte eine unzureichende IL-17-Dosis als
Stimulus der Zellkultur diskutiert werden. Die in Autoimmunerkrankungen
festgestellte positive Korrelation zwischen IL-17 und Krankheitsaktivitat, sowie
der verstarkte proinflammatorische Einfluss von IL-17 in Kombination mit
anderen proinflammatorischen Zytokinen wie TNFa [68] lassen einen relevanten
Einfluss des Zytokins auf Pathogenese und Erhalt autoimmuner Erkrankungen
vermuten. Ob IL-17 in unserem Versuchsansatz aufgrund einer zu geringen
Dosis keine signifikanten Effekte auf Funktion und Phéanotyp der Tregs hatte oder
aber die pathogenen Einfliisse des Zytokins Uber komplexe Zusammenspiele mit
anderen Zytokinen, umgebenden synovialen Strukturen oder durch
epigenetische Veranderungen der Zellen hervorgerufen werden, lasst sich durch

unseren Versuchsaufbau nicht abschlieRend klaren.
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5.5.2.3 Durchflusszytometrie

Die bei der Durchflusszytometrie gemessenen Merkmale der Zellen beliefen sich
gerade in den Subpopulationen teilweise lediglich auf wenige Prozent. Eine so
geringe Anzahl an Ereignissen ist fehleranfallig. Auch das Gaten der
Subpopulationen war bei geringen Zellzahlen aufgrund unscharfer

Populationsgrenzen z.T. schwierig.

Weiterhin ist aufgrund der Vielseitigkeit der T-Zellen eine genaue Definition der
Subpopulationen stark diskutiert. In unterschiedlichen Studien wurden diverse
Definitionen fur Tregs, Thl7-Zellen und plastische Zellen verwendet. Viele
Marker werden von einer Vielzahl an Zellen exprimiert. So werden FoxP3 und
CD25 in aktivierten Zellen hochreguliert [6, 22]. Laut Sakaguchi et al. ist FOxP3
der spezifischste Treg-Marker [32]. In vielen Studien, sowie in dieser Arbeit,
werden hingegen aufgrund der besseren Handhabung CD4*CD25*CD127--
Zellen als Tregs definiert [155]. Ahnlich umstritten diskutiert ist die genaue
Definition der Th17-Zellen Uber RORyt, IL-17, CCR6 oder CD161 [19]. Eine
Vergleichbarkeit der einzelnen Arbeiten wird daher haufig durch unterschiedliche

Populationsdefinitionen erschwert.

Die Stimulation mittels PMA/lonomycin zu Beginn der Farbeprozedur hat auch
Auswirkungen auf die Zytokinproduktion. Verglichen mit anderen Stimulationen
wurde signifikant mehr IFNy und IL-17 gemessen, bei gleichzeitig verminderter
IL-10-Produktion [102]. Wie stark sich die Stimulation auf die jeweiligen Zellen
auswirkt und ob bzw. welchen Einfluss sie auf die Unterschiede zwischen den

Probengruppen haben kénnte, bleibt fraglich (vgl. Kapitel 5.1.2.2).

5.6 Konklusion

Die in unserer Arbeit durchgefuhrten Versuche zeigten in der PBMC-
Charakterisierung die Unterschiede des Lymphozytenpools zwischen JIA-
Probanden und gesunden Kontrollen auf. Es konnte in Patientenlymphozyten
eine erhohte Chemokinrezeptorexpression sowie eine erhfhte Zytotoxizitat v.a.
der Naiven- und Memory-Zellen festgestellt werden. Diese Konstellation kénnte

eine vermehrte Neigung des Immunsystems von JIA-Patienten hin zu
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entziindlichen Prozessen widerspiegeln. Insbesondere die verringerte RORyt-
Expression bei erhéhtem IL-17-Spiegel in den Patienten lasst Schlisse auf einen
anderen Ursprung des Zytokins als klassische Th17-Zellen zu. Auch der erhhte
Anteil an Th17-spezifischen Faktoren wie CCR6 oder IL-17 Expression bei Tregs
in der JIA-Gruppe zeigt den zentralen Aspekt, den plastische Tregs in der
Pathogenese dieser Erkrankung einnehmen. Wir konnten mit den Ergebnissen
der PBMC-Charakterisierung die bereits in anderen Arbeiten vermutete
Dysbalance zwischen Th1/Thl7- und Treg-Zellen bei der Genese der JIA
untermauern. Wann die Plastizitdit der Tregs weg von einer Effektorzell-
spezifischen Immunantwort hin zu einem autoimmunen Geschehen Kippt, gilt es

noch zu erforschen.

Die erhohte FoxP3-Expression auf Tregs durch die Kultur in
proinflammatorischem Th17-Milieu lasst eine vermehrte Zellaktivierung durch die
Inflammation vermuten. Zeitgleich lag in diesem Milieu eine eingeschrankte
Suppression der PBMC-Proliferation durch Tregs vor. Am ehesten ist dieses
Ergebnis auf eine verstarkte Resistenzentwicklung der Effektor-Zellen im
inflammatorischen Milieu zurtckzufuhren und er6ffnet so einen neuen

pathophysiologischen Ansatz in der Genese der JIA.

Wahrend das Th17-Milieu Auswirkungen auf den Phénotyp der Tregs und die
Inhibitionsresistenz der Effektor-Zellen hatte, so zeigte sich im IL-17-Ansatz
selbst keinerlei Einfluss, was entweder bedeutet, dass die proinflammatorischen
Eigenschaften von IL-17 in unserem Versuchsaufbau nicht miterfasst wurden
(bspw. durch IL-1B- und IL-6-Wirkung) oder der IL-17-Stimulus zu niedrig dosiert
war, um einen direkten Einfluss auf Treg-Phanotyp und Funktion sichtbar zu

machen.

Wahrend die FoxP3-Expression insbesondere im Thl7-Milieu, aber auch im
unspezifischen anti-IL17A-Milieu in der Patientengruppe deutlich erhéht war,
glich sich die FoxP3-Expression der Tregs an die der gesunden Kontrollen nach
Kultur mit Secukinumab an. Dieser Aspekt kann einen zusatzlichen Add-on
Benefit der IL-17A-Blockade in der JIA darstellen, der somit zu einer intrinsischen

Stabilisierung der Treg-Rolle in der Kontrolle der Inflammation fihren kénnte. Die
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bereits bei anderen autoimmunen Krankheitsbildern beschriebene erhdhte
Sensitivitat der Tregs fur inflammatorische Stimuli mit entweder vermehrter
Aktivierung oder vermehrter Plastizitat hin zum inflammatorischen Phé&notyp ist
ein wichtiger Ansatzpunkt fur mogliche zukinftige Therapien. Durch Modulation
des inflammatorischen Milieus kénnte somit der suppressiv bzw. regulatorisch

wirkende Treg-Phanotyp rekonstituiert oder stabilisiert werden.

Schlussfolgernd stellen die Ergebnisse dieser Arbeit weitere Einblicke in den
wichtigen Bereich der Treg/Th17-Balance und Zellplastizitéat bei der Genese von
Autoimmunerkrankungen dar. Aufgrund immer neuer Erkenntnisse kodnnen
Therapieoptionen fir Autoimmunerkrankungen, wie Treg-Transfer oder
Mesenchymale-Stammzell-Therapie zur Wiederherstellung der Treg/Thl7-
Balance sowie ein Biomarker-gesteuertes Krankheitsmonitoring entwickelt
werden [96, 114, 156]. Unsere Ergebnisse veranschaulichen und differenzieren
ferner mogliche Einflussmechanismen von IL-17-Antikorpern auf die JIA.
Secukinumab wurde mittlerweile bei bestimmten Unterformen der JIA wie der
Psoriasisarthritis und der Enthesitis-assoziierten Arthritis durch die FDA und seit
Juni 2022 auch durch die EMA als Therapie zugelassen [64, 67] (vgl. Kapitel
1.3.5).

5.7 Ausblick

In unseren Versuchen wurde zur Oberflachenmolekul-, intrazellularen Zytokin-
und Transkriptionsfaktoren-Detektion die Durchflusszytometrie verwendet. Eine
Bestatigung unserer Ergebnisse mit weiteren Verfahren, beispielsweise mit
Transkriptom- und Sekretom-Analysen auf Single-Cell Basis ist v.a. aufgrund der
z.T. sehr geringen Mengen an Zytokinen bzw. Transkritiptionsfaktoren sowie

geringen Zellzahl, winschenswert.

Aufgrund geringer Probenmengen und niedriger Zellzahlen gelang es uns nicht,
genugend Zellen fir eine weitere Charakterisierungsanalyse vor der Kultur zu
isolieren. Eine Moglichkeit fur zukinftige Experimente ware, sich auf weniger

Stimuli zu konzentrieren und dafur eine Pré- und Poststimulations-Analyse
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anzufertigen, um dadurch z.B. Aussagen bzgl. der FoxP3-Expression vor Kultur

treffen zu kdnnen.

Wir stellten in der EAA eine erhdhte IL-17-Produktion bei gleichzeitig erniedrigten
Treg-Spiegeln fest. Hierin konnte die Ursache einer effektiveren klinischen
Wirkung von Secukinumab bei Spondyloarthritiden im Vergleich zu anderen
Rheuma-Formen liegen. Fur die Treg-Charakterisierung und Suppressions-
Assays wurden aufgrund der besseren Verfugbarkeit die haufigere Oligoarthritis
und seronegative Polyarthritis verwendet. Eine Erweiterung unseres
Versuchsaufbaus zur Betrachtung der Stimuli-Effekte auf EAA-Lymphozyten
ware winschenswert, um eventuelle Unterschiede in der Wirkung auf die dort

vorhandenen Tregs zu erkennen.

Eine genauere Untersuchung der PBMC-Zellen nach Kultur im Th17-Milieu mit
Fokus auf die Proteinkinase-B-Mechanismen und Signalwege zur
Differenzierung genauer Effektorzell-Resistenzmechanismen kdnnte mdgliche

Therapieansatze bergen.

Epigenetische Aspekte erlangen gerade im Bereich der Plastizitat der einzelnen
T-Zelllinien immer mehr Relevanz. Eine Analyse wichtiger Genregionen wie der
Transkriptionsfaktoren FoxP3 oder RORyt oder deren genregulierenden
Abschnitte vor bzw. nach Kultur scheint ein interessanter Ansatzpunkt zu sein.
Kinftige Fragestellungen, die aus dieser Arbeit resultieren, kdnnten sein, ob die
FoxP3-Region der Patienten wirklich so moduliert ist, dass sie in Kultur stabiler
ist bzw. ob die vermehrte FoxP3-Expression lediglich auf eine induzierte
Expression durch Zellaktivierung zurlckzufiihren ist; oder wie das inverse
Verhalten von FoxP3 und RORVyt bei gleichzeitig hohem IL-17-Spiegel in der
Patientengruppe zu erklaren ist. Pathologische Veranderungen in diesen

Untersuchungen kénnten neue Therapieansatze hervorbringen.

Aufgrund sehr diverser Ergebnisse in unterschiedlichen Arbeiten bzgl. Treg- und
Th17-Zellzahl, sowie Zytokinexpression im peripheren Blut von JIA-Patienten
erscheint eine Untersuchung mit gré3erer Probandenzahl sinnvoll. Weiterhin
waére es interessant, unseren Versuchsaufbau mit Synovialzellen betroffener

Patienten durchzufihren, um ggf. Unterschiede zur Reaktion der Zellen auf die
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Stimuli im Vergleich zu Zellen des peripheren Blutes festzustellen. Dadurch kann
der Pathomechanismus der JIA noch genauer eruiert werden. Da es sich bei der
JIA um eine chronische Erkrankung handelt, ware eine Kultur von Zellen mit den
entsprechenden Stimuli Gber einen langeren Zeitraum eine Maoglichkeit,
chronische Entziindungsprozesse zu simulieren und deren Auswirkung auf
Phanotyp, Funktion, sowie Epigenetik der Tregs und anderer Zelllinien zu
beobachten. Hier stellt sich allerdings das Problem, dass eine lange Treg-
Kultivierung bisher automatisch mit FoxP3-Verlust und Suppressionsminderung
einherging [153].

Je mehr Verstdndnis Uber zugrunde liegende pathologische Prozesse und
Veranderungen des Immunsystems von JlA-Patienten erlangt werden kann,
desto spezifischer und erfolgreicher kdnnen Therapiestrategien und —ansatze fir

diese chronische Erkrankung des Kindesalters entwickelt werden.
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6 Zusammenfassung

In der nicht vollstandig geklarten Pathogenese der JIA spielen insbesondere
Effektor-T-Zellen und Tregs, sowie das Kontinuum ihrer plastischen Zelltypen
eine wichtige Rolle. Im arthritischen Milieu, das auch IL-17 beinhaltet, verschiebt
sich das Gleichgewicht dieser Zellen hin zur Inflammation. Ziel dieser Arbeit war
es, die T-Zellbalance im peripheren Blut von JIA-Patienten mit gesunden
Kontrollen (HC) zu vergleichen, sowie den Einfluss von IL-17, anti-IL-17 und
eines Thl7-stimulierenden, proinflammatorischen Zytokinmilieus auf Phénotyp

und Funktion der Tregs zu untersuchen.

Es erfolgte die durchflusszytometrische Analyse des Lymphozytenpools von 16
JIA- und 10 HC-Probanden. Isolierte CD25*CD127-CD4* Tregs wurden mit den
genannten Stimuli kultiviert und danach durchflusszytometrisch phé&notypisch

sowie in Co-Kultur mit PBMCs auf ihre Suppressionsfunktion untersucht.

Wir stellten erhéhte Proportionen von Th17-Zellen, Tregs und effector-like Tregs
in JIA-Patienten fest. Bei Stimulation mit dem Th17-Cocktail zeigte sich eine
verminderte Suppression der Effektor-Zellen durch Tregs bei zeitgleich
vermehrter FoxP3-Expression insbesondere in JIA-Tregs. Secukinumab bewirkte
eine Anpassung der FoxP3-Expression der Tregs in der Patientengruppe auf
etwa das Niveau der gesunden Kontrollen.

Insgesamt bestétigt diese Arbeit eine proinflammatorische Dysbalance bei JIA-
Patienten mit Shift zu Thl7-like Tregs als mdoglicherweise pathologischen
Phanotyp. Ursache fir die verminderte Suppression ist vermutlich eine
gesteigerte Resistenz der Effektor-Zellen durch das Inflammationsmilieu. Die
vermehrte FoxP3-Expression der JIA-Tregs ist am ehesten durch eine
gesteigerte Zellaktivierung zu erklaren. Diese erhdhte Sensitivitat der Tregs far
inflammatorische Stimuli mit vermehrter Aktivierung ist ein mdglicher
Ansatzpunkt fur zukinftige Therapien. Die Adjustierung der FoxP3-Expression
unter Secukinumab in der JIA-Gruppe auf Niveau der Kontrollen bildet daher
einen denkbaren zusatzlichen therapeutischen Effekt der IL-17A Blockade durch
potenzielle intrinsische Stabilisierung des Phénotyps der Tregs bei der JIA ab.
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7 Abstract

Background and Objective: As the exact pathophysiology of Juvenile Idiopathic
Arthritis (JIA) is yet not fully resolved, an important focus of research lays
nowadays in the delicate balance between regulatory T cells (Tregs) and effector
T-cells. In an arthritic milieu, involving Interleukin 17 (IL-17), plasticity towards
proinflammatory cell types is seen. The aim of the study was to analyze the
distribution of Tregs and effector T-cells in the peripheral blood of JIA patients
and healthy controls (HC). Besides that, the influence of IL-17, of anti-IL-17 and
of a Thl7-stimulating environment on phenotype and function of Tregs was
investigated to determine a possible drift away from or towards an

antiinflammatory immune status.

Methods: Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained from blood
samples of 16 JIA patients and 10 HC and compared for differences in the
lymphocytes’ characteristics. Isolated CD25*CD127-CD4* Tregs were analyzed
with flow cytometry after cultivation with the above-mentioned stimulating agents.
Furthermore, suppression assays were performed to assess the Treg-mediated

inhibition on proliferation of autologous PBMC proliferation after co-culture.

Results: A shift towards pro-inflammatory T cells with elevated Th17-levels and
concomitant increased amount of Tregs and Th17-like Tregs in JIA patients was
detected. A diminished suppression of PBMC proliferation by Tregs in the Th17-
stimulation environment was determined. This environment also promoted an
increased FoxP3-expression on Tregs, especially in JIA. Secukinumab lead to
adjustment of FoxP3-expression in JIA-Tregs to levels found in HC.

Conclusion: Our results implicate that the increased proportions of Th17 cells and
Th1l7-like Tregs might play an important part in the pathophysiology of JIA
mediating the proinflammatory dysbalance. The mitigated inhibition of PBMC-
proliferation in the Thl7-environment is most likely the result of an effector cell
resistance. The augmented FoxP3-expression in Th1l7-environment may be due
to an increased cell activation, which especially JIA Tregs were prone to. This

increased sensitivity of Tregs to inflammation might open new therapeutic
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approaches. The difference of FoxP3-activation was less pronounced after
cultivation with Secukinumab, suggesting an adjustment of Treg activation in JIA
to levels found in HC. This could demonstrate an additional benefit in IL-17A-

inhibition in JIA possibly via intrinsically stabilizing the Treg phenotype.
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