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1 Einleitung

1.1 Rheumatoide Arthritis (RA)

1.1.1. Geschichte der RA

Bei Skelettuntersuchungen an Europaern und Nordafrikanern aus der Antike
fanden sich Hinweise, dass schon vor mehr als 2000 Jahren verschiedene
Erkrankungen des rheumatoiden Formenkreises, wie z.B. Ostheoarthritis,
Spondylitis ankylosans und Gicht auftraten.(” Typische L&sionen der
rheumatoiden Arthritis, wie gelenknahe Osteoporose und Knorpeldestruktion,
wurden  jedoch nicht  gefunden. Andere palaeontopathologische
Untersuchungen einiger Jahrtausende alter nordamerikanischer Stamme
ergaben klare Belege, dass die RA in diesen Bevolkerungsgruppen schon sehr
frih bestand.®” Die Pravalenz der RA ist mit Uber 5% in einigen
Bevolkerungsgruppen dieser geographischen Regionen auch heute noch

aulRerordentlich hoch.

Erste Hinweise flr ein Vorkommen der RA in Europa finden sich in Werken des
niederlandischen Malers Jacob Jordaens aus dem friihen 17. Jahrhundert (Abb.

1) und in einem 1676 von Sydenham veroffentlichten Fallbericht.

Abbildung 1: ,La Familia de Jordaens en un Jardin“ by Jacob Jordaens (ca.1630) (Museo del
Prado, Madrid, Spanien)



Garrod beschrieb 1859 die RA erstmals als klinisch eindeutige
Krankheitsentitat. Die Namensgebung ,rheumatoide” Arthritis sollte sie von den
anderen beiden bereits bekannten Arthritisformen, dem rheumatischen Fieber

und der Gicht, abgrenzen.

Der Norweger Erik Waaler entdeckte 1940 den sog. Rheumafaktor und zeigte
dass der im Serum von Rheumapatienten haufig vorkommende Antikdrper zu

einer Hamagglutination mit Schaferythrozyten fuhrt (Waaler-Rose-Test).

1957 definierte Charles Short die Rheumatoide Arthritis als Krankheitsentitat,
die sich von den seronegativen Sponyloarthropathien, der Osteoarthritis, dem
systemischen Lupus Erythematodes und vielen anderen Erkrankungen durch

definierte klinische Symptome abgrenzen lafdt (s.u.).

1.1.2. Klinik der Rheumatoiden Arthritis

Die Rheumatoide Arthritis (RA) st eine chronische, systemische
Autoimmunerkrankung, welche sich primar an den Gelenke manifestiert und
durch Entzindungsprozesse zu deren Zerstérung fuhren kann. Synovitische
Kapselverdickungen und spindelformige Gelenkschwellungen finden sich
bevorzugt an den Fingergrund- und Fingermittelgelenken, sowie Hand- und
Zehengrundgelenken. Die Fingerendgelenke bleiben in der Regel ausgespart.
Die Krankheit beginnt mit dem Befall peripherer Gelenke und schreitet im

Verlauf nach proximal fort.

Die Diagnose ,Rheumatoide Arthritis“ kann nicht anhand einzelner klinischer,
radiologischer oder serologischer Parameter gestellt werden. Zur Sicherung der
Diagnose werden deshalb seit 1987 die Kriterien des ,American College of

Rheumatology“ (ACR)® herangezogen:



® Morgensteifigkeit in und um die Gelenke von mehr als einer
Stunde Dauer

® Synovialitis (Arthritis) in mindestens drei Gelenkbereichen

® Synovialitis  (Arthritis) der  Hand-, Fingergrund-  und
Fingermittelgelenk

® symmetrischer Gelenkbefall

® subkutane Knoten (Rheumaknoten)

® positiver Rheumafaktor

® typische radiologische Veranderungen an den Handen

Bestehen vier der sieben Kriterien, so gilt die Diagnose der rheumatoide
Arthritis als gesichert. Die ersten vier Kriterien mussen mindestens Uber sechs

Wochen bestehen.

Als extraartikulare Erscheinungsformen kénnen Anamie, Mudigkeit, subkutane
Rheumaknoten, viszerale Oraganbeteiligungen, Neuropathien, Skleritis, das

Sjogren Syndrom sowie eine Nierenbeteiligung im Krankheitsverlauf auftreten.

Laborparameter werden zur Diagnose, Differentialdiagnose und insbesondere
zur Verlaufskontrolle herangezogen. Hierbei spielen erhdhte Akute-Phase-
Proteine (BSG, CRP), der Rheumafaktor und Antikrper gegen citrullinierte
Peptid-/Protein-Antigene (anti-CCP) eine wichtige Rolle.

Der Rheumafaktor ist ein Autoantikdrper, meist vom IgM Typ, der gegen den
Fc-Teil von IgG Immunglobulinen gerichtet ist und bei 70-80% der RA-Patienten
gefunden wird. Allerdings ist der Rheumafaktor fur die Rheumatoide Arthritis
nicht spezifisch, sondern kommt auch gehauft beim Sjogren Syndrom (70%),
dem systemischen Lupus Erythematodes (SLE) (20-30%), bei diversen

Virusinfektionen sowie bei 5-10% der Gesunden vor.



Der anti-cyclisches Citrulinpeptid (CCP) Antikorper kann mittels ELISA bei den
meisten RA-Patienten nachgewiesen werden und kommt bei anderen

Krankheitsbildern sehr viel seltener vor.®%

Die Akut-Phase-Proteine sind sehr unspezifisch. Sie gelten jedoch als ein guter

Parameter fur die Entzindungsaktivitat der Erkrankung.

Zur objektiven, klinischen Beurteilung des Verlaufs der RA seit einigen Jahren
in Europa der ,Disease Activity Score 28“ (DAS28) verwendet. Dieser von
Prevoo et al.®® modifizierte Wert berechnet sich aus folgenden flr die
Krankheit relevanten Aktivitatsparametern:

® Anzahl druckschmerzhafter Gelenke (dG)

® Anzahl geschwollener Gelenke (gG)

® Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG nach 1 Std, mm)

()

Patientenurteil zur Krankheitsaktivitat (VAS; mm)

Der DAS28 berechnet sich nach der Formel:

= 0,56 x V(TJC 28) + 0,28 x V(SJC 28) + 0,70 x log.(BSG) + 0,014 x VAS

(TJC 28 = Anzahl druckschmerzhafter Gelenke basierend auf dem 28-Gelenke-
Index;

SJC28 = Anzahl geschwollener Gelenke basierend auf dem 28-Gelenk-Index;

VAS = Visuelle analoge Schmerzskala von 0-100 in mm)

Nach Aletha et al.® gelten DAS28 Werte zwischen 0,4 und 2,4 als Zeichen fiir
eine Remission, zwischen 2,4 und 3,6 flr eine geringe Krankheitsaktivitat,
zwischen 3,6 und 5,5 fur eine mittlere und >55 fur eine hohe

Krankheitsaktivitat.



1.1.3 Epidemiologie und Atiologie der Rheumatoiden Arthritis

Die Rheumatoide Arthritis ist die haufigste entzliindliche Erkrankung des
rheumatischen Formenkreises. Die Pravalenz betragt weltweit 1%, wobei
Frauen 3-4 Mal haufiger als Manner betroffen sind. Der Erkrankungsgipfel liegt
zwischen dem 25.-50. Lebensjahr. Die Erkrankung geht mit einer erhdhten
Morbiditat und Mortalitat einher.

Fur das Entstehen der Rheumatoiden Arthritis sowie fur deren Schweregrad
sind vermutlich verschiedene exogene Umweltfaktoren sowie eine

genetische Belastungen von Bedeutung.

Als endogene Risikofaktoren wurden hormonelle Faktoren identifiziert. Rauchen
scheint die Entwicklung®® der RA zu beglinstigen und den Schweregrad®® der

RA negativ zu beeinflussen.

Vor mehr als 20 Jahren konnte ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten
der RA und dem Vorkommen des vererbaren HLA-Merkmals DR4
nachgewiesen werden."®™ Es konnte gezeigt werden, dass die RA primar mit
einer spezifischen Aminosauresequenz in Position 70-74 der 3 Kette der HLA-
DR Molekule assoziiert ist. Diese verschiedenen HLA-DR Molekulen
gemeinsame Sequenz wurde als ,Shared Epitope“ (SE) bezeichnet.®” Zu den
HLA-DR Molekulen, die diese Sequenz aufweisen, zahlen HLA-DR4 (HLA-
DRB1*0401, *0404, *0405, *0408), HLA-DR1 (HLA-DRB1*0101, *0102) und
HLA-DR10 (HLA-DRB1*1001) sowie einzelne HLA-DR14 Varianten (*1402 und
*1406)."""" Es ist jedoch noch unklar, in welchem molekularen Zusammenhang
das ,shared epitop“ zum Auftreten der Rheumatoiden Arthritis steht.

Eine Theorie geht davon aus, dass SE positive HLA-DR Moleklile artherogene
Peptide prasentieren und zur Aktivierung autoreaktiver T-Zellen fuhren.

Eine andere Hypothese, die des ,Molekularen Mimikry“, postuliert, dass SE
positive HLA-DR Molekiile Ahnlichkeit zu exogenen Antigenen aufweisen und

dadurch im Rahmen der Aktivierung von Immunreaktionen gegen diese



vermeintlichen Fremdantigene zu Autoreaktionen fuhren.

1.1.4 Rolle der T-Zellen bei der Rheumatoiden Arthritis

In der Pathogenese der RA soll nach heutigem Erkenntnisstand eine antigen-
abhangige T-Zellaktivierung, die zu einer Expansion vor allem von Th1-
Helferzellen fiihrt, eine wichtige Rolle spielen.?® So konnte in unterschiedlichen
Tiermodellen, wie der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) in Mausen oder der
adjuvanten Arthritis in Ratten, eine wichtige Rolle der T-Zellen gezeigt werden.
Auch beim Menschen sind Th1-Zellen nachweislich an den gelenksnahen
Entzindungsprozessen beteiligt. Allerdings konnte bis heute der Beweis nicht
erbracht werden, dass fur die Aktivierung dieser T-Zellen spezifische Antigene

relevant sind.

Die T-Zellaktivierung soll zur Rekrutierung und Aktivierung von Monozyten und
Makrophagen fuhren. Dies soll die Sekretion von proinflammatorischen
Zytokinen und Proteasen stimulieren, die Fibroblastenproliferation sowie die
synovialen Hyperplasie mit gesteigerter Angiogenese anregen und zur

Destruktion von Knorpel und Knochen flihren.

Bisher konnte keine spezielle T-Zellpopulation, die fir die Entstehung und
Aufrechterhaltung  der  chronisch-fortschreitenden  Entziindungsreaktion

verantwortlich ist, identifiziert werden.

Friher galt die RA als eine klassische ,Th1-vermittelt® Erkrankung, die durch
eine vermehrte IFN-y Produktion sowie die Abwesenheit von Th2 Zytokinen
charakterisiert ist. Neuere Untersuchungen zeigten, dass RA Patienten
vermutlich auch ein Defizit an naiven T-Zellen aufweisen und verstarkt Effektor-

T-Zellen anhaufen.



Als auffallig vergroRBerte T-Zell-Population bei RA-Patienten wurden
CD4*/CD28 T-Zellen beschrieben. Diese Zellen gelten als Effektorzellen, die
als Zeichen von Seneszenz oder im Rahmen einer prolongierten Aktivierung
gegen Virusantigene einen Verlust von CD28 aufweisen. Diese Zellen zeigen
z.T. ,NK-Zellaktivitat®. Fuar ihre Aktivierung bendtigen sie jedoch keine
Kostimulation, da die de novo Expression von verschieden NK-Zellrezeptoren
mit  ko-stimulatorischen  Funktionen zu einer  Erniedrigung ihrer
Aktivierungsschwelle fiihrt." In diesen Zellen konnte eine erhohte
Zytokinproduktion, insbesondere von IFN-y, sowie eine grole Menge an
intrazellularem Perforin und Granzym B nachgewiesen werden.® Pawlik et al.
@) postulierten, dass der Schweregrad der Erkrankung mit der Menge der
CD4*/CD28 T-Zellen im Blut korreliert. Patienten mit schwerer
Gelenkbeteiligung oder extraartikularer Manifestation hatten einen signifikant
hoéheren Anteil an CD4*/CD28 T-Zellen im Blut. Darlberhinaus produzierten
diese Zellen auch ohne Kostimulation vermehrt [FN-y.(®

Demgegenuber konnte eine vermehrte Anzahl CD8'/CD28-Zellen mit
verminderter Produktion von IFN-y nach EBV antigenspefizischer Stimulation

bei RA-Patienten im Vergleich zu Gesunden gefunden werden.“®

Von besonderem Interesse sind auch FOXP3* CD4*/CD25* regulatorische T-
Zellen (T.g), die bezlglich des Auftretens von Autoimmunerkrankung im
Tiermodell eine wichtige protektive Rolle spielen. Bei der RA wurden sowohl in
der Synovia® als auch im Blut™ vermehrt Tregs nachgewiesen. Diese
regulatorischen T-Zellen scheinen bei Patienten mit RA im Vergleich zu

Gesunden allerdings eine verminderte funktionelle Aktivitat aufzuweisen.

Auch CD8*-Zellen sollen, zusatzlich zu Subpopulationen, die Zytotoxizitat und
IFN-y Produktion zeigen, eine immunregulatorische Subpopulation enthalten.
Beschrieben wurde eine CD8*/CD28/CD56*-Subpopulation im Blut und im
Synovialgewebe von Gesunden und RA-Patienten, die eine inhibitorische

Aktivitat auf die CD4-T-Zell-Antworten in der Frihphase der Antigenstimulation



naiver T-Zellen sowie in der Differenzierung der CD4-Memory-Zellen besitzen

soll.(19)

Als eine weitere, seit langem bekannte T-Zellabnormalitdt der RA kann die
relative Lymphopenie angesehen werden, die sich durch eine reduzierte Zahl

und Funktion von naiven CD4-Zellen auszeichnet.®?

1.1.5 Rolle der Zytokine bei der Rheumatoiden Arthritis

Zytokine spielen eine wichtige Rolle in der Regulation von Immunreaktionen,
die mit der Pathogenese der RA in Zusammenhang gebracht werden. Viele
Zytokine, die chronische Entzindungen begunstigen und zur Gelenkzerstérung
fuhren konnen, scheinen im Synovialraum und im Blut von RA-Patienten

vermehrt exprimiert und im Vergleich zu Gesunden dysreguliert zu sein.

Dazu zahlen vor allem die Zytokine TNF-a und IL-1, die wichtige
Regulatormolekille verschiedener angeborener Immunreaktionen sind. Eine
weitere wichtige Rolle in der Aktivierung und Funktion spezifischer T-
Zellpopulationen spielen IFN-y, IL-15 und IL-17. Wahrend TNF-q, IL-15, IL-17
bei RA-Patienten in der Synovialflussigkeit und im Gewebe erhoht exprimiert
werden, scheint IFN-y im entzindeten Gewebe nur in geringen Mengen vor

zukommen.

Der Tumor-Nekrose Faktor alpha (TNF-a) ist wegen der erhohten Expression
im Blut und im entzindeten Gewebe bei RA-Patienten heute ein wichtiges Ziel
in der Therapie der Rheumatoiden Arthritis.®” Die TNF-a-Blockade-Therapie
erwies sich im Tierexperiment und auch beim Menschen als sehr effizient in der

Hemmung der spezifischen Entziindungsprozesse.!'®

Die Hoffnung, weitere Mitglieder der TNF-Familie als therapeutische Zielstruktur

zu etablieren, hat sich bisher nicht erfillt. Die Blockade des viel versprechenden



Lymphotoxin-B fuhrte im Mausmodell gar zu einer Verschlechterung der
Symptomatik.©®? Als neues Zielmolekiil wird derzeit ,TNF-like Weak Inducer of
Apoptosis“ (TWEAK) diskutiert. Durch Gabe eines spezifischen Antagonisten
fur dieses Zytokin konnte der Schweregrad der RA im Mausmodell reduziert
werden. Auch zeigte sich eine verminderte Angiogenese in der Synovia, eine
reduzierte Gelenksentzindung und eine Abnahme der Gelenks- und

Knochenerosion.®®

Antagonisten gegen weitere Zytokine, vor allem gegen IL-1 und IL-6, befinden
sich in vielversprechenden klinischen Versuchsphasen oder sind auch schon

zugelassen.”

IL-32 gehdrt zu den neueren, bisher wenig erforschten Zytokinen, die bei der
RA dysreguliert zu sein scheinen. In immunhistochemischen Analysen konnte
eine signifikant erhdhte Expression von IL-32 bei RA, nicht jedoch bei
Osteoarthritis-Patienten gezeigt werden.“? In murinen Experimenten der RA
zeigte sich eine Korrelation der Expression von |IL-32, TNF-qa, IL-6 und IL-1. Der
Einsatz von TNF-a-Antagonisten fiihrte auch zu einer deutlichen Reduktion von

IL-32. Dies deutet auf eine TNF-a-abhangige Regulation von IL-32 hin.

Die Interaktion zwischen synovialen T-Zellen und Makrophagen verschlimmert
die Entziindung und tragt zur Gelenksdestruktion bei. Die Interaktion zwischen
T-Zellen und Monozyten fuhrt Uber die vermehrte Produktion und Aktivierung
von RANKL und den Zytokinen IL-15, IL-17, TNF-a und IL-1 zu einer erhdhten

Osteoklastendifferenzierung und -funktion.®

Eine weitere wichtige Rolle bei der RA scheint auch die Interleukin-10 Familie
zu spielen. Die neusten Mitglieder dieser Zytokinfamilie IL-20 und IL-22, gelten
im Unterschied zu IL-10, als proinflammatorische Zytokine. Es konnte gezeigt
werden, dass bei RA Patienten und im Mausmodell (CIA) sowohl IL-20 als auch

seine 3 Rezeptoren erhoht in der Synovialmembran und in synovialen



Fibroblasten exprimiert werden. Hsu et al.“? vermuten, dass IL-20 durch
autokrine Stimulation von Fibroblasten und Makrophagen die Sektretion
chemotaktischer Faktoren induziert, die ein Einwandern von Leukozyten

beglnstigen und die Entzindung voranschreiten lassen.

In neueren Studien wird IL-17 als zentrales Zytokin beschrieben,®" dem eine
wichtige Rolle in der Induktion von pathologischen Autoimmunreaktionen bei
verschiedenen Autoimmunerkrankungen zukommen soll. Es wird von
spezialisierten T-Zellpopulationen produziert, durch IL-6, TGF-B , IL-23 sowie
durch IL-1 induziert"® und durch IFN-y und IL-4 gehemmt (Kap. 1.2.5.).
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1.2 Interleukin-17

1.2.1 Entdeckung des Interleukin-17

Interleukin-17 (IL-17) reprasentiert eine Zytokinfamilie, der 6 verschiedene
Zytokine (IL17 A-F) angehoren. Erstbeschrieben und kloniert wurde IL-17A
1993 von der Arbeitsgruppe um Rouvier.®? Zunachst wurde dieses Zytokin unter
der Bezeichnung CTLA8 als Produkt einer Hybridomazelle aus einer
zytotoxischen T-Zelle der Maus und einer T-Zelle der Ratte identifiziert. Das
daflr codierende Gen wurde von der Arbeitsgruppe um Rouvier in der Maus auf
dem Chromosomen 1A und beim Menschen auf dem Chromosomen 6p12 (Tab.

1) lokalisiert.

In der genannten Arbeit® beschrieben Rouvier et al. auch eine
Sequenzahnlichkeit von CTLA-8 mit dem offenen Leserahmen 13 des T-
lymphotropen Herpesvirus Saimiri (HVS). Die Sequenzhomologie zwischen IL-
17 und HVS 13 fuhrte zur Hypothese, dass das Virus einen Teil des humanen
IL-17 Gens sich zu eigen gemacht hat, um damit einen Uberlebensvorteil im

infizierten Wirt zu gewinnen.

In der Folge wurden funf weitere IL-17 Familienmitglieder identifiziert. Zwischen
den einzelnen Mitgliedern der IL-17 Familie besteht eine grofe Homologie.
Dabei sind sich IL-17A und IL-17F am ahnlichsten. IL-17E (IL-25) hingegen, das
unabhangig von den anderen Zytokinen entdeckt und zunachst IL-25 genannt
wurde,® hat eine Strukturhomologie von nur 16% der primaren Aminosauren
zum IL-17A der Maus und Ratte. Die IL-17-Zytokine zeigen keine Homologien
zu anderen Proteinen von Saugetieren und bilden deshalb eine eigenstandige
Zytokinfamilie.
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1.2.2 Rezeptoren der IL-17 Familie

IL-17 Rezeptoren wurden auf sehr vielen, unterschiedlichen humanen Zellen,
wie z.B. NK-Zellen, Vorhautfibroblasten und auch B-Zellen identifiziert, so dass
man das Vorkommen des Rezeptors als nahezu ubiquitar bezeichnen kann.'#
Die IL-17 Rezeptoren gehdren zu den Typ | Transmembranproteinen, die
keinerlei Ahnlichkeit mit anderen bekannten Zytokinrezeptoren haben. Bis heute
konnten funf verschiedene IL-17 Rezeptoren identifiziert werden: IL-17R (bzw.
IL-17RA), IL-17RH1® und IL-17RL (receptor like)®), sowie IL-17RD und IL-
17RE. ™

1.2.3 Charakteristika der Mitglieder der IL-17 Familie
Aufgrund der sehr groRen Ahnlichkeit sowohl beziglich der Sequenz als auch
des Vorkommens werden IL-17A und IL-17F haufig gemeinsam behandelt. Im

weiteren Text dieser Arbeit wird IL-17 aquivalent zu IL-17A benutzt.

Tabelle 1: Die humane IL-17 Zytokinfamilie nach Kolls et al. "

Zytokin Weitere Namen Genort Homologie des humanen

mit dem murinen IL-17

in %
IL-17 A [L-17, CTLA-8 6p12 62
IL-17B CX1 NERF 5032-34 88
IL-17C CX2 16024 83
IL-17D IL-27 13911 78
IL-17E IL-25 14911.1 81
IL-17F ML-1 6p12 77

Interleukin-17 A wurde urspringlich als Botenstoff von aktivierten CD4
Memory-T-Zellen im Blut beschrieben.'?# Jedoch zeigten Daten, dass auch
murine® und humane®) CD8 Memory-T-Zellen (CD45RQO") nach Stimulation

genauso wie Neutrophile®" in der Lage sind IL-17A und IL-17F zu produzieren.
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IL-17A und IL-17F liegen nur 46kb voneinander entfernt auf dem kurzen Arm
von Chromsom 6 beim Menschen und auf Chromosom 1 bei der Maus (Tab. 1).
Beide Zytokine werden von einer gemeinsamen Promoterregion reguliert und

transkribiert.®

Interleukin-17 B wurde durch gezielte Suche nach weiteren IL-17 homologen
Sequenzen in einer cDNA Datenbank identifiziert und danach kloniert.®9¢" |L-
17B wird vor allem im Pankreas, Magen und Dunndarm so wie auch im
Rickenmark exprimiert.*"" Weder IL-17B noch IL-17C wird von Lymphozyten

sezerniert.

Interleukin-17 C wurde im menschlichen Hoden, im Thymus, in der Milz und in

der Prostata gefunden.

Interleukin-17 D wurde durch Klonierung von Transkripten, die zu IL-17A
Homologien zeigten mit Hilfe der RACE-PCR geklont und identifiziert. Es wird
hauptsachlich von Skelettmuskellzellen, neuronalen Zellen, Herzmuskelzellen,
dem Fettgewebe, der Lunge, dem Pankreas und in geringerem Umfang von
nicht aktivierten CD4-T-Zellen produziert.'*” Im Gegensatz zu IL-17A und IL-
17F wird IL-17D nicht von aktivierten T-Zellen exprimiert

'nterleukin-17 E (IL-25) ist das Zytokin, das sich in seiner Proteinsequenz am
starksten von den anderen Zytokinen der Familie unterscheidet. Es wird
insbesondere in der Niere sowie auch in der Leber exprimiert. Geringere
Mengen diese Zytokins wurden in einer Reihe weiterer peripherer Organe

beschrieben.®®

Interleukin-17 F weist ein dem IL-17A ahnliches Expressionsmuster auf. Es
wird vorwiegend von aktivierten CD4 Zellen und Monozyten exprimiert.('? Es
gibt Anhaltspunkte daflr, dass IL-17F in chronischen und allergischen

Entziindungsprozessen der Lunge eine Rolle spielt.®®: (121)
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1.2.4 Das Th1/Th2-Paradigma

Mit der Einfiihrung der Klonierungstechnik fiir T-Zellen® fanden Forscher,
dass ein Teil der antigen-stimulierten CD4-T-Zellklone den B-Zellen Hilfe zur
Differenzierung zu antikorperproduzierenden Plasmazellen vermitteln kdnnen,
wahrend andere CD4-T-Zellen die Phagozytose durch Makrophagen und die
Generierung von zytotoxischen T-Zellen fordern.) Solche
Funktionsunterschiede konnten auf die Produktion von unterschiedlichen
Zytokinen zurtckgefuhrt werden, die heute als Th1 bzw. Th2 Zytokine bekannt
sind. Mosmann und Coffmann postulierten 1987, dass die CD4 T-Zellen sich
aus zwei funktionell unterschiedlichen T-Zellpopulationen, den sogenannten
Th1 und Th2 T-Zellen zusammensetzen. Th1-Zellen sind im Wesentlichen far
die Stimulation von Hypersensitivitat und Zell-vermittelter Immunitat
entsprechend einer Typ IV Reaktion nach Coombs und Gell verantwortlich,
wahrend Th2-Zellen die humoral-allergische Immunitat stimulieren.™ Im
positiven Feedback fordert dabei jede funktionelle Subpopulation ihre eigene
Expansion und hemmt im negativen Feedback, die des anderen Subtyps durch

die jeweilige spezifische Zytokinsekretion (Abb. 2).

Th1-Zellen definieren sich vor allem durch die Sekretion von IFN-y, IL-12 und
IL-2. IFN-y ist fur die Aktivierung der Phagozytose von Pathogenen durch
Makrophagen sowie fur die Generieung von zytotoxischen T-Zellen zur

Eliminierung intrazellularer Pathogene essentiell.

Th2-Zellen produzieren vor allem IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13, die als B-Zell
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren zur Ausreifung von Plasmazellen mit
bevorzugter Synthese von IgE dienen. Th2 Zytokine férdern auch die Reifung

von Eosinophilen und inhibieren die Makrophagenfunktion.
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Abbildung 2: Schaubild zur Darstellung des Th1/Th2 Paradigmas von Mosmann und
Coffman, 1987

1.2.5 Die Differenzierung von naiven T-Zellen zu Th17-Zellen

IL-17 produzierende T-Zellen gelten heute als eine weitere funktionell wichtige
CDA4-T-Zellsubpopulation.®®  In  Mausmodellen, der  experimentellen
autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) und der Kollagen induzierten Arthritis
(engl. CIA) sowie der chronisch entziindlichen Darmerkrankung (CED),("-®®
konnte gezeigt werden, das das Ausschalten der IL-17 T-Zellpopulation zu einer
Verminderung der Autoimmunphanomene fuhrt. Zur Herkunft der IL-17
produzierenden T-Zellen wurden aus den experimentellen in vivo und in vitro

Daten folgende Hypothesen entwickelt (Abb.3).

Zunachst wurde postuliert, dass Th1- und Th17-Zellen im frihen
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Differenzierungsstadium eine gemeinsame Vorgangerzelle besitzen, die sich
aus einer naiven CD4-Vorlauferzelle entwickelt hat. Diese ,Th1-Vorgangerzelle®
oder ,pra-Th1-Zelle” soll sich je nach An- bzw. Abwesenheit von IL-12 oder IL-

23 in Th1 und Th17 Zellen weiter differenzieren lassen.

Eine zweite Hypothese geht davon aus, dass sich die Th1- und Th17-CD4-

Zelllinien vollig unabhangig voneinander entwickeln. 464
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Abbildung 3: aus Wynn et al, 2005"®) das in dieser Zeichnung beschriebene IL-23 zur

Differenzierung sollte um TGF- erganzt werden (s.u.)

Letztere Hypothese entspricht nach heutiger Erkenntnis am ehesten den
natiirlichen Gegebenheiten. So zeigten Harrington et al.®*), dass polarisierte
Th1-Zellen nicht mehr auf IL-23 ansprechen und dass IFN-y, als wesentliches
Zytokin der Th1 Differenzierung, ein potenter Inhibitor der Th17-Ausreifung ist.
Ahnliches wurde auch fiir Th2-Zellen beschrieben. So lassen sich diese auch
nicht durch IL-23 beeinflussen und IL-4 als Th2-Zytokin erwies sich als potenter

Inhibitor der Th17-Differenzierung. Park et al.®® konnten in in-vivo
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Experimenten zeigen, dass die Induktion einer EAE in IFN-y (Th1) und T-bet

(Th2) defizienten Mausen zu einer ausgepragten Th-17 Antwort flhrte.

Obwohl IL-23 eine wichtige Rolle in der Th17 Differenzierung zu spielen
scheint, haben mehrere Autoren auch eine IL-23 unabhangige Th17
Differenzierung beschrieben.®)).01 Alle drei Arbeitsgruppen berichteten
unabhangig voneinander Uber TGF-B als zur Differenzierung notwendigen
Faktor.

Dass in Ko-Kulturen mit LPS-aktivierten dendritischen Zellen (DC) und
regulatorischen T-Zellen aus naiven T-Helfer-Zellen IL-17, nicht aber IL-4 oder
IFN-y produzierende T-Zellpopulationen generiert werden konnen, wurde von
Veldhoen et al. gezeigt.""” Durch Blockade von TGF-B konnte gezeigt werden,
dass TGF-pB ein kritischer Faktor fur die Differenzierung von Th17-Zellen ist und
dass regulatorische T-Zellen nicht obligat fir die Differenzierung von Th17-

Zellen sind.

Zusatzlich zu TGF-B werden zur Induktion und Differenzierung von Th17-Zellen
noch weitere losliche Faktoren bendtigt, die von dendritischen Zellen nach
Induktion Uber den TLR- oder MyD88-Signalweg sezerniert werden. Bei der
Analyse solcher Faktoren, die fur die Th17-Differenzierung besonders wichtig
im Zusammenspiel mit TGF-B sind, fand sich IL-6 als kritischer Kofaktor. In
Experimenten ohne APC konnte gezeigt werden, dass TGF-B und IL-6 auch

alleine in der Lage sind die Th17-Differenzierung zu induzieren.®

Ausgehend von der Beobachtung, dass IFN-y und IL-4 die Th17-
Differenzierung inhibieren, konnten Harrington et al.®¥ zeigen, dass TGF-B
umgekehrt auch die Differenzierung von Th1- und Th2-Zellen inhibiert (Abb. 4).

IL-6 hingegen supprimiert die Differenzierung von naiven T-Zellen zu Foxp3*

regulatorischen T-Zellen, die durch TGF-f ebenfalls induziert werden.
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Abbildung 4: Vereinfachte Darstellung der Differenzierung der Th17-Zellen unter dem Einfluss
verschiedener Zytokine

IL-23 hingegen ist nach heutigem Kenntnisstand wahrscheinlich nicht fur die
Differenzierung zu Th17 Zellen notwendig, sondern spielt eine wichtige Rolle

als Schliisselzytokin fiir die Expansion und das Uberleben von Th17-Zellen."""

1.2.6 Die Rolle von Interleukin-17 bei Autoimmunkrankheiten

In vitro wie auch in vivo Beobachtungen deuten darauf hin, dass IL-17
produzierende T-Lymphozyten eine eigenstandige Linie proinflammatorischer
T-Helfer-Zellen darstellen, die nicht nur fur die Abwehr spezifischer bakterieller
Infektionen  von Bedeutung sind, sondern auch  durch ihre
entztindungsférdernde und Treg hemmende Funktionen zur Induktion von
Autoimmunphéanomenen fiihren kann. Uber eine erhéhte Produktion von IL-17
wurden bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen wie Morbus Crohn, Colitis
Ulcerosa,® der Multiplen Sklerose,®® dem systemischen Lupus

erythematodes,'® der rheumatoiden  Arthritis,*® aber auch bei
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TransplantatabstoBungsreaktionen®, der Lyme Arthritis"® und bei Asthma®®

berichtet.

Die Rolle von IL-17 in der Abwehr von bakteriellen Entzindungen der
Atemwege konnte in Mausmodellen gezeigt werden. Mause mit einer
homozygoten Deletion des IL-17-Rezeptorgens, die mit Klebsiella pneumoniae
infiziert wurden, zeigten deutlich verminderte Chemokinspiegel und damit
assoziiert eine verminderte Einwanderung von Neutrophilen in die Lunge.?
Die Neutrophilenrekrutierung schien von der Wirkung von IL-17A und IL-17F
abzuhangen.®? Als IL-17 produzierende Zellen wurden sowohl CD4+ als auch
CD8+ Zellen vermutet.®® Shibata et al. ©® berichteten auch Uber y3-T-Zellen,

die nach Stimulation mit IL-23 IL-17 produzierten.

Fur die Bedeutung von IL-17 bei chronischen Atemwegserkrankungen wie der
chronischen Bronchitis, dem chronisch obstruktiven pulmonalen Defizit (COPD)

oder dem Asthma soll vor allem IL-17F verantwortlich sein.3):53).(58)

IL-17E soll im Unterschied zu IL-17A zu einer vermehrten Einwanderung von

Eosinophilen“ bei Entziindungen fiihren.

Auch Patienten mit chronisch entziundlichen Darmerkrankungen (CED) zeigen
auf mRNA- und Proteinebene erhohte IL-17 Level in der Darmmukosa®) Diese
erhohten Level waren spezifisch fur Patienten mit Morbus Crohn oder Colitis
Ulcerosa. Sie wurden nicht bei Infektionen des Gastrointestinal-Traktes (GIT),

bei ischamischer Kolitis ober bei gesunden Personen gefunden.

1.2.7 Die Rolle von Interleukin-17 bei der Rheumatoiden Arthritis
Die rheumatoide Arthritis ist eine chronische Systemerkrankung, die durch die
Einwanderung aktivierter inflammatorischer Zellen in den Gelenkspalt, das

Auftreten synovialer Hyperplasie, die Gefalleinsprossung und chronische
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Zerstorung von Knochen und Knorpel gekennzeichnet ist. Das Vorkommen
spezifischer Autoantikérper (Rheumafaktor, anti-Citrullinierter Peptid Antikorper)
sowie autoreaktiver T-Zellen spricht daflir, dass es sich bei der RA um eine

Autoimmunerkrankung handelt.

IL-17A wurde bei RA-Patienten spontan von Kkultiviertem Synovialgewebe
sezerniert'™® und deutlich erhdhte IL-17 Level wurden bei RA-Patienten in der

Synovialfliissigkeit beobachtet.“":(126)

In-vitro Studien zeigten, dass IL-17 Uber die Aktivierung des NFkB abhangigen
Signaltransduktionsweges die Sektretion von IL-1, Tumor-Nekrose-Faktor-alpha
(TNF-a), IL-6, IL-8 und Makrophagen inflammatorisches Protein (MIP-1a) aus
Fibroblasten, Endothel und Epithelzellen stimuliert.('22:3:43) Aych soll IL-17 die
Expression des Rezeptoraktivators des NFkB Liganden (RANKL) induzieren,
der ein wichtiger Faktor in der Osteoklastenaktivierung und der
Knochendestruktion bei der RA ist.®® Darliber hinaus spielen synergistische
Effekte von IL-17 mit IL-1 und TNF-a bei der Chemokin- und Zytokinprodukion
aus kultivierten  Synovialzellen™# sowie bei der Induktion von

Knorpeldestruktion'? eine bedeutende Rolle.

'n Studien am Mausmodell der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) konnte durch
Blockade von IL-17 vor dem Ausbruch der Erkrankung sowohl die Indzidenz als
auch der Schweregrad der Arthritis signifikant verringert werden.®®
Weitergehend fuhrte eine Neutralisation von IL-17 nach Erkrankungsbeginn zu
einer deutlichen Verlangsamung der Progression der Arthritis.®® Umgekehrt
fiihrte sowohl eine lokale als auch eine systemische Uberexpression von IL-17
zu einem beschleunigten Krankheitsbeginn und einer vermehrten synovialen
Entzindung.®® Demzufolge koénnte die Modulation von IL-17 einen

therapeutischen Ansatz fur die Behandlung der RA bieten.
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1.3 Zielsetzung

Die rheumatoide Arthritis ist eine systemische, entzindliche Gelenkerkrankung,
bei deren Entstehung und Progression Zytokine wie IL-1, TNF-q,
Lymphotoxin-f, IL-15, IL-17 und IL-18 eine wichtige Rolle spielen.

Seit der Entdeckung von Interleukin-17 im Jahr 1993 durch Rouvier et al.
fanden sich vielfaltige Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen |L-17*-T-
Helferzellen und Autoimmunerkrankungen wie dem Morbus Crohn, der Colitis
Ulcerosa, der Multiplen Sklerose, dem systemischen Lupus erythematodes, der

Lyme Arthritis und auch der rheumatoiden Arthritis.

Bei der rheumatoiden Arthritis wird Interleukin-17 eine wichtige Rolle sowohl bei
der Entstehung als auch bei der Aufrechterhaltung der Erkrankung
zugeschrieben. So wurden in der Synovialflissigkeit und im Serum von RA-
Patienten deutlichen hohere IL-17 Level gemessen als bei Gesunden oder
Osteoarthritis-Patienten. Im Mausmodell konnte durch die Blockade von IL-17
die Inzidenz sowie die Schwere der Erkrankung deutlich gesenkt werden.
Darlber hinaus zeigten in-vitro Studien auch eine unmittelbare Beteiligung von

IL-17 an der Knorpeldestruktion Uber die Aktivierung von Osteoklasten.

Als Herkunftszellen von IL-17 wurden bisher zumeist nur CD4" Th-17-Zellen
diskutiert. Es gibt jedoch Hinweise, dass auch andere Zellen des
Immunsystems IL-17 sezernieren konnen. So wurde uber CD8*, yd-T-Zellen

und Neutrophile berichtet, die in der Lage sind, IL-17 zu sezernieren.
Ziel der Untersuchung dieser Studie war die Analyse IL-17 sezernierender

Zellen im Blut der Patienten mit RA im Vergleich zu Gesunden. Im Vordergrund

standen folgende Fragestellungen:
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b)

Welche Zellen im Blut tragen zum erhdhten Vorkommen von IL-17 bei RA
Patienten bei und bestehen in der Zellspezifitat und -frequenz
Unterschiede zu Gesunden?

Lassen sich IL-17 sezernierende Zellen durch unspezifische Stimulation
mit PHA und PMA/lonomycin oder durch antigenspezifische Aktivierung
mit einem Pool HLA KILII restringierter Peptide bei RA-Patienten aktivieren

bzw. expandieren und gibt es darin Unterschiede zu Gesunden?
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Brefeldin A

BSA (bovines Serumalbumin)
CEF-Peptid-Pools
Cytofix/Cytoperm
Dimethylformamid

DMSO

Ethidium Monoazid
FACS-Flow

FCS (fotales Kalberserum)
Ficoll-Dichtegradient

Heparin

lonomycin
Phosphate-buffered saline (PBS)
Permwash
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)
Phytohamagglutinin
Polyglobin

Refobacin

RPMI-1640 Medium
Trypanblau

2.2 Material
Kryorohrchen
Eppendorfcups
FACS-RoOhrchen
Pipettenspitzen
24-Well-Platte + Deckel

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Panatecs, Tubungen

BectonDickinson, Heidelberg,

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe
BectonDickinson, Heidelberg

Sigma Aldrich, Taufkirchen

PAA, Pasching, Osterreich

Braun, Melsungen

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Gibco, Karlsruhe

BectonDickinson, Heidelberg

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe
Bayer AG, Leverkusen

Bayer AG, Leverkusen

Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
BectonDickinson, Heidelberg
Eppendorf AG, Hamburg
Nunc GmbH, Wiesbaden
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96-Well-Rundboden-Platte Nunc GmbH, Wiesbaden

Neubauer-Zahlkammer (+Deckglas) Hecht, Sondheim

Blutentnahmemonovetten Braun, Melsungen
Nitrozelluloseplatte MAHA S4510 Millipore, Eschborn, Deutschland

Zellkulturflaschen

2.3 Gerate

Zentrifuge

Zentrifuge

Inkubator

Sterilbank
Mikroskop
Wasserbad

FACS

Vortexer

2.4 Software
FACS-Diva
FlowJo
Microsoft Excel

Prism

Nunc GmbH, Wiesbaden

Beckman Coulter CL —GS6R (Beckmann Coulter GmbH,
Krefeld)

Eppendorf Centrifuge 5402 (Eppendorf AG, Hamburg)
Heraeus Typ BB 6220 CU (Heraeus Holding GmbH,
Hanau)

LaminAir, HBB 2448 (Heraeus Holding GmbH, Hanau)
Laborlux K (Leitz, Wetzlar)

Wasserbad MGW Lauda M20S (LAUDA DR. R. WOBSER
GMBH, Lauda-Koénigshofen, D)

BD LSRII mit 355nm, 405nm, 488nm, 633nm Laser (BD
Bioscience, Heidelberg)

Vortex Mixer NeoLab (Bender & Hobein AG,Zurich, CH)

Version 5.0.2.; BectonDickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Version 7.2.1. Tree Star Inc., Ashland, OR, USA

Office 2000, Microsoft Cooperation, USA

GraphPad Prism version 5.00 for Windows, GraphPad
Software, San Diego California USA
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2.5 B-Zelllinien

Tabelle 2: Verwendete B-Zelllinien und deren Herkunft

B-Zelllinie Herkunft

1 OLGA 10" International Histocompatibility Workshop

2 Boleth 10" International Histocompatibility Workshop

3 AMAI 10" International Histocompatibility Workshop

4 WTH1 10" International Histocompatibility Workshop

5 SA 10" International Histocompatibility Workshop

6 BOB Sektion Transplantationsimmunologie und
Immunhamatologie, Universitat Tubingen

Wir verwendeten EBV-transformierte B-Zelllinien (Tab. 2) in einem Vorversuch
zur Stimulation von T-Zellen sowie zur Testung der Zelllinien auf IL-17
Produktion.

2.6 Patienten und Probanden

In Ubereinstimmung mit den Richtlinien der Ethikkommission der Universitat
Tubingen (Ethikantrag-Nr: 13/2005V) und nach vorliegender
Einverstandniserklarung wurde RA-Patienten aus der rheumatologischen
Ambulanz der Medizinischen Kilinik Abteilung Il der Universitat Tubingen
(Leitung: Prof. Dr. Ina Kotter) sowie Kontrollpersonen jeweils 50ml Blut in

Heparin-Monovetten entnommen.

25



Tabelle 3: Geschlecht, Alter und klinische Charakteristika der untersuchten RA-Patienten (+-

postitiv, - Negativ, n.v. Nicht verfligbar)

Alter, HLA Dauer |RF | Anti | CRP | Leuko| BSG | DAS | Therapie
der - zyten 28
RA CCP zahl

RA- 50 |n.. 20J. |+ |+ 0,87 |7.580 |77 |3,13 |Humira Spritzen s. c.

Patient | |J. mg/d |/l mm/ Sandimmun 75

1 I h Prednisolon 7,5 mg

RA- 26  |n.v. <1J. [+ |+ 0,49 |9.430 |7 2,34 | Decortin H 10 mg

Patient | |J. mg/d | /ul mm/ Methotrexat 15 mg

2 I h S.C.

RA- 71 |n.v. 16J. |+ |+ Neg [8.650 |8 4,11 | Prednisolon 7,5

Patient | |J. /ul mm/ mg/W

3 h Methotrexat 20 mg
Voltaren resinat

RA- 50 |n.v. 20 |+ |+ 0,1 |7.160 |5 2,2 | Quensyl 200 mg

Patient | |J. mg/d | /ul mm/ Prednisolon 5 mg

4 I h

RA- 56 |A*01;03 |1J + |+ 2,01 [11.25 |21 n.a |Methotrexat15mg /W

Patient| |J. B*35;58 mg/d |0 /yl  |mm/ Decortin H 10mg

5 DR*01;07 I h Quensyl

RA- 71 |A*02;33 |5J + |+ 1,98 [18.02 |7 n.a |Decortin H 10mg

Patient| |J. B*14;44 mg/d |0 /yl  |mm/ Azathioprin50 10-1

6 DR*07;15 I h

RA- 79 |A*02;03 |8J - - Neg |6.540 |19 2,7 |Prednisolon 5 mg

Patient | |J. B*07 ul mm/ Lantarel 10 mg

7 DR*13,15 h Enbrel 25 mg D

RA- 29 |B*27neg |3J - - 0,1 |7.670 |4 n.v. |Quensyl 200 1-0-1

Patient | |J. mg/d | /ul mm/

8 I h

RA- 70 |A*03;25 |(14J |- |- 1,8 |13.11 |29 |3,4 |Prednisolon 5 mg

Patient | |J. B*08;15 mg/d |0 /ul | mm/

9 DR*0301 I h

1; 0404
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RA- 41 |DRB1*04 |1 J 0,89 |6.980 (17 |2,4 |Methotrexat 15 mg
Patient | |J. mg/d | /ul mm/ Prednisolon 7,5 mg
10 I h
RA- 72 |n.v. 20J 0,34 (6.310 |9 3,03 | Decortin H 9mg
Patient | |J. mg/d |/l mm/ Humira 40mg s. c. /
11 I h 14d
Arava 20

RA- 65 |A*02 24 J 4,32 |13.23 |77 |n.v. |Prednisolon 7,5
Patient | |J. B*40;44 mg/d |0 /ul  |mm/
12 DR*04;15 I h
RA- 52 |A*01;03 [32J n.v. |n.v. n.v. |n.v. |n.v.
Patient | |J. B*15;35
13 DR*09;13
RA- 68 |n.v. 1J 1,14 |7990/ |14 |3,67 |Prednisolon 5 mg
Patient| |J. mg/d | ul mm/ Hydroxychloroquin
14 I h 400 mg
RA- 60 |n.v. 2J 0,98 |7.610 |18 |2,6 |Prednisolon 7,5 mg
Patient| |J. mg/d | /ul mm/ Methotrexat15mg po
15 I h /d
RA- 50 |A*01;11 [12J 0,05 12370 |2 4,1 |Decortin H 5mg
Patient | |J. B*52;55 mg/d | /ul mm/
16 DR*0401 I h

1;0801
RA- 61 |n.v. 3J Neg |7.930 |5 1,97 | Quensyl 200 mg
Patient| |J. ul mm/ Decortin H 2,5 mg
17 h
RA- 51 |n.v. <1J Neg [18.07 |12 |1,9 |Methotrexat 15mg/W
Patient| |J. O/l mm/ Prednisolon 12,5 mg
18 h
RA- 69 |A*02; 10J 0,5 |5.210 |28 |2,75 | Methotrexat 10
Patient| |J. B*07;15 mg/d | /ul mm/ mg /W
19 DR*07;15 I h
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RA- Q43 |A*03;25 |n.v. n.vinv. |nv. |n.v. n.v. |[n.v. |[n.v.
Patient| |J. B*35;50
20

Unter den Patienten (Tab. 3) waren 5 Manner und 15 Frauen, die im
Durchschnitt 56,7 Jahre (26-79 J.) alt waren und deren mittlere
Erkrankungsdauer zum Zeitpunkt der Blutentnahmen 10,21 Jahre (6Mon.-36 J.)
betrug. Tabelle 3 zeigt die wichtigsten Laborparameter zur Beurteilung der RA-
Aktivitat. Im Mittel lag das CRP bei 0,97 mg/dl (0-4,32mg/dl), die
Leukozytenzahl bei 9.728 /ul (5.210-18.070/ul) und die BSG bei 19,97mm/h (2-
77mm/h). Der DAS28 wurde bei 14 Patienten erhoben und lag im Mittel bei 2,89
(1,0-4,1). 16 Patienten wurden mit Kortikosteroiden, 7 mit Methotrexat und 8
Patienten mit weiteren Immunsuppressiva behandelt. Die klinischen und

therapeutischen Daten von 2 Patienten waren nicht mehr verfigbar.

Unter den gesunden Probanden waren 8 Frauen und 12 Manner deren
Durchschnittsalter 29,2 Jahre (20-47Jahre) betrug. Zum Zeitpunkt der

Blutentnahme waren alle Kontrollpersonen nach eigener Aussage gesund.

2.7 Isolierung mononuklearer Zellen aus Vollblut
50ml heparinisiertes Blut wurden mit 100ml PBS verdinnt. Die mononuklearen
Zellen (,peripheral blood mononuclear cells“, PBMC) wurden mittels Ficoll-

Paque-Dichtegradientenzentrifugation isoliert."

15ml Ficoll-Dichtegradient (Dichte 1,077g/l) wurden mit 30ml vorverdinntem
Blut Uberschichtet und bei 800g flr 30 min bei Raumtemperatur ohne Bremse
zentrifugiert. AnschlieRend wurden die PBMC uber der Ficoll-Schicht sorgfaltig
abpippetiert und mit PBS versetzt. Zum Waschen wurden die PBMC fur 5 min
bei 200g zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und das

Zellpellet in 20ml PBS resuspendiert und erneut gewaschen.
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2.8 Bestimmung der Anzahl vitaler Zellen mittels Trypanblau

10ul  der isolieten PBMC Suspension wurden mit 10upl  0,04%iger
Trypanblaulésung gefarbt und in einer Neubauer-Zahlkammer unter dem
Durchlichtmikroskop ausgezahlt. Tote und beschadigte Zellen farben sich mit
Trypanblau an und kénnen so von lebenden Zellen unterschieden werden. Die
gesamte Zellzahl errechnete sich folgendermalen:

Mittelwert der Zellen in 4 GroBquadranten x10* x Verdlinnung x

Ausgangsvolumen in ml

2.9 Kryokonserverierung der Zellen

Die gewaschenen und gezahlten Zellen wurden mit ,freezing medium®“ (90%
FCS 10% DMSO) auf 6x10° Zellen/ml eingestellt. Es wurde jeweils 1ml zligig in
Kryoréhrchen dberfihrt und bei —80°C im Gefrierschrank in Styroportragern
langsam abgekuhlt. Nach 24h wurden die Zellen in einen Tank mit flissigem

Stickstoff (-192°C) uberfuhrt.

2.10 Auftauen der Zellen

Bei Bedarf wurden die kryokonservierten PBMC direkt nach Entnahme aus dem
flussigen Stickstoff fur 1 min in einem 38°C warmen Wasserbad angetaut und
mit Kulturmedium (90% RPMI-1640 und 10% FCS) versetzt, um rasch das
zelltoxische DMSO zu entfernen. Danach erfolgte ein zweimaliges Waschen der
Zellen mit Kulturmedium und anschlieRendes Zahlen der Zellen mit

Bestimmung der Anzahl vitaler Zellen (Kap. 2.8.).
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2.11 Stimulanzien

2.11.1 Phytohamagglutinin (PHA)
Das Mitogen Phytohamagglutinin (PHA) ist ein Glykoprotein (Lectin), dass aus
der Gartenbohne Phaseolus vulgaris gewonnen wird. Ahnlich wie Con A

stimuliert PHA unspezifisch vor allem humane T-Lymphozyten.©“®-(119)

Nach Austitrierung wurde PHA in einer Konzentration von 0,5% fur 20h
eingesetzt, da nach 20h die hochste Frequenz IL-17* Zellen gemessen wurden
(Kap. 3.1.2.).

2.11.2 Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)/ lonomycin

Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) induziert rezeptorunabhangig eine
Aktivierung der Proteinkinase C. Es wurde zusammen mit dem Calcium-
lonophor lonomycin zur antigen-unspezifischen Aktivierung eingesetzt. '

Zellen wurden mit 12,5ng PMA/ 0,5ug lonomycin fur 20h stimuliert.

2.11.3 MHC Klasse Il CEFT-Pool

23 Peptide mit bekannter definierter Bindungskapazitat an MHC-Klasse I
Molekule wurden freundlicherweise von der Fa. Panatecs als MHC KI. Il
spezifischer CEFT Pool zur Verfigung gestellt. Dieser Pool wurde in einer
Konzentration von 2ug/Peptid pro 1x10° PBMC zur Testung der IL-17
Stimulierung eingesetzt. Die Peptide reprasentieren MHC KILII spezifische
Epitope des Influenza A Virus, des Cytomegalie-Virus (CMV), des Epstein-Barr

Virus (EBV) sowie des Tetanustoxins.
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Tabelle 4: Sequenzen und bindende HLA-Klasse || Molekile der Peptide im CEFT-Pool

SEQUENZ URSPRUNG bindende(s) HLA-Klasse Il
Molekiil
1. FVFTLTVPSER Influenza A |HLA-DR4
2. SGPLKAEIAQRLEDV Influenza A |HLA-DR1
3. YDVPDYASLRSLVASS Influenza A |HLA-DR1
4. PYYTGEHAKAIGN Influenza B |HLA-DR1
5. GQIGNDPNRDIL Tetanus HLA-DRS3, -DR52c, -DR52a
6. PKYVKQNTLKLA Influenza A |HLA-DRB1*0101
7. PKYVKQNTLKLAT Influenza A |HLA-DR4
8. DRLRRDQKS Influenza A |HLA-DR3
9. AGLTLSLLVICSYLFISRG |EBV HLA-DR15
10. QYIKANSKFIGITEL Tetanus HLA-DR15, -DR13, -DR11,

-DR9, -DR8, -DR7, -DR3

11.QYIKANSKFIGITE Tetanus HLA-DRS, -DR11,
-DRB1*1302, -DRB1*1104
12. FNNFTVSFWLRRVPKVSA | Tetanus HLA-DR11, -DR?7,

SHLE -DRB1*1101, -DRS5, -DPW2
13. TSLYNLRRGTALA EBV HLA-DR-1
14.KFIIKRYTPNNEIDSF Tetanus HLA-DRB1*1104, -DRB1*1101
15.VSIDKFRIFCKALNPK Tetanus HLA-DRB1*1101
16.VPGLYSPCRAFFNKEELL EBV HLA-DRB1*0701
17.DKREMWMACIKELH CMV HLA-DRB1*0801
18. TGHGARTSTEPTTDY EBV HLA-DRB3*0201
19. KELKRQYEKKLRQ EBV HLA-DRB3*0201, -DRB1*0301
20.RGYFKMRTGKSSIMRS Influenza A |HLA-DRB1*1001, -DQA0102
21. TVFYNIIMPL EBV HLA-DQ2
22.AEGLRALLARSHVE EBV HLA-DR4
23.PGPLRSESIVYFMVFLQTHI |EBV HLA-DR7
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2.12 Antikorper

Tabelle 5: Liste der verwendeten monklonalen Antikérper

Antikorper | Fluor- Menge |Isotyp Klon |Katalog Hersteller

eszenz- Nr

Markier-

ung
anti-humaner FITC 4ul Mouse |UCHT1 555332 |BectonDickinson
CD3- lgG1« Heidelberg
Antikorper Deutschland
anti-humaner |PE 20ul Mouse |eBio64 12-7178 |eBioscience,
IL-17 A lgG1« |CAP17 San Diego, USA
Antikorper
anti-humaner |Pacific 4u Mouse |RPA- 300521 |BiolLegend,
CD4- Blue IgG1« |T4 San Diego, USA
Antikorper
anti-humaner |Alexa 4,54l Mouse | HCD56 |318315 |BioLegend,
CD56- Fluor700 lgG1« San Diego, USA
Antikorper
(NCAM)
anti-humaner |APC-Cy7 |20yl Mouse BC96 |302614 BiolLegend,
CD25- lgG1« San Diego, USA
Antikorper
anti-humaner |PE-Cy7 |5pl Mouse |B27 557643 |BectonDickinson
IFN-y- IgG1« , Heidelberg
Antikorper Deutschland
anti-humaner |APC 3,51y Mouse |CD28.2|559770 |BectonDickinson
CD28- lgG1« , Heidelberg
Antikorper Deutschland
anti-humaner |PerCP 5ul Mouse | SK1 345774 |BectonDickinson
CD8- IgG1, , Heidelberg

Antikorper

Deutschland
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Anti-humaner | APC 15ul Mouse | 61D3 |17-0149 eBioscience,
CD14- lgG1« San Diego, USA
Antikorper

Anti-humaner |PE-Cy7 |15l Mouse 61D3 |25-0149 eBioscience,
CD14- lgG1« San Diego, USA
Antikorper

Anti-humaner FITC 20l Mouse | L27 345792 |BectonDickinson
CD20- IgG1, , Heidelberg
Antikorper Kk Deutschland
Anti-humaner |Alexa 20pl Mouse |UCHT1 | 56- eBioscience,
CD3- Fluor 700 IgG1« 0038-73 | San Diego, USA
Antikorper

Alle Antikoérper wurden als Reagenzien mit direkter Kopplung an den jeweiligen
Fluoreszenzfarbstoff (FITC, PE, Alexa-Fluor700, APC, PerCP, PE-Cy7 oder
APC-Cy7) verwendet und nach Titration (Kap. 3.1.3) in den angegebenen

Mengen eingesetzt.

2.13 Durchflusszytometrie

2.13.1 Grundlagen der Durchflusszytometrie

Die FACS-Technik wurde Ende der 60er Jahre an der Stanford University von
Bonner, Sweet, Hulett, Herzenberg und anderen Wissenschaftlern entwickelt,
um DurchfluBzytometrie und Zellsorting an lebenden Zellen durchfuhren zu
kénnen.® Anfang der 70er Jahre brachte Becton Dickinson mit dem Patent von

Herzenberg das erste kommerzielle FACS-Gerat auf den Markt.
Mithilfe der Durchflusszytometrie bzw. des ,Fluorescence-Activated-Cell-

Sorters® (kurz: FACS) werden Partikel in einem Flussigkeitsstrom anhand

morphologischer sowie fluoreszenzmarkierter Eigenschaften erfasst und

33



analysiert.

Das FACS besteht aus einer optischen sowie einer hydrodynamischen
Komponente. Die hydrodynamische Fokussierung ermoglicht es, aus einer
Zellsuspension einen Strom an Zellen zu schaffen, bei dem idealerweise nur
eine Zelle pro Zeitpunkt durch den Laserfokus gefuhrt wird. Dazu werden die
Zellen der Probe im Sog einer Tragerflissigkeit angesaugt und einzeln am

Laser vorbeigeleitet.
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Abbildung 5: Das optische System eines Durchflusszytometers; Quelle: BD,

Heidelberg,Deutschland

Das optische System besteht aus verschiedenen Lasern, Spiegeln, Linsen,
Filtern und Detektoren (Abb.5). Trifft der Laser auf eine Zelle im Probenstrom,
so wird das Laserlicht in 2 Hauptrichtungen deflektiert. Man bezeichnet das
Licht, das im geringen Winkel (3-10°) abgelenkt wird, als Vorwartsstreulicht
oder auch Forwardscatter (FSC). Diese abgelenkten Strahlen korrelieren mit
der ZellgroRe. Im Gegensatz dazu spricht man bei dem im 90°-Winkel
abgelenkten Licht vom Seitwartsstreulicht, dem Sidescatter (SSC), das mit der

Zellgranularitat, also der intrazellularen Komplexitat zellularer Strukturen
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korreliert.
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Abbildung 6: Zellen einer Vollblutprobe im FSC/SSC-Dot-Plot

An Hand von FSC und SSC koénnen alle analysierten Zellpopulationen in einem
2-dimensionalen Dot-Plot Diagramm beschrieben (Abb.6) und durch Wahl
geeigneter FSC/SSC- Werte spezifisch eingeschrankt bzw. fur weitere

Analysen elektronisch selektiert (,elektronisches Gate“) werden.

Fluorochrome Dyes Used in Flow Cytometry
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Abbildung 7: Anregungs- und Emissionsspektren der einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe

(Quelle: BD, Heidelberg, Germany)
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Sind die Zellen mit einem oder mehreren fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern
direkt oder Uber einen Zweit-Antikorper indirekt markiert, wird ein Teil der
Lichtenergie durch das entsprechende Flurochrom absorbiert und
Fluoreszenzlicht unterschiedlicher Wellenlange emittiert (Abb. 7). Da
unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe teilweise unterschiedliche
Anregungsenergien benotigen, sind mehrere Laser fur die Anregung der
unterschiedlichen Fluoreszenzmarkierungen notwendig (z.B. der Argonenlaser:
Wellenlange 488nm regt u.a. FITC, PE, PerCP an).

Das durch die Fluroszenzfarbstoffe emittierte Licht (FITC: Amax = 519 nm;
Alexa Fluor 488: Amax = 519 nm; PE: Amax = 575 nm; PE-Cy7: Amax = 785
nm; EMA Amax = 625nm; PerCP: Amax = 678 nm; APC-Cy7 Amax =767nm;
Alexa700 Amax = 719nm; PacificBlue Amax = 455nm) wird durch spezifische
Spiegel und Filter so auf die Photodioden weitergeleitet (Abb.5), dass jede
Photodiode mdglichst nur das Licht eines einzigen Fluoreszenzfarbstoffes,

sprich einer Wellenlange, registriert.
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Abbildung 8: Schaubild zur spektralen Uberlappung

Da sich die Emissionsspektren einiger Fluroeszenzfarbstoffe unserer
Mehrfachfarbungen Uberlagern (Abb.8) und somit von mehreren Photodioden
erfasst werden (z.B. FL-1: detektiert Licht der Wellenlange 530nm (gruin); FL-2:
detektiert Licht der Wellenlange 542- 585 nm (orange)), ist es notwendig durch
die sogenannte Kompensation Korrekturen bzw. Einschrankungen fur eine
selektive Detektion der Signale im Experiment einzubringen (Abb.9). Dabei wird

versucht falsch positiv detektierte Signale im Bereich der Uberschneidung
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zweier Fluorszenzen herauszurechnen. Bei alteren FACS-Geraten funktionierte
dies Uber mechanische Spannungsregler an den Photodioden und musste
deshalb vor der Messung angepasst und abgeschlossen werden. Die von uns
verwendete Software FACSDiva bzw. FlowJo bieten die Maoglichkeit, die
Kompensation noch im Anschluss an die Messung rechnerisch durchzufuhren.
Vor der Messung wurde jedoch die Spannung der einzelnen Dioden so
eingestellt, dass die ungefarbten Zellen in allen Farbkanalen negativ waren und
nur eine geringe Autofluoreszenz in jedem Fluoreszenzkanal zeigten. Die
Kompensation erfolgte anhand von Einzelmarkierungen mit den verschiedenen
eingesetzten fluoreszenz-konjungierten Antikdrpern entweder an unstimulierten

Zellen oder an Beads.

FL1-%:FLZ2
g
S S i S s
L "'¢H 2-%FL1
Unkompensiert, Vorgang der Kompensation Kompensiert
liberlappende Detektion selektive Detektion von
von FL-1 bzw. FL-2 pro FL-1 bzw. FL-2 pos
Zelle Zellen

Abbildung 9: Vorgang der Kompensation am Beispiel von detektierten Fluoreszenzen FL-1:
CD4 FITC und FL-2: CD8 PE

2.13.2 FACS Analyse von PBMC

PBMC wurden auf Expression spezifischer Oberflachenantigene und
Vorkommen intrazellularer Zytokine mit und ohne Stimulation durch Mitogene
und MHC Klasse |l bindende Peptid-Pools mittels Mehrfachfarbung (max. 9-
fach) mit direkt gekoppelten monoklonalen Antikorpern (CD3-FITC, CDA4-
PacificBlue, CD8-PerCP, CD25-APC-Cy7, CD28-APC, CD56-Alexa700) und
Intrazellularfarbung (IFN-y-PE-Cy7, IL-17-PE) gefarbt und analysiert.
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Die eingefrorenen PBMC wurden zunachst aufgetaut (s.Kap. 2.10.), gezahlt, mit
Kulturmedium (90% RPMI-1640 medium/10% FCS/ Refobacin) auf 10°
Zellen/ml eingestellt und steril in 12-Well-Platten Uberflhrt.

Zur Stimulation wurden jeweils 10° Zellen entweder nur mit 1ml Kulturmedium
als Negativkontrolle, mit 12,5 ng/ml PMA und 0,5ug/ml lonomycin, mit 0,5%
PHA (5ul/ml) oder mit dem HLA KI. Il Peptid Pool (2ug pro Peptid/10° Zellen) fiir
20h im Inkubator bei 37°C und 5% CO, in einem Inkubationsvolumen von 1ml
stimuliert.

Nach 2 Stunden wurde den Zellen 10 ug/ml Brefeldin A zugesetzt, um die
Sekretion von Zytokinen aus dem Golgi Apparat zu hemmen und damit die
intrazellulare Zytokinakkumulation zu férdern.

Nach Ablauf der gesamten Inkubationzeit von 20h wurden die Zellen in 96-well
Rundbodenplatten Uberfliihrt, dazu nochmals gezahlt und auf 10° Zellen pro
200ul eingestellt. Im Anschlu® wurden 40ul 1%iges Polyglobin pro 1x10° Zellen
zum Blockieren unspezifischer Fc-Bindungsstellen zugesetzt. Gleichzeitig
erfolgte die Zugabe von 1pl Ethidium-Monoazid (EMA) in einer Konzentration
von 0,5ug/ml. Nach 10 Minuten Inkubation im Kuhlschrank wurden die Zellen
10 Minuten lang einer UV-Lichtquelle ausgesetzt. Dabei bindet EMA an die
interkalierte DNA toter Zellen (Kap. 2.13.7).

AnschlieBend wurden die PMBC mit FACS-Waschpuffer (PBS, BSA 0,1%,
Natriumazid 0,025%) gewaschen. Die Zentrifugation erfolgte hier sowie im
Weiteren bei 450G fur jeweils 5min. Die extrazellulare Farbung erfolgte
anschlielend durch Zugabe einer definierten Mischung an Antikdrpern
(Mastermix) gegen verschiedene Oberflachenantigene (CD3-FITC, CD4-
PacificBlue, CD8-PerCP, CD25-APC-Cy7, CD28-APC, CD56-Alexa700) (Tab.
5), wobei die optimale Konzentration der einzelnen Antikdrper in einer
Titrationsreihe in vorherigen Versuchen bestimmt worden war (s. Kap. 3.1.3.).
Die Inkubationszeit betrug 20min bei 4°C im Dunkeln. Nach einem weiteren
Waschschritt mit FACS-Waschpuffer wurden die Zellen mit je 100ul/well
Cytofix/Cytoperm-Losung fir 20min bei 4°C im Kuihlschrank inkubiert. Nach

dieser Fixierung und Permeabilsierung wurden die Zellen mit der PermWash/
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Aqua bidest.-Losung (Verhaltnis 1:10) gewaschen. Die Zentrifugation erfolgte
bei 2.500G fur 4 min, da die permeabilisierten, fixierten Zellen bei geringeren
Zentrifugalkraften herausgewaschen wurden. Zur intrazellularen Farbung (IFN-
y-PE-Cy7, IL-17-PE) wurden die Testantikorper sowie die Isotypen in einem
Inkubationsvolumen von mind. 30ul den Zellen zugesetzt und 30min bei 4°C im
Dunkeln inkubiert. AbschlieRend wurden die Zellen mit PermWash/ Aqua
bidest. gewaschen und in je 200ul FACS-Puffer in Rundboden FACS-R&hrchen
gegeben. Direkt danach erfolgte die Messung aller Zellen am LSRII unter
Verwendung der FACSDiva Software. Es wurde zwischen 100.000 und 800.000
Ereignissen gemessen, was einer Lymphozytenzahl im Gate | von ca. 50.000
bis 500.000 entsprach.

2.13.3 FACS-Analyse von B-Zelllinien

Zur Analyse der IL-17 Expression in anderen Zellen des Immunsystems wurden
auch B-Zelllininen untersucht (s. Kap. 2.5.).

Zu 10° Zellen der B-Zelllinien wurden fir 20h 10ug Brefeldin A zur Hemmung
der Zytokinsekretion zugegeben. Anschlieliend wurden die B-Zellen genau wie
die PBMC (s. Kap. 2.13.2) mit EMA gefarbt und mit Polyglobin geblockt.
Oberflachenfarbungen wurden verstandlicherweise keine durchgefuhrt. Die B-
Zellen wurden anschlieRend auch mit je 100ul/well Cytofix/Cytoperm-Lésung
fixiert und permeabilisiert. Nach dem Waschen mit der PermWash/Aqua bidest.-
Losung (Verhaltnis 1:10) wurden die Zellen entweder mit 20y PE-gekoppelten
anti-IL-17 Antikorper (Tab.5) oder mit 20ul IgG1 PE-gekoppelten Maus-Isotyp-
Antikérper und 10ul Aqua bidest in einem Gesamtvolumen von 30ul 30min bei
4°C im Dunkeln inkubiert. Nach dem abschlieBenden Waschen mit
PermWash/Aqua bidest wurden die Proben in Rundboden FACS-RdAhrchen
Uberfuhrt und sofort am LSRII unter Verwendung der FACSDiva Software

gemessen.
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2.13.4 Farbung von Kontroll-BEADS zur Kompensation

Um mdglichst gute Kompensationsbedingungen zu erreichen wurden anti-Maus
IgGk gekoppelte BEADS und negative Kontrollbeads ohne Bindungskapazitat
verwendet. Die anti-Maus IgGk gekoppelten BEADS sind Mikropartikel aus
Polystyrol, die an die k-Leichtketten von murinen Antikdrpern binden binden. An
diese BEADS wurden die eingesetzten Fluoreszenz-gekoppelten murinen anti-
humanen monoklonalen Antikorper gebunden. Da diese Kontrollmarkierungen
mit den im Experiment verwendeten Antikorpern durchgefuhrt wurden, lie3en
sich exakte Kompensationen der spektralen Uberlappung der eingesetzten
Fluoreszenzfarbstoffe mit Hilfe der Software durchfiihren. Es wurden jeweils
10ul BEADS in 100yl FACS-Puffer mit der Menge des im Experiment
eingesetzten Antikorpers markiert. Nach 20min Inkubation wurden die BEADS
1min lang bei 12.000G zentrifugiert, die Uberstande abgekippt und mit 100pl
FACS-Puffer in Polyethylen-Rundboden-FACS-Rdéhrchen Uberflhrt.

LGP i BEADS PE gefaibt
8056 00 - Count: 4028 |
BEADS |
192K -
« W anp - ‘
& o
128K
= o ‘
fak-{l Ak |
BEADS PE gefiith 99.50
Count: 5000 | |
Ungated H—
LT | el P — i K L] | D T T T T T T T T III T
BAK 128K 192K 286K ' i '3 ' 5
10 10 10 10 10
FSC-A PE-A

Abbildung 10: Beispiel der Kompensation mit BEADS A: FSC-SSC Dot-Plot der BEADS
B: Histogramm der mit anti-IL-17-PE-Antikdrpern markierten BEADS im Gate aus Abbildung A
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2.13.5 Messung der Zellen am LSRII

In jedem Assay wurden unmarkierte Zellen zur Darstellung der vorhandenen
Zellheterogenitaten im Dot-Plot (FSC, SSC) analysiert. Da Lymphozyten kleiner
und weniger granuliert als Monozyten sind, befindet sich ihre Population links
unterhalb der Monozytenpopulation (Abb. 6). Diese Lymphozytenpopulation,
welche ruhenden Lymphozyten entspricht, wurde durch elektronisches Gating
selektiert und als G1 bezeichnet. Die Zellen mit einer groReren Granularitat,
welche aktivierten Lymphozyten entsprachen, wurden im Gate G2

eingeschlossen (Abb.12).

Anschliel3end wurde die Spannung der einzelnen Detektionsdioden anhand der
ungefarbten Kontrolle so eingestellt, dass die Dioden nur ein schwaches

definiertes Signal fur diese Population weiterleiteten.

Die Messung von fluoreszenzmarkierten unstimulierten Zellen oder BEADS als
Positivkontrolle (Kap 2.13.4.) diente als Grundlage fur die Kompensation der

Fluoreszenzfarbstoffe der 9-fach markierten Zellen.

2.13.6 AusschluB unspezifisch makierter Zellen

In den Proben wurden durch Beurteilung der EMA-Farbung die toten Zellen
ausgeschlossen (Kap.2.13.7 + Abb. 11). Dazu wurden die EMA negativen,
lebenden Zellen durch elektronisches Gaten selektiert und nur diese lebenden

Zellen wurden in den weiteren Analysen ausgewertet.

Die makierten lebenden Zellen einer jeden Probe und Stimulation wurden mit
Hilfe des Histogramms, des Dot-Plots und des Dichteplots in positive und
negative Populationen unterschieden. Zur Unterscheidung der positiven und
negativen Zellen wurden sowohl die Autofluoreszenzen der ungefarbten,
unstimulierten Zellen sowie die unkompensierten Einzelfarbungen und, falls

moglich, die Isotypen herangezogen. Dabei wurden Zellen als positiv erachtet,
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sobald sie eine deutlich abgrenzbare Population zeigten oder eine starkere

Fluoreszenz als die Autofluoreszenz und die Isotypen aufwiesen.

2.13.7 Identifizierung lebender und toter Zellen am FACS

Ethidium-Monoazid (EMA) bindet irreversibel an interkalierte DNA und wird
daher zur Unterscheidung von toten und lebenden Zellen in der FACS-Analyse
verwendet Die Farbung erfolgte in Anlehnung an das Protokoll der
Arbeitsgruppe De Rosa et al..® Als Positivkontrolle wurden in jedem Test nicht
markierte Zellproben fur 45min im Wasserbad bei 52°C zur Induktion von
Apoptose inkubiert und danach mit EMA markiert (Abb.11). Die Positivkontrolle
diente der Kompensation der EMA-Markierung gegenuber den anderen
verwendeten Fluoreszenzen und zur Definintion und vergleichenden
Darstellung der EMA-Fluoreszenz-Intensitat toter Zellen. In jeder Probe wurden
durch EMA-Markierung die toten Zellen ausgeschlossen, indem durch

elektronisches Gaten EMA negative Zellen selektioniert wurden.
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Abbildung 11: EMA markierte PBMC nach Induktion von Apoptose im Wasserbad bei 52°C fur
45min

A: PBMC im FSC-SSC-Dot Plot; B: Zellen im Gate von Abb. A im Fluoreszenzhistogramm
dargestellt; C und D: Zellen wie aus B in weiteren Darstellungen C: im SSC-FL3 Dot Plot; D: im
SSC-FL3 Dichte-Plot

2.13.8 Datenauswertung

Die Auswertungen der mit der Software FACS Diva ermittelten Messdaten des
LSRII erfolgte mit Hilfe der Software FlowdJo.

Nur Zellen innerhalb der definierten Gates (G1, G2 bzw. der BEADS-
Populationen) wurden berucksichtigt. Somit wurden Zellen anderer Grofie und
Granularitat sowie tote Zellen von Beginn an nicht mit in die Analyse

eingeschlossen.
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Zunachst wurden die aus den Kontrollmarkierungen der BEADS bzw. Zellen
errechneten Signalkorrektur- bzw. Kompensationswerte auf die spezifisch
gefarbten Zellen Ubertragen. Die automatisch durchgefiihrten Kompensationen
wurden durch Vergleich aller Farbungen miteinander kontrolliert und wenn notig
manuell korrigiert. Zusatzlich wurde fur die intrazellularen Messungen der
Zytokine durch die unkompensierte Analyse von Einzelfarbungen der
intrazellularen Zytokine ausgeschlossen, dass durch Kompensation und
Mehrfachfarbung falsch positive Ergebnisse errechnet wurden (Abb. 18).
Anschlie®end wurden wie folgend beschrieben die Gates der verschieden
Markierungen gesetzt (Kap. 2.13.9ff). Da es sich um Mehrfachmarkierungen (9-
fach) handelt, lieRen sich verschiedene Zellpopulationen identifizieren und der
relative Anteil der Zytokine (IL-17, IFN-y) an diesen Populationen messen (Kap.
2.8., Kap. 2.9., Kap.2.10.). AuRerdem wurde auch der relative Anteil der
verschiedenen Zellpopulationen an den zytokinexprimierenden Zellen (IL-17,
IFN-y) bestimmt (Kap. 3.2.11., Kap. 3.2.12.). Diese Daten wurden in Excel®
Dateien exportiert und dort geordnet. Die statistische und grafische Auswertung
der Daten erfolgte mit der Software Prism®.

Als statistische Prifverfahren wurden nicht-parametrische Tests verwendet, da
nur einige Datensatze dem ,D'Agostino und Pearson® Test auf Normalverteilung
gerecht wurden. Zum Vergleich zwischen RA-Patienten und Gesunden wurde
der ,Mann-Whitney-U-Test* verwendet, da es sich hier um unabhangige
Variablen handelte. Wurden jedoch bei Patienten oder Testpersonen, die
unterschiedlichen Stimulantien miteinander verglichen, so kam der ,Wilcoxon-
Test” zum Einsatz, da es sich um abhangige Stichproben handelte. In der
graphischen Darstellung sind der Median und das 95%-Konfidenzintervall
abgebildet.

2.13.9 Das Lymphozyten-Gate
Bei allen Probanden konnten an unstimulierten Zellen im Lymphozytenbereich
des FSC/SSC Dot-Plots zwei Populationen unterschieden werden (Abb.12).
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Gate | mit vorwiegend kleinen Zellen geringer Granularitat enthalt vermutlich
Uberwiegend ruhende Lymphozyten. Wahrend Zellen im Gate |l gréer und

starker granuliert sind und somit eher aktivierten Lymphozyten entsprechen.
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Abbildung 12: Dargestellt sind
unstimulierten PBMC des gesunden
Probanden 7 im Pseudodotplot FSC
Gesunder Proband 7 gegen SSC

‘unstivnuliert
Zellzahl: 454320

o 128K 3

SSC

L'g.rphnr:\,rtes ruhende
6B.16

GaK —

B
Bak 128K 192K 256k
FSC

2.13.9.1 Bewertung der CD3 Markierung
CD3-FITC gefarbte PBMC (Abb. 13) liel3en sich stets eindeutig in positive und
negative Populationen unterscheiden, auch wenn nach PHA-Stimulation haufig

eine Herabregulierung von CD3 zu beobachten war (Kap. 3.2.3.).

256K p o Patient 17
ungtinmuliert
Zellzahl: 174974

182K
Abbildung 13:
CD3-FITC Markierung der EMA negativen
9, 128K+ (lebenden) Zellen im Lymphozytengate
Gate | des RA-Pat. 17:
s Darstellung des Pseudocolour-Dichteplots

der CD3 FITC Werte auf der X-Achse
gegen SSC auf der Y-Achse

CD3-FITC
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2.13.9.2 Bewertung von CD4" bzw. CD8" Zellen

CD4" sowie CD8" Zellen wurden im Gate der CD3" PBMC im Pseudocolour-
Dichteplot mit CD4-Pacific Blue markierten Zellen auf der X-Achse gegen CD8-
PerCP markierten Zellen auf der Y-Achse dargestellt (Abb.14A). Daraus liel3
sich sowohl der Anteil der CD3*/CD4*/CD8" doppelt positiven als auch der
CD3*/CD4/CD8 doppelt negativen Zellen messen (Abb. 14). Die Stimulation
mit PMA/lonomycin flhrte zu einer Herabregulierung der Expression von CD4
an der Oberflache®, ein Phanomen, das fiir das Gating positiver CD4* Zellen
ein Problemen darstellte und von Weyand et al 1987 erstbeschrieben wurde.('®
Es lieRen sich die CD4" und die CD4  Population nach PMA/lonomycin
Stimulation nicht mehr klar voneinander abgrenzen (Abb.14B). Deshalb wurde
um die CD4 positiven Zellen zu identifizieren, das CD4" Gate so gesetzt, dass
der CD4" Anteil an den CD3- Zellen kleiner als 1% war (Abb.14C) um sicher
keine falsch positiven CD4 Zellen mit ins Gating einzuschliel3en. Es wurden mit
dieser Methode jedoch vermutlich CD4 positive Zellen ins Gate der doppelt

negativen Zellen mit eingeschlossen und als falsch negativ gemessen.
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2.13.9.3 Bewertung der CD28 Markierung

CD28-APC gefarbte PBMC lie3en sich stets deutlich in eine positive und eine
negative  Population unterscheiden (Abb.15). Die Stimulation mit
PMA/lonomycin oder mit PHA flhrte zu einer Herabregulierung von CD28,
wobei sich weiterhin die CD28" von der CD28" Population deutlich abgrenzen
liel3.
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2.13.9.4 Bewertung der CD25 Markierung

CD25-APC-Cy7 markierte Zellen wurden in die Populationen CD25", CD25™¢
und CD25" unterteilt (Abb.16). Um die CD25™9-Population eindeutig erfassen
zu kdnnen, wurden die unmarkierten Zellen bzw. die Autofluoreszenz der Zellen
zum Negativvergleich herangezogen. Als CD25™¢- Population wurden jene
Zellen bezeichnet, deren Fluoreszenz grolRere als die der negativen Zellen war,
die jedoch nicht weit in den positiven Bereich hineinreichten. Abzugrenzen war
die CD25™d- Population von der CD25"-Population besonders gut nach
Stimulation mit PHA (Abb.16B). Diese 2 verschiedenen CD25* Zellpopulationen
zeigten sich als relevant fur die Beurteilung der INF-y positiven Zellen, die eine
deutliche CD25" und eine CD25™¢ Population aufwiesen (Abb.16 C+D).

48



A

SSC

C

Abbildung 16: CD25 APC-Cy7 markierte PBMC auf der X-Achse versus SSC auf der Y-Achse
des RA-Patienten 18. A: unstimulierten Lymphozyten im Gate |; B: Lymphozyten nach PHA
Stimulation im Gate |; C: unstimuliert Lymphozyten im Gate IFN-y* Zellen; D: Lymphozyten

SSC
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2.13.9.5 Bewertung der CD56 Markierung

CD56 markierte Zellen wurden in eine positive und in eine negative Population
unterschieden. Da diese sich teilweise nur schwer abgrenzen lielien (Abb.17A),
wurden zunachst die mit PMA/lonomycin stimulierten Zellen untersucht, bei

denen sich eine getrennte, deutlich positive Population darstellte (Abb. 17B).
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Zum Vergleich wurden auch stets die ungefarbten Zellen als Referenz fur die
CD56 negativen Zellen herangezogen. Eine CD56" Population, wie sie fiir

lymphatisches Gewebe beschrieben ist, lied sich erwartungsgemaf im Blut

nicht finden.
A 2abk] Gesuncer Proband 1 B 256K+ Gesunder Proband 1
unstimuliert PIIATonomyein
Zellzall: 249414 Zellzall: 200089
182K 192K -
CD56- CD5E+ #
) ] (&) CDs6 CD5E+
prd 128K 94,14 523 o 128K 84,58 14,08
7] ()
G4k B4k ]
T T S— —_—
L R M ST T LT

CDS6- AlexaFluor700 CDS56- AlexaFluor700

Abbildung 17: Pseudocolor-Dichteplot Darstellung der PBMC des gesunden Probanden 1.
Nach Markierung mit CD56-APC-Cy7 auf der X-Achse versus SSC auf der Y-Achse. A:

unstimulierte Zellen; B: mit PMA/lonomycin stimulierte Zellen

2.13.9.6 Bewertung der intrazellularen Markierungen von IL-17 und IFN-y

Interleukin-17 und Interferon-y markierte Zellen lieRen sich schwer in positive
und negative Populationen unterscheiden, da die jeweilige Zyokinexpression
jeweils eher einem Kontinuum entsprach. Die Gates wurden mit Hilfe der
ungefarbten Zellen, der Isotypen sowie der Einzelfarbung (Abb. 18 A+B)
gesetzt. Die Einzelfarbung wurde notwendig, da die computergestutzte

Kompensation unzureichend war und manuell korrigiert werden musste.
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Die Gates wurden sowohl fur jeden Probanden als auch fir jedes Stimulans

spezifisch gesetzt.
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2.13.9.7 Nomenklatur des Gatings

Die Gates wurde im Folgende alle in Ubereinstimmender Reihenfolge mit der
Reihenfolge des Gatings benannt. Das heildt, beispielsweise, dass fir die
Population CD3*/CD4*/CD28  zunachst die CD3* Zellen selektiert wurden,
anschlielend die CD4* Zellen und der Anteil der CD28- Zellen an der
CD3*/CD4" Population angegeben wird.
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3 Ergebnisse

3.1 Standardisierung der Testreagenzien und Zytokindetektion

3.1.1 Vergleich von Brefeldin und Monensin als Inhibitor der

Zytokinsekretion

Brefeldin A ist ein transporthemmendes lonophor, das erstmalig im Pilz
Penicillium brefeldianum beschrieben wurde. Durch die Inhibition des
Proteinransports vom endoplasmatischen Retikulum in den Golgi-Aparat kommt

es zu einer intrazellularen Akkumulation neu synthetisierter Proteine.?”

Eine weitere Moglichkeit der Sekretionsinhibition ist die Zugabe von Monensin,
das aus dem Pilz Streptomyces cinnamonensis stammt. Monensin stort den
intrazellularen Natrium-H*-Gradienten, insbesondere der Golgi-Region und

behindert somit die Freisetzung sekretorischer Vesikel.

Es wurden in einem Vergleichsexperiment 106 PMBC Uber Nacht mit
PMA/lonomycin (20ng PMA und 2ug lonomycin) stimuliert und fur weitere 4h
entweder mit 10ug Brefeldin A oder mit 4uMol Monensin die Zytokubsekretion
geblockt. Danach wurde eine intrazellulare Anfarbung von IFN-y und IL-17
durchgefuhrt, um die Potenz der Sekretionsinhibition der beiden Substanzen

miteinander zu vergleichen.
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Abbildung 19: Prozentualer Anteil der IFN-y bzw. IL-17 positiven Zellen an Lymphozyten im
Gate | nach PMA/lonomycin Stimulation, die entweder mit Brefeldin A (BFA) oder mit Monensin

in der Zytokinsekretion geblockt wurden

Es zeigte sich, dass mit Monensin geblockte Zellen eine geringfligig hdhere
Menge an intrazelluarem IFN-y sowie IL-17 aufwiesen (Abb. 19). Es wurde
jedoch im Weiteren Brefeldin A als Sekretionsinhibitor verwendet, da die
Unterschiede zwischen beiden  Sekretionsinhibitoren gering waren.
Ausschlaggebend fir die Entscheidung fiir Brefeldin A, dass eine Inkubationen
mit Monensin fur mehr als 18h zu einer hdheren Rate an toten Zellen fuhrte, wie

in der Literatur beschrieben,® als die Zugabe von Brefeldin A.

3.1.2 Stimulationskinetik der PBMCs zur Optimierung der Interleukin 17
Analytik

Um den Zeitpunkt der maximalen Interleukin 17 Expression zu ermitteln wurde

eine Stimulationskinetik an PBMC eines gesunden Probanden (Proband 2)

durchgefuhrt. Die Zellen wurden zum Zeitpunkt Oh entweder mit

PMA/lonomycin (25ng/2pg), PHA (5pl/ml), HLA KI.I Peptid Pool aus 23

Peptiden (je 2ug/Peptid) oder dem HLA KI. Il Peptid Pool (je 2ug/Peptid) pro 10°

Zellen stimuliert.
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Nach Ablauf der angegeben Zeit wurden die stimulierten Zellen fur weitere 4h
mit Brefeldin A geblockt. AnschlieRend wurden die Zellen markiert (s.Kap.
2.13.2.) und sofort am FACS analysiert.
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Ein Anstieg der Interleukin 17 Expression konnte nach 24h fur alle verwendeten
Stimulantien festgestellt werden (Abb. 20). Nach 48h war ein steiler Abfall der
IL-17 Expression zu verzeichnen. Im weiteren Verlauf war nach 72h ein

erneuter Anstieg zu beobachten.

3.1.3 Antikorpertitrationen

Um die optimale Antikdrpermenge far die verschiedenen
Fluoreszenzmarkierungen zu ermitteln, wurden alle verwendeten direkt
markierten Antikdrper in Vorversuchen austitriert. Zielpunkt der Titration war der
Verdlinnungswert, bis zu dem kein wesentlicher Abfall in der mittleren
Fluoreszenz zu beobachten war. Dies soll hier am Beispiel von CD14 APC

gezeigt werden.
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Abbildung 21: FACS
Ergebnisse der Titration des
CD14  spezifischen APC-
markierten  Antikdrpers an
Lymphozyten im Gate | des
Gesunden Probanden 4;
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Die mittlere Fluoreszenzintensitat nahm bei CD14 APC Antikdrperzugabe von
weniger als 15ul deutlich ab (Abb. 21). Auch die Anzahl der als CD14"
detektierten Zellen war bis zu dieser Titrationsstufe konstant. Im Pseudodotplot

(Abb. 22) war ebensfalls eine klare Abgrenzung von positiver und negativer

Population unterhalb von 15ul Antikérpermenge nicht mehr mdglich. Daher

wurden in den weiteren Versuchen 15ul des CD14 APC Antikorpers eingesetzt

(Kap. 2.12.+ Tabelle 5).
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Abbildung 22: FACS-Analyse der CD14 APC Antikorpertitration; Darstellung des SSC auf
der Y-Achse gegen CD14-APC auf der X-Achse als Pseudocolor-Dotplot nach Zugabe

unterschiedlicher Mengen des Antikorpers

3.1.4 Untersuchung zum Einfluss von Einfrieren auf die FACS Detektion
von Oberflachenantigenen und Interleukin-17 bzw. Interferon-y

Um den Einfluss des Einfrierens auf die Expression der untersuchten
Lymphozytenantigene und der Zytokinproduktion zu untersuchen, wurde in 2
unabhangigen Experimenten an PBMC zweier Probanden die Expression
spezifischer Marker direkt nach Isolierung und nach Kryokonservierung (Kap.
2.9 & 2.10.) miteinander verglichen. Dazu wurden die frisch isolierten bzw.
aufgetauten PBMC mit PMA/lonomycin, PHA und den HLA-Klasse Il Peptid
Pool (in den Abbildungen CEF genannt) nach obengenannten Protokoll (Kap.

2.13.2) stimuliert.
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Die kryokonservierten Zellen wiesen mehr Lymphozyten in Gate | auf als die
frisch isolierten Zellen (Abb. 23). Den groften Anteil an Lymphozyten in Gate |
zeigten, die frischen wie auch die aufgetauten, mit PMA/lonomycin stimulierten
PBMC. Gate Il Lymphozyten scheinen durch Einfrieren und PMA/lonomycin
Stimulation bevorzugt abzusterben. Den geringsten Anteil an Lymphozyten in
Gate | wiesen PBMC nach PHA Stimulation auf.
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Aufgetaute Zellen hatten einen deutlich gréReren Anteil an CD25"-Zellen als
frisch isolierte PBMC (Abb. 24). Nach Stimulation mit PMA/lonomycin und PHA
war nur bei aufgetauten Zellen ein Anstieg der CD25"-Population verglichen mit

den unstimulierten Zellen festzustellen.

Bezuglich der Expression von CD28 unterschieden sich frisch isolierte und

aufgetaute Zellen kaum voneinander.

CD 56 Expression an Lymphozyten im Gate |
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Die CD56" Zellen im Gate | der Lymphozyten waren nach Auftauen im
Vergleich zu frisch isolierten vermehrt. Nach PHA und PMA/lonomycin
Stimulation nahm insbesondere bei den aufgetauten Zellen der Anteil CD56*
Zellen zu (Abb. 25).
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Interleukin-17 Expression an
Lymphozyten im Gate |
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Der Anteil der IL-17 positiven Zellen im Gate | der Lymphozyten war bei frisch
isolierten Zellen im Vergleich zu aufgetauten hoéher (Abb.26). In beiden
Vergleichsgruppen induzierte PMA/lonomycin die Expression von IL-17 am
starksten, wobei auch hier ein Vorteil der Verwendung von frischen Zellen zu

beobachten war.
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Auch die IFN-y Expression war in frisch isolierten unstimulierten PBMC hoher
als in aufgetauten PBMC (Abb. 27). Die unspezifische Stimulation mit PHA und
PMA/lonomycin fihrte in beiden Populationen zu einem deutlich groReren
Anteil IFN-y* Zellen, wahrend bei antigen-spezifischer Aktivierung mit Klasse I
restringierten CEF Pool Peptiden nur eine geringere Vermehrung verglichen zu

den unstimulierten Zellen zu beobachten war.

3.2 Charakterisierung von Lymphozytenpopulationen und ihre

Zytokinsekretion von RA-Patienten im Vergleich zu Gesunden

3.2.1 Unterschiede der Lymphozytenpopulationen

PBMC der RA-Patienten und gesunden Personen konnten nach GrofRe und
Granularitat in  zwei Lymphozytenpopulationen, Gate | und Gate |l
unterschieden werden (Abb. 29 + Kap.2.13.9).
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Abbildung 28: FACS-Analyse der PBMC des gesunden Probanden 7. Unterscheidung von
zwei Lymphozytenpopulationen nach GréRRe (FSC, X-Achse) und Granularitat (SSC, Y-Achse)
A: unstimulierte PBMC; B: nach PMA/lonomycin Stimulation; C: nach PHA Stimulation;

D: nach Stimulation mit HLA KI. Il Peptiden

Neben einer Hauptpopulation, der Lymphozytenpopulation in Gate |, fand sich

eine weitere groRere und starker granulierte Population von Lymphozyten im

Gate Il, die bei den einzelnen Probanden unterschiedlich stark variierte
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(Abb.28). Es kann vermutet werden, dass es sich bei den Zellen im Gate Il zum
Teil um aktivierte Lymphozyten handelt. Kaum existent war diese Population
nach PMA/lonomycin Stimulation (Abb. 29), da vermutlich ein groRRer Teil der

primar aktivierten Zellen durch die 24h-stindige Stimulation zum Absterben
gebracht wurde.
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Abbildung 29: Anteile der A: Lymphozyten im Gate | B: Lymphozyten im Gate Il an allen
gemessenen Zellen; Dargestellt sind die Einzelwerte, die Mittelwerte sowie das 95%
Konfidenzintervall,(*-p < 0,05; **-p < 0,01)

RA-Patienten wiesen nach allen Stimulationen im Vergleich zu Gesunden
signifikant geringere (p< 0,05) Anteile an Lymphozyten im Gate | und grof3ere
Anteile an Lymphozyten im Gate Il als Gesunde auf (Abb. 29A). Besonders
grol3 war dieser Unterschied nach Stimulation mit PHA und dem HLA Klasse I
Peptid-Pool (p< 0,01).

Nach PMA/lonomycin Stimulation lagen die meisten Lymphozyten im Gate |, da
die Stimulation vermutlich eine grolRe Anzahl der Lymphozyten im Gate Il zum
Absterben brachte.

Dagegen liel3en sich bei RA-Patienten und Gesunden nach Stimulation mit PHA
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(p <0,001) oder dem HLA-Klasse Il Peptid-Pool (p< 0,05) signifikant weniger

Lymphozyten im Gate | verglichen mit unstimulierten Zellen detektieren.

3.2.2 Identifizierung vitaler Zellen im Lymphozytengate

Anteil vitaler Zellen (EMA negativ) an
den Lymphozyten in Gate |
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Um nur vitale Zellen in die Analyse einzuschliel’en wurden die toten Zellen, wie
bereits beschrieben (Kap. 2.13.7), mit Hilfe der EMA-Farbung identifiziert und
von der weiteren Analyse durch elektronisches Gating ausgeschlossen. Es
konnten keinerlei Unterschiede zwischen gesunden Probanden und RA-
Patienten bezlglich der Vitalitat der Zellen festgestellt werden (Abb. 30).

Die Stimulation mit PMA/lonomycin und mit PHA fihrte zu einer signifikant
geringeren Rate an lebenden Zellen (p< 0,01) verglichen mit den unstimulierten
Zellen. Nach Stimulation mit den HLA Klasse Il Peptiden zeigten sich hingegen

keine Unterschiede bezuglich der Vitalitat der Zellen.

3.2.3 CD3* Lymphozyten im Gate |
Der CD3 Komplex ist Teil des funktionellen T-Zell-Rezeptors. Wahrend der T-
Zell-Rezeptor fur die Erkennung von MHC-Peptid Komplexen zustandig ist,

64



ubernimmt der CD3-Komplex die Aufgabe der Signaltransduktion nach

Ligandenbindung.
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9
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RA-Patienten und Gesunde unterschieden sich nicht signifikant in der Frequenz
der CD3" Lymphozyten im Gate | voneinander (Abb. 31 C). Nach Stimulation
mit PHA nahm der prozentuale Anteil der CD3* Lymphozyten im Gate | in
beiden Gruppen signifikant (p<0,001) durch Herabregulierung von CD3 an der
Oberflache ab (Abb. 31 A+B).
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3.2.3.1 CD3'/CD4* Lymphozyten im Gate |

CD4 und CDS8 sind Ko-Rezeptoren der T-Zellen. Wahrend CD4 an MHC Klasse
Il bindet, ist CD8 ein MHC Klasse | Ligand. Ein geringer Anteil der T-Zellen im
Blut exprimiert auch beide Oberflachenproteine oder keines von beiden. @)
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Der Anteil der CD4" Zellen an CD3" Lymphozyten im Gate | war bei RA-
Patienten signifikant hoher als bei Gesunden (Abb. 32).

Nach Stimulation mit PMA/lonomycin und PHA (Kap.2.13.9.2) lie} sich eine
Herabregulierung von CD4 an der Oberflache der Lymphozyten beider Gruppen
beobachten. Nach PMA/lonomycin Stimulation war kaum ein Unterschied mehr

zwischen Gesunden und RA-Patienten feststellbar.

3.2.3.2 CD3'/CD8* Lymphozyten im Gate |

Gesunde zeigten verglichen mit RA-Patienten einen signifikant grof3eren Anteil
an CD8+ Lymphozyten im Gate | (Abb. 33).

RA-Patienten und Gesunde wiesen nach PHA Stimulation einen signifikant
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héheren Anteil (p<0,05) CD8" Lymphozyten im Gate | als unstimulierte Zellen

auf und unterschieden sich nicht mehr signifikant voneinander.
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3.2.3.3 CD3'/CD4*'/CD8" doppelt positive Lymphozyten im Gate |

Die Frequenz der CD4*/CD8" doppelt positiven CD3* Lymphozyten im Gate |
unterschied sich nicht signifikant bei gesunden Probanden und RA-Patienten.
Dennoch zeigten PBMC der RA-Patienten unstimuliert, wie auch nach
Stimulation mit PMA/lonomycin und HLA KI.II Peptiden einen tendenziell
héheren Anteil als Gesunde (Abb. 34).

Ingesamt fuhrte die Stimulation mit PMA/lonomycin im Vergleich zu den
unstimulierten Zellen zu einem signifikanten Abfall, dieser doppelt positiven
Zellen (p<0,05).

Im Gegensatz dazu erhdhte die Stimulation mit PHA in beiden
GruppendenAnteil doppelt positiver Zellen im Vergleich zu den unstimulierten
Zellen, wobei sich die Gesunden signifikant (p<0,05) von den RA-Patitenten

unterschieden.
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3.2.3.4 CD3'/CD4/CD8 doppelt negative Lymphozyten im Gate |

Anteil CD4/CD8-Zellen an CD3*
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Der Anteil der CD47/CD8" doppelt negativen Zellen an den CD3" Lymphozyten
im Gate | war bei Gesunden signifikant grof3er als bei RA-Patienten (Abb. 35).
Nach Stimulation mit PHA oder PMA/lonomycin stieg die Frequenz der doppelt
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negativen Zellen verglichen mit den unstimulierten PBMC signifikant (p<0,0001)
an. Dies scheint mit der Herabregulierung von CD4 durch PHA oder

PMA/lonomycin in Zusammenhang zu stehen (Kap. 2.13.9.2. und 3.2.3.1.)

3.2.4 CD3 Zellen im Gate |

3.2.4.1 CD3/CD4"Zellen im Gate |

Anteil CD4* Zellen an CD3- Zellen

im Gate |
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Der Anteil der CD4*-Zellen an den CD3 Zellen im Gate | war bei RA-Patienten,
groler als bei Gesunden (Abb.36). Signifikant war der Unterschied jedoch nur
nach PHA Stimulation.

Die Stimulationen mit PMA/lonomycin und PHA fuhrte, im Gegensatz zur

Beobachtung an der CD3* Population, zu keiner Herabregulierung von CD4.

69



3.2.4.2 CD3/CD8" Zellen im Gate |
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Die Anteile der CD8" Zellen an den CD3" Zellen zeigten keine Unterschiede
zwischen Gesunden und RA-Patienten (Abb. 37). Auch zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede nach den unterschiedlichen Stimulationen, wenn
gleich die Stimulation mit PHA zu einer etwas vermehrten CD8 Expression
fuhrte.

Eine CD3/CD4*/CD8* Zellpopulation im Gate | konnte nicht identifiziert werden.

3.2.5 CD25" Lymphozyten im Gate |

CD25 bezeichnet die a-Kette des IL-2 Rezeptors. CD3*/CD4*/CD25" Zellen
sollen eine regulatorische Funktion (Treg) besitzen, weshalb ihrem Vorkommen
bei Autoimmunerkrankungen ein besonderes Interesse gilt. CD3*/CD8*/CD25"
Zellen hingegen werden auf Grund ihrer Eigenschaften als Suppressor-T-Zellen
bezeichnet.

Die Anzahl der CD25" und der CD25™¢ Zellen innerhalb der CD3*/CD4*
Lymphozyten unterschied sich nicht signifikant bei Gesunden und RA-
Patienten. Nach Stimulation mit PHA und PMA/lonomycin war der Anteil der
CD25" Zellen an CD3*/CD4* Lymphozyten im Gate | im Vergleich zu den

unstimulierten Zellen in beiden Gruppen signifikant erhoéht (p<0,001).
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CD 25 Expression der CD:3* Lymphozyten im Gate |
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Abbildung 38: Expression von CD25" (links) und CD25™ (rechts) auf CD3* Lymphozyten im
Gate | A: CD25" auf CD3*/CD4* Zellen; B: CD25™ auf CD3*/CD4" Zellen; C:.CD25" auf
CD3*/CD8" Zellen; D: CD25™ auf CD3*/CD8"* Zellen; E: CD25" auf CD3*/CD4*/CD8* Zellen;
F: CD25™ auf CD3'/CD4'/CD8" Zellen; Abbgebildet sind die Einzelwerte, die Mittelwerte,
sowie das 95%-Konfidenzintervall (* p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001)
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Ebenso verhielt sich die CD25 Expression auf den CD3*/CD8* Lymphozyten im

Gate |, wenn auch bei geringeren Frequenzen (Abb. 38 C+D).

Die doppelt positiven (CD3*/CD4*/CD8") Lymphozyten im Gate | von Gesunden
und RA-Patienten unterschieden sich bezuglich der CD25 Expression ebenfalls
nicht voneinander (Abb. 38 E+F). Verglichen mit den CD3*/CD4* und
CD3*/CD8" Lymphozyten im Gate | zeigten sie allerdings deutlich hdhere
Anteile an CD25" Zellen. Nach PMA/lonomycin Stimulation fanden sich bei den
doppelt positiven (CD3*/CD4*/CD8") Zellen signifikant hohere Anteile an CD25*

Zellen als bei den unstimulierten Zellen.

3.2.6 CD56" Zellen im Gate |

CD56, N-CAM, ist ein Zelladhasionsmolekile, das von NK-Zellen (CD3") und
NK-T-Zellen (CD3*) exprimiert wird. Spezifische Subpopukationen von NK-
Zellen® und NK-T-Zellen"2:#9€"  kénnen zusatzlich CD4 bzw. CD8

exprimieren.

3.2.6.1 CD3'/CD56" NK-T-Zellen im Gate |

Gesunden und RA-Patienten unterschieden sich in allen Proben nicht in der
CD56 Expression der CD3*/CD4* Lymphozyten (Abb. 39A). Nach Stimulation
mit PHA oder PMA/lonomycin kam es in beiden Gruppen verglichen mit den
unstimulierten Zellen zu einem signifikanten Anstieg CD56* NK-T-Zellen
(p<0,01). Auffallig war, dass einige Testpersonen, Gesunde und Patienten,
besonders hohe CD56-Frequenzen aufwiesen.

In der CD56 Expression der CD3*/CD8* Lymphozyten im Gate | zeigten sich
ebenfalls keine Unterschiede zwischen RA-Patienten und Gesunden (Abb.
39B). Nur nach PMA/lonomycin Stimulation wiesen RA-Patienten vermehrt
CD3*/CD8*/CD56* NK-T-Zellen auf.

Auch die doppelt positiven CD3*/CD4*/CD8" Lymphozyten im Gate | zeigten

keinen unterschiedliche CD56 Expression von RA-Patienten und Gesunden
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(Abb. 39C). Ein zu den unstimulierten Zellen hochst signifikanter (p<0,001)
Anstieg der CD56 Expression fand sich in beiden Gruppen nach
PMA/lonomycin Stimulation. Im Vergleich zu den CD3*/CD4* und den
CD3*/CD8" Lymphozyten im Gate | zeigten die doppelt positiven
CD3*/CD4*/CD8* Lymphozyten im Gate | einen deutlich hoheren Anteil an
CD56* NK-T-Zellen.
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3.2.6.2 CD3/CD56" NK-Zellen im Gate |

CD56 Expression der CD3 Zellen im Gate |

80%-
0% Abbildung 40: CD56 Expression der CD3"
. Lymphozyten im Gate I
,: Abgebildet sind die Einzelwerte, das 95%-

% Konfidenzintervall und die Mittelwerte

Mit den CD37/CD56" Zellen im Gate | wurden vor allem NK-Zellen erfasst.
Gesunde und RA-Patienten unterschieden sich nicht im Anteil der NK-Zellen an
den CD3 Zellen. Nach Stimulation mit PMA/lonomycin oder mit PHA nahm der
Anteil der NK-Zellen verglichen mit den unstimulierten Lymphozyten ab (Abb.

40).

Die CD3/CD4* Zellen im Gate | der RA-Patienten exprimierten deutlich mehr
CD56 als die Gesunden (Abb. 41A). Nach Stimulation mit PHA nahm die CD56
Expression im Vergleich zu den unstimulierten Zellen signifikant (p<0,05) ab,

wonach sich Gesunde und RA-Patienten nicht mehr unterschieden.

Zwischen Gesunden und RA-Patienten war kein deutlicher Unterschied in der
CD56 Expression auf den CD3/CD8" Lymphozyten im Gate | zu beobachten
(Abb. 41B). Die Stimulation mit PHA (p<0,001) und mit PMA/lonomycin (ns)
fuhrte zu einer deutlichen Abnahme der CD56" NK-Zellen in der CD3/CD8"

Lymphozytenpopulation verglichen mit den unstimulierten Zellen.
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Abbildung 41: Anteil der NK-Zellen an A: CD4*/CD3" Zellen im Gate I; B: CD8*/CD3" Zellen im
Gate |; Abgebildet sind die Einzelwerte, das 95%-Konfidenzintervall und die Mittelwerte (*
p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

3.2.7 CD28* Lymphozyten im Gate |

CD28 wird als kostimulatorischer Rezeptor auf den meisten CD4* T-Zellen
exprimiert und ist durch Bindung mit CD80 bzw. CD86 auf den

antigenprasentierenden-Zellen in die T-Zell-Aktivierung involviert.

Die Expression von CD28 auf CD3*/CD4* Lymphozyten im Gate | war bei
stimulierten PBMC von RA-Patienten signifikant geringer als bei der gesunden
Vergleichsgruppe (Abb. 42A). Die Stimulation mit PHA und PMA/lonomycin
fuhrte zu einer zusatzlichen hochst signifikanten (p< 0,0001) Zunahme von

CD28 Zellen verglichen mit den unstimulierten Zellen.

Die CD3*/CD8* Lymphozyten der RA-Patienten wiesen unabhangig von der
getesteten Stimulation signifikant mehr CD28" Zellen als die Gesunden auf
(Abb. 42B). Ebenso nahm die Frequenz der CD28" Zellen nach Stimulation mit
PHA und PMA/lonomycin verglichen mit den unstimulierten PBMC signifikant
(p< 0,01) zu.
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Abbildung 42: Anteil der CD28" Zellen A: an CD3*/CD4* Lymphozyten im Gate I; B: an
CD3*/CD8" Lymphozyten im Gate I; C: an CD3*/CD4*/CD8" Lymphozyten im Gate |; D: an
CD3*/CD4/CD8 Lymphozyten im Gate I; Abgebildet sind die Einzelwerte, die Mittelwerte,
sowie das 95%-Konfidenzintervall (ns- nicht signifikant; *-p<0,05; **-p<0,01; ***-p<0,001; ****-

p<0,0001)

Auch bei den doppelt positiven CD3*/CD4*/CD8* Lymphozyten im Gate | zeigten
RA-Patienten verglichen mit den Gesunden einen erhdhten Anteil an CD28"
Zellen (Abb. 42C), der sich allerdings nur nach PHA Stimulation als signifikant
erhoht zeigte. Es waren nur nach PMA/lonomycin Stimulation, nicht nach PHA
Stimulation, signifikant (p<0,001) mehr CD3*/CD4*/CD8" Zellen CD28 negativ
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als ohne Stimulation.

Die doppelt negativen CD3*/CD4/CD8 Lymphozyten zeigten bei RA-Patienten
einen signifikant hoheren Anteil an CD28 Zellen (Abb. 42D). Nach Stimulation
mit PMA/lonomycin fiel auf, dass im Gegensatz zu den CD3*/CD4* und
CD3*/CD4*/CD8*  Lymphozytenpopulationen,  die  doppelt  negativen
CD3*/CD4/CD8 Lymphozyten einen signifikant geringeren Anteil CD28" Zellen
enthielten als nach den anderen Stimulationen. Dies ist wahrscheinlich durch
die Herabregulierung von CD4 durch die PMA/lonomycin Stimulation zu

erklaren.

3.2.8 Vorkommen IFN-y* Zellen in verschiedenen Zellpopulationen

3.2.8.1 IFN-y* CD3*-Lymphozyten im Gate |
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Der Anteil der IFN-y produzierenden Zellen an den CD3* Lymphozyten im
Gate | unterschied sich bei Gesunden und RA-Patienten kaum. Gesunde hatten
jedoch einen geringfugig hoheren Anteil IFN-y produzierender CD3* Zellen
(Abb.43). Nach Stimulation mit PHA (p<0,01) und PMA/lonomycin (p<0,001)

nahm bei den gesunden Kontrollen sowie bei den RA-Patienten der Anteil der
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IFN-y positiven CD3* hochst signifikant gegentber den unstimulierten Zellen zu.
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Abbildung 44: Anteil der Interferon-y sezernierenden Zellen; A: an CD3*/CD4* Lymphozyten
im Gate |; B: an CD3*/CD8* Lymphozyten im Gate I; C: an CD3*/CD4*/CD8" Lymphozyten im
Gate I; D: an CD3*/CD4/CD8 Lymphozyten im Gate |; Abgebildet sind die Einzelwerte, das
95%-Konfidenzintervall und die Mittelwerte (*-p<0,05; **-p<0,01; ***-p<0,001; ****-p<0,0001)

Gesunde Probanden und RA-Patienten unterschieden sich kaum in der IFN-y
Expression der unstimulierten CD3*/CD4* Lymphozyten. Nach Stimulation mit

PHA und PMA/lonomycin zeigte sich eine hochst signifikante (p<0,001)
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Zunahme des Anteils IFN-y exprimierender Zellen bei Gesunden und Patienten
gegenuber den unstimulierten (Abb. 44A). Nach PMA/lonomycin Stimulation
lie sich bei Gesunden verglichen mit den RA-Patienten ein groRerer Anteil
IFN-y* produzierender CD3*/CD4* Zellen beobachten.

Im Gegensatz dazu zeigten die CD3*/CD8" Lymphozyten von RA-Patienten
unabhangig von der Stimulation einen héheren Anteil an IFN-y* Zellen als die
Gesunden (Abb. 44B). Zu einer hochst signifikanten (p<0,001) Zunahme des
Anteils IFN-y sezernierender CD3*/CD8" Zellen kam es nach Stimulation mit
PMA/lonomycin in beiden Gruppen.

Im Anteil IFN-y* produzierender CD3*/CD4*/CD8* Zellen unterschieden sich
Gesunden kaum von RA-Patienten (Abb. 44C). In beiden Gruppen zeigte sich
ein hoch signifikant hoherer Anteil IFN-y* CD3*/CD4*/CD8* Zellen nach
Stimulation mit PHA (p<0,01) und mit PMA/lonomycin (p<0,0001) verglichen mit
den unstimulierten PBMCs.

RA-Patienten hatten unstimuliert und nach Stimulation mit HLA KLII Peptiden
(p<0,01) einen hoheren Anteil IFN-y* CD3*/CD4/CD8 PBMC verglichen mit
Gesunden (Abb. 44D). Im Gegensatz dazu wiesen Gesunde nach Stimulation
mit PHA und PMA/lonomycin einen grof3eren Anteil IFN-y* CD3*/CD4/CD8/

Zellen als RA-Patienten auf.

3.2.8.2 IFN-y* CD3-Zellen im Gate |

Die Anteile IFN-y* Zellen an den CD3" Zellen waren bei RA-Patienten héher als
bei Gesunden (Abb. 45). Nach Stimulation mit PMA/lonomycin zeigten sich in
beiden Gruppen hochst signifikant (p<0,001) hohere Frequenzen IFN-y* Zellen

verglichen mit unstimulierten Zellen.
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Der Anteil IFN-y* Zellen an CD37/CD4* Zellen war unstimuliert bei RA-Patienten
deutlich héher (p=0,05) als bei Gesunden (Abb. 46A). Hingegen fuhrte die
Stimulation mit PMA/lonomycin im Vergleich zu den unstimulierten Zellen nur
bei den Gesunden zu einer signifikant héheren (p<0,01) Frequenz IFN-y*
Zellen. Nach Stimulation mit HLA KI.II Peptiden war bei beiden Gruppen der
Anteil IFN-y* Zellen signifikant (p<0,05) hoher als bei den unstimulierten Zellen.
RA-Patienten zeigten nach allen Stimulationen einen deutlich héheren Anteil
IFN-y* CD3/CD8* Zellen als Gesunde (Abb. 48B). Auch im Vergleich zu den
unstimulierten Zellen waren die prozentualen Anteile der IFN-y* Zellen an den
CD3/CD8"* Zellen nach Stimulation mit PHA (p<0,01) und PMA/lonomycin
(p<0,0001) in beiden Gruppen signifikant hdher.

Der Anteil IFN-y* CD3/CD56" NK-Zellen war bei RA-Patienten in der
unstimulierten Lymphozytenpopulation, sowie nach Stimulation mit PHA und
HLA KLII Peptiden hoher als bei Gesunden (Abb. 46C). Die Stimulation mit
PMA/lonomycin fihrte zu deutlich, bei den Gesunden sogar signifikant
(p<0,01), hoéheren Frequenzen IFN-y* Zellen verglichen mit den unstimulierten
Zellen und es liel3 sich kein Unterschied mehr zwischen RA-Patienten und

Gesunden feststellen.
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3.2.8.3 IFN-y* CD25"-Lymphozyten im Gate |

Deutlich hohere Werte fir IFN-y produzierende CD3*/CD4*/CD25"
Lymphozyten zeigten sich bei RA-Patienten verglichen mit Gesunden in allen
Analysen. Statistisch signifikant waren die Unterschiede allerdings nur nach
Stimulation mit PHA und PMA/lonomycin (Abb. 47A). Im Vergleich zu den
unstimulierten Zellen war dabei nach Stimulation mit PMA/lonomycin und PHA

in beiden Testgruppen ein signifikantes Absinken der IFN-y* Zellen in den
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CD3*/CD4*/CD25" Lymphozyten zu beobachten.

CD3*/CD8*/CD25" Suppressor-T-Zellen von RA-Patienten wiesen nach allen
Stimulationen hdhere IFN-y* Anteile als die gesunden Probanden auf (Abb.
47B). Zwischen den unterschiedlichen Stimulationen zeigten sich kaum

Unterschiede.
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Abbildung 47: Anteile Interferon-y produzierender Zellen innerhalb

A: der CD3'/CD4*/CD25" Teq-Zellen im Gate |

B: der CD3*/CD8*/CD25"-Suppresor-T-Zellen im Gate I;

abgebildet sind die Einzelwerte, die Mittelwerte sowie das 95%-Konfidenzintervall; (ns- nicht

signifikant; "-p<0,05’)

3.2.8.4 IFN-y* CD28"-Lymphozyten im Gate |

Bezuglich der Anteile IFN-y* Zellen an CD3*/CD4*/CD28" Lymphozyten zeigten
sich unabhangig von der Stimulationen keine Unterschiede zwischen Gesunden
und RA-Patienten (Abb. 48A). Nur die PMA/lonomycin Stimulation fuhrte in
beiden Gruppen zu deutlich héheren Frequenzen IFN-y* Zellen verglichen mit
den unstimulierten. Im Vergleich zu den CD3*/CD4* Zellen zeigten die
CD3*/CD4*/CD28 Lymphozyten hdhere Anteile IFN-y* Zellen.
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Abbildung 48: Interferon-y sezernierende Zellen; A: innerhalb der CD3*/CD4*/CD28
Lymphozyten im Gate I; B: innerhalb der CD3*/CD8*/CD28" Lymphozyten im Gate |; dargestellt
sind die Einzelwerte, die Mittelwerte sowie das 95%-Konfidenzintervall; (ns- nicht signifikant; "-
p<0,05 **-p<0,01; ***-p<0,001)

IFN-y* CD3*/CD8*/CD28 Zellen waren sowohl bei RA-Patienten als auch bei
Gesunden nach Stimulation mit PHA (p<0,01) oder PMA/lonomycin (p<0,001)
sehr signifikant gegenuber den unstimulierten Zellen erhéht (Abb. 48B). Der
relative Anteil IFN-y* CD3*/CD8*/CD28 Zellen unterschied sich bei Gesunden
und RA-Patienten nicht. Verglichen mit den CD3*/CD8* Zellen zeigten
insbesondere nach PMA/lonomycin Stimulation die CD3*/CD8*/CD28" Zellen
groRRere Anteile an IFN-y* Zellen.
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Der Anteil IFN-y* CD3/CD4*/CD28  Zellen war, au3er nach PMA/lonomycin
Stimulation, bei RA-Patienten deutlich hdher als bei Gesunden (Abb. 49). Diese
Zellpopulation nahm bei RA-Patienten nach Stimulation mit PMA/lonomycin
verglichen mit unstimulierten Zellen signifikant (p<0,05) ab, wahrend die der
Gesunden unverandert blieb. Die Stimulation mit PHA fihrte zu keiner
erheblichen Veranderung dieser Populationen im Vergleich zu den

unstimulierten Zellen.
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3.2.9 Vorkommen IL-17* Zellen in verschiedenen Zellpopulationen

3.2.9.1 IL-17* Lymphozyten im Gate | und im Gate II
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Abbildung 50: Interleukin-17* Zellen A: im Gate | der Lymphozyten; B: im Gate Il der

Lymphozyten; Dargestellt sind die Einzelwerte, die Mittelwerte und das 95%-Konfidenzintervall

RA-Patienten wiesen ohne Stimulation einen grélieren, jedoch nicht signifikant
differenten, Anteil an IL-17* Lymphozyten im Gate | als Gesunde auf (Abb. 50A).
Nach Stimulation mit PHA war dieser Unterschied nicht mehr vorhanden. Durch
PMA/lonomycin Stimulation konnte bei Gesunden wie auch bei Patienten ein
deutlicher Ansteig der IL-17* Zellen im Gate | beobachtet werden. Weder die
Stimulation mit PHA noch mit dem HLA KI. Il Peptidpool fuhrten im Gate | oder
im Gate Il zu einem sichtbaren Anstieg der IL-17* Zellen.

Im Gate Il der Lymphozyten zeigten Gesunde generell einen grofReren Anteil IL-
17* Zellen als RA-Patienten (Abb. 50B). Die IL-17* Anteile an Lymphozyten im
Gate Il waren in beiden Gruppen und unabhangig von der Stimulation hoher als
im Gate I.

Nach PMA/lonomycin Stimulation konnte keine Lymphozytenpopulation im Gate
Il beobachtet werden (Abb. 28B + Kap. 3.2.1).
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3.2.9.2 IL-17* CD3*-Lymphozyten im Gate |
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Die Fraktion Interleukin-17* CD3* Lymphozyten im Gate | war bei RA-Patienten
nach allen Stimulationen grof3er als bei Gesunden (Abb. 51). Eine signifikanten
Zunahme des Anteils IL-17* Zellen an den CD3" Zellen zeigte sich fur beide
Gruppen nach Stimulation mit PHA (p<0,001) und PMA/lonomycin (p<0,05)

verglichen mit den unstimulierten Zellen.

CD3'/CD4" T-Helfer-Zellen von RA-Patienten exprimierten geringfigig mehr
Interleukin-17 als Gesunde. Nach PHA (p<0,001) und PMA/lonomycin (p<0,01)
Stimulation war der Anteil der IL-17* Zellen in beiden Testgruppen signifikant
gegenuber den unstimulierten Zellen erhéht (Abb. 52A).

Unstimuliert und nach Stimulation mit HLA KI. Il Peptiden zeigten sich keine
Unterschiede der IL-17 Expression der CD3*/CD8" T-Killer-Zellen zwischen RA-
Patienten und Gesunden. Nach Stimulation mit PMA/lonomycin zeigten sich bei
RA-Patienten mehr IL-17* CD3*/CD8* Zelle als bei Gesunden (Abb. 52B).
Hingegen war die IL-17" Zellfraktion der CD3*/CD8* Lymphozyten der RA-
Patienten nach Stimulation mit PHA im Vergleich zu den unstimulierten Zellen
im Mittel unverandert, wahrend sie bei Gesunden zunahm. Der Anteil der IL-17*

CD3*/CD8" Zellen nahm in beiden Gruppen nach PMA/lonomycin Stimulation
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verglichen mit den unstimulierten Zellen signifikant (p<0,05) zu.
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Gesunde wiesen auch einen hoheren Anteil IL-17" Zellen an den
CD3'/CD4*/CD8" doppelt positiven Lymphozyten als RA-Patienten auf (Abb.
52C). Eine hochst signifikante (p<0,001) Zunahme des IL-17 Anteils an den
doppelt positiven Zellen liel3 sich nach Stimulation mit PHA und PMA/lonomycin
verglichen mit den unstimulierten Zellen in beiden Gruppen beobachten.

Insgesamt zeigten die CD3*/CD4*/CD8" Zellen beider Testgruppen sehr hohe

Anteile IL-17* Zellen verglichen mit den einfach positiven CD3*/CD4* (Abb. 52A)
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oder CD3*/CD8" (Abb.52B) Zellen. Die Anteile IL-17* Zellen an den
CD3*/CD4*/CD8" doppelt positiven Lymphozyten betrugen im Mittel unstimuliert
und nach Stimulation mit HLA KI. |l Peptiden 4- 5% und nach Stimulation mit
PMA/lonomycin und PHA 12- 15%, wahrend der Anteil IL-17" Zellen an den
CD3*/CD4* Lymphozyten im Gate | im Mittel nur bei 1,6% nach Stimulation mit
PMA/lonomycin lag.

3.2.9.3 IL-17" CD3-Zellen im Gate |

RA-Patienten wiesen unstimuliert und nach allen Stimulationen, auf3er nach
PHA, signifikant hohere IL-17* Anteile an CD3" Zellen als Gesunde auf (Abb.
53). Nach Stimulation mit PHA reduzierten sich diese Populationen bei beiden
Gruppen verglichen mit den unstimulierten und der Anteil IL-17* Zellen schien
nicht mehr weit Uber der Hintergrund Fluoreszenz zu liegen. CD3" Zellen
zeigten aber nach Stimulation mit PMA/lonomycin im Vergleich zu
unstimulierten Zellen, insbesondere bei RA-Patienten, deutlich erhdhte Anteile
an IL-17* Zellen.
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Die CD3/CD4* Zellen im Lymphozytengate | der RA-Patienten hatten

88



unstimuliert, nach Stimulation PMA/lonomycin oder mit HLA KIL.1I Peptiden einen
deutlich héheren Anteil an IL-17* Zellen als die gesunde Vergleichsgruppe
(Abb. 54A).

Der Anteil IL-17* Zellen betrug unstimuliert 3-5% der CD37/CD4* Zellen und
stellte damit nach den CD3*/CD4*/CD8" doppelt positiven Zellen die
Zellpopulation mit den zweithdchsten Anteil IL-17* Zellen dar. Nach Stimulation
mit PHA (p<0,05) und mit PMA/lonomycin (nicht signifikant) war in beiden
Testgruppen der IL-17* Anteil der CD3/CD4" Zellen niedriger als bei den

unstimulierten.

A IL-17 Expression an CD3/CD4* Zellen B IL-17 Expression an CD3/CD8* Zellen
im Lymphozytengate | im Lymphozytengate |
S 30% s " b .,
R 2% " . =
- 20% = -
=S A x oA
é 3 3 . v a A
- £ '; L bt
= 3 - & FE
£ ool 20%$.$.$——:,
s e FFLFIFTSTFTE
o Oe, \‘\(‘\ < Qy' 00‘" 00‘" \>
& & Q N AR
& &
C L-17 Expression an CD37/CD56* Zellen
im Lymphozytengate |
c 4% Abbildung 54: Anteile IL-17* Zellen an
= 0 . A: CD37/CD4" Zellen im Gate |;
N 3% *
3 == 4 4 ——4  B:CD3/CD8" Zellen im Gate |;
£ 2% . 2 C:CD3/CD56" Zellen im Gate |;
]
é 1 , * . Abgebildet sind die Einzelwerte, das 95%-
[ 7 154
j= :‘ % T _ﬁ_ * Konfidenzintervall und die Mittelwerte (ns- nicht
% 0%~—= = + H H- . 3 . kkk
2 3 signifikant; -p<0,05 **-p<0,01; ***-p<0,001)
E L L LIS E
R F S FF Ry
& ¥ v T &
K\ v o
& Q oé

89



Unstimuliert wiesen CD3/CD8" Lymphozyten von RA-Patienten einen
signifikant groReren Anteil IL-17* Zellen (p<0,05) als Gesunde auf (Abb. 54B).
Dieser Unterschied zwischen Gesunden und RA-Patienten bestand nach
Stimulation nicht mehr. Nach Stimulation mit PHA fielen die IL-17" Zellen
verglichen mit unstimulierten Zellen sogar signifikant ab (p<0,01).

RA-Patienten wiesen verglichen mit Gesunden einen teilweise signifikant
héheren Anteil IL-17* an CD3/CD56" NK-Zellen auf (Abb. 54C). Nach
Stimulation mit PHA nahm der Anteil der IL-17* Zellen an den NK-Zellen
verglichen mit den unstimulierten Zellen in beiden Gruppen deutlich ab. Nach
Stimulation mit PMA/lonomycin nahm der Anteil IL-17* Zellen an den NK-Zellen
verglichen mit den unstimulierten Populationen bei Gesunden zu, wahrend der
IL-17* Anteil der RA-Patienten abnahm.

3.2.9.4 IL-17* CD25"-Lymphozyten im Gate |

Die Anteile der Interleukin 17* an CD3*/CD4*/CD25" Lymphozyten im Gate |
lagen fur Gesunde und Patienten nach allen Stimulationen zwischen 1,8%-2,5%
(Abb. 55A) und waren signifikant groRer als bei den CD3*/CD4" Lymphozyten
(Abb. 52A).

Auch bezliglich der Interleukin-17* Anteile an CD3*/CD8*/CD25" Lymphozyten
im Gate | unterschieden sich Gesunde und RA-Patienten nach den
verschiedenen Stimulationen kaum (Abb. 55B). Insgesamt warendie Anteile IL-
17+ Zellen den CD3*/CD8*/CD25" Lymphozyten signifikant groRer als an den
CD3*/CD8* Zellen.
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Abbildung 55: Anteile Interleukin-17* Zellen A: an CD3*/CD4*/CD25" Lymphozyten im Gate |
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Trotz hoher IL-17* Frequenzen (~2%) an CD3*/CD4*/CD28 Lymphozyten im
Gate | konnten keine Unterschiede zwischen Gesunden und RA-Patienten,

sowie nach den Stimulationen gefunden werden (Abb. 56). Jedoch lagen diese
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IL-17 Anteile deutlich Uber denen der CD3*/CD4" Zellen (Abb.52A).

Die CD3*/CD8*/CD28"¢ und die CD3*/CD4*/CD8*/CD28"¢ Lymphozyten zeigten
bezlglich der IL-17" Anteile verglichen mit den CD3*/CD8" und den
CD3+/CD4*/CD8" Zellen keine nennenswerten Unterschiede.
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RA-Patienten zeigten nach allen Stimulationen einen geringfliigig hdheren
Interleukin-17*Anteil an CD3/CD4*/CD28" Lymphozyten im Gate | als Gesunde
(Abb. 57). Nach Stimulation mit PHA (p<0,01) und PMA/lonomycin (p<0,05)
nahm der Anteil IL-17 positiver Zellen verglichen mit den unstimulierten Zellen
in dieser Population signifikant ab. Die hdchsten Anteile an IL-17* Zellen (6-7%)
zeigten die unstimulierten CD3/CD4*/CD28 Zellen. Des Weiteren wiesen die
CD3/CD4*/CD28 Zellen etwas hohere Anteile an IL-17" Zellen auf als die
CD3/CD4* Zellen.

3.2.9.6 IL-17* CD56"-Lymphozyten im Gate |

Die Anteile IL-17* Zellen an CD3*/CD4*/CD56* NK-T-Zellen unterschieden sich

weder vor noch nach Stimulation bei RA-Patienten und Gesunden (Abb. 58A).
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Der Anteil IL-17" Zellen war an den CD3*/CD4*/CD56* NK-T-Zellen jedoch
deutlich groRRer als an den CD3*/CD4* T-Helfer-Zellen (Abb.52A).
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Abbildung 58: Anteil Interleukin-17* Zellen A: an CD3*/CD4*/CD56" Lymphozyten im Gate |; B:
an CD3*/CD8'/CD56" Lymphozyten im Gate |; C: an CD3*/CD4*/CD8*/CD56" Lymphozyten im
Gate |; D: an CD3/CD4*/CD56" Lymphozyten im Gate |; Abgebildet sind die Einzelwerte, die
Mittelwerte, sowie das 95%-Konfidenzintervall (ns- nicht signifikant; -p<0,05 **-p<0,01; ***-

p<0,001)
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Gesunde Probanden hatten einen deutlichen, allerdings nicht signifikant
groleren Anteil IL-17* Zellen an CD3*/CD8*/CD56" Lymphozyten als RA-
Patienten (Abb. 58B). Nach Stimulation mit PMA/lonomycin zeigte sich in
beiden Gruppen eine signifikante Zunahme (p<0,05) der IL-17*
CD3*/CD8*/CD56" Zellen verglichen mit den unstimulierten Zellen. Im Vergleich
zu den CD3*/CD8" Zellen lag dabei der Anteil der IL-17* Zellen bei den
CD3*/CD8*/CD56" Zellen deutlich hdher.

CD3*/CD4*/CD8*/CD56" Lymphozyten zeigten sowohl bei Gesunden als auch
bei RA-Patienten einen sehr hohen Anteil IL-17* Zellen. Unterschiede zwischen

Gesunden und RA-Patienten sowie nach den Stimulationen zeigten sich nicht.

Gesunde wiesen einen groReren Anteil an IL-17" positiven Zellen an den
CD3/CD4*/CD56" Zellen als RA-Patienten auf (Abb. 58C). Nach Stimulation mit
PHA oder PMA/lonomycin zeigten beide Gruppen einen signifikant (p<0,01)
geringeren Anteil IL-17* CD3/CD4*/CD56* Zellen als die unstimulierten Zellen.

Die IL-17 Expression der CD3/CD56" NK-Zellen wurden oben bereits
beschrieben (Kap. 3.2.9.3. & Abb. 54C).
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3.2.10 Verteilung der IL-17* Zellen auf verschiedene Zellpopulationen

3.2.10.1 Zellpopulationen der IL-17* Zellen im Lymphozytengate |
Zunachst wurden die IL-17" Zellen im Gate | bezuglich ihrer CD3 Expression

miteinander verglichen.

CD3 Expression der IL-1 7% Zellen im Lymphozytengate |
100%

] E=3 CD3-

80%
60%-
. E3a CD3+
40%-

20%

Abbildung 59: Analyse der CD3 Expression der IL-17* Zellen im Gate [; abgebildet sind die
Mittelwerte

Mit mehr als 80% war der grofdte Teil der IL-17" Zellen im Lymphozytengate |
bei Gesunden und RA-Patienten CD3 positiv. RA-Patienten zeigten nach allen
Stimulationen dennoch einen hdéheren Anteil CD3" Zellen innerhalb der IL-17*
Zellen als Gesunde (Abb. 59). Ein Unterschied der so bei unselektionierten
Lymphozyten im Gate | (Abb. 31A) nicht bestand. Bezuglich der einzelnen

Stimulantien lieRen sich keine Unterschiede der CD3 Expression feststellen.
Zur weiteren Differenzierung wurden sowohl die IL17*/CD3" als auch die IL-

17*/CD3" Zellen im Gate | der Lymphozyten auf ihre CD4 und CD8 Expression

hin untersucht.
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Abbildung 60: Vergleich der Anteile der CD4* und CD8" Zellen im Gate | A: an IL-17*/CD3*
Zellen B: an IL-17*/CD3" Zellen; abgebildet sind die Mittelwerte

Die groRte Population der IL-17*/CD3* Lymphozyten im Gate | exprimierte
erwartungsgemaly CD4* (Abb. 60A). Diese Population war bei RA-Patienten
unstimuliert und nach allen Stimulationen groRer als bei Gesunden. Dieser
Unterschied war signifikant in der unstimulierten Population (p<0,01), sowie
nach Stimulation mit PHA (p<0,0001) und HLA KI.II Peptiden (p<0,01). Jedoch
bestand dieser signifikante Unterschied auch bei den CD3* Zellen, die kein IL-
17 exprimierten (Abb.32).

Nach Stimulation mit PHA zeigte sich insbesondere bei den gesunden
Probanden ein groRer Anteil (~15%) doppelt positiver Zellen an den IL-
177/CD3" Lymphozyten im Gate I.

Den groften Anteil an IL-17*/CD3  Zellen im Gate | stellten die doppelt
negativen Zellen (Abb. 60B). Die Anteile der CD4* oder CD8* Zellen an IL-
17°/CD3" Lymphozyten im Gate | unterschieden sich nach den getesteten

Stimulationen sowie zwischen den beiden Testgruppen nicht signifikant.
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3.2.10.2 Zellpopulationen der IL-17* Zellen im Lymphozytengate Il
Die IL-17* Zellen im Gate Il wurden zunachst bezlglich ihrer CD3 Expression

untersucht.
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Abbildung 61: Anteil der CD3 exprimierenden Zellen an den IL-17* Zellen im Gate |l der
Lymphozyten; abgebildet sind die Mittelwerte

Die CD3 Expression der IL-17" Zellen im Gate Il von Gesunden und RA-
Patienten unterschied sich nicht (Abb. 61). Nach Stimulation mit PHA war der
Anteil an CD3" Zellen bei Gesunden und Patienten sehr signifikant (p<0,01)

erhoht gegenuber den unstimulierten Zellen.

Zur weiteren Differenzierung wurden die IL-17*/CD3* sowie die IL-17*/CD3"

Zellen im Gate Il bezlglich ihrer CD4 und CD8 Expression untersucht.
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Abbildung 62: Vergleich der Anteile der CD4" und CD8* Zellen im Gate Il A: die IL-17*/CD3*
Zellen B: die IL-17*/CD3 Zellen; abgebildet sind die Mittelwerte

Den groten Anteil an IL-17*/CD3" Lymphozyten im Gate |l hatten die CD4*
Zellen (Abb. 62A). Deren Anteil war bei RA-Patienten deutlich gréRer als bei
Gesunden. Nach Stimulation mit PHA war dieser Unterschied signifikant
(p<0,01). Des Weiteren verminderte sich nach Stimulation mit PHA bei RA-
Patienten und Gesunden der Anteil CD4"* Zellen an den IL-17*/CD3* Zellen
verglichen mit den unstimulierten Zellen signifikant (p<0,05). Den zweitgroften
Anteil an den IL-17*/CD3" Lymphozyten hatten die doppelt positiven CD4*/CD8*
Zellen. Deren Anteil erhohte sich nach Stimulation mit PHA bei Gesunden und
RA-Patienten verglichen mit den unstimulierten Zellen signifikant (p<0,01). Der
Anteil CD8* Zellen an den IL-17°/CD3* Lymphozyten im Gate Il wurde dagegen
durch die Stimulationen nicht beeinflusst. Gesunde wiesen einen hdheren Anteil
CD8* Zellen als RA-Patienten auf. Der Anteil doppelt negativer Zellen an IL-
17*/CD3* Lymphozyten im Gate Il war bei Gesunden unstimuliert und nach
allen Stimulationen deutlich gré3er als bei RA-Patienten.

Den grofliten Anteil an den IL-17*/CD3" Zellen im Lymphozytengate Il hatten die
doppelt negativen Zellen (Abb. 62B). Der Anteil der CD4* Zellen an den IL-

17*/CD3" Zellen war, aul3er nach PHA Stimulation, bei Gesunden groRer als bei
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RA-Patienten. Im Gegensatz dazu war der Anteil der CD8" Zellen an den IL-
17*/CD3 Zellen im Gate Il nach allen Stimulationen bei RA-Patienten groRRer als

bei Gesunden.

3.2.11 Verteilung der IFN-y* Zellen auf verschiedene Zellpopulationen

3.2.11.1 Zellpopulationen der IFN-y* Zellen im Lymphozytengate |
Um die IFN-y produzierenden Zellen im Gate | der Lymphozyten weiter zu
spezifizieren, wurden die IFN-y* Zellen gegated und bezlglich ihrer CD3

Expression untersucht (Abb.63).

CD3 Expression der IFN-y* Zellen im Lymphozytengate |

100%-

80%-
60%-
40%+

20%

e |

Abbildung 63: Vergleich der Anteile der CD3 Expression der IFN-y* Zellen im Gate I;
abgebildet sind die Mittelwerte

RA-Patienten hatten verglichen mit Gesunden einen gréfReren Anteil CD3"
Zellen an den IFN-y* Zellen im Gate | (Abb. 63). Dieser Unterschied war nach
Stimulation mit HLA KI.II Peptiden signifikant (p<0,05). Nach Stimulation mit
PHA nahm sowohl bei den RA-Patienten als auch bei den Gesunden der Anteil
CD3 Zellen zu.
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Im Weiteren wurden die IFN-y*/CD3* und die IFN-y*/CD3" Zellen im Gate |

bezuglich ihrer CD4 und CD8 Expression weiter differenziert.

A CD4* und CD8* Expression der B CD4* und CD8* Expression der
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100% ; doppel neg EB CD4+
0 80%- 3 CDe+
o @ doppel pos B doppel pos
60%-{ [ [ 60% D doppel neg
o e CD8 0
| B B = CDg+ 40%1
20%-

20% @@ CD4+

0%-
fedalsde S&e e? R
& \\6‘ & Q? v\\ & N & \@ & QQ\ 00“’ ‘xy\\ « ‘9
LAING Q@ \\0 g o B
&8 \xv v* F 8 $ & © W
0(\9 {' Q 0‘\ Qé\ \y{' ‘?‘
Q‘\y Q

0%-

Abbildung 64: Vergleich der Anteile der CD4" und CD8"* Zellen A: an IFN-y*/CD3" Zellen im
Gate I; B: an IFN-y*/CD3 Zellen im Gate I; abgebildet sind die Mittelwerte

Den groften Anteil an IFN-y*/CD3* Lymphozyten im Gate | hatten CD8* Zellen
(Abb. 64A). Der Anteil CD8" Zellen unterschied sich bei Gesunden und RA-
Patienten nicht. Der Anteil CD4"* Zellen an den IFN-y*/CD3* Zellen im Gate | war
bei RA-Patienten unstimuliert und nach allen Stimulationen grofer als bei
Gesunden. Nach Stimulation mit PHA zeigte sich ein mit den anderen
Stimulationen verglichen grofer Anteil doppelt positiver Zellen. Der Anteil
doppelt negativer Zellen an den IFN-y*/CD3* Lymphozyten im Gate | war bei
Gesunden unstimuliert und nach allen Stimulationen groRer als bei RA-
Patienten. Der grof3te Anteil doppelt negativer Zellen an den IFN-y*/CD3*
Lymphozyten im Gate | lield sich nach Stimulation mit PMA/lonomycin
beobachten. Dies lasst sich durch mit der Downregulation von CD4 durch
PMA/lonomycin-Stimulation erklaren (Kap.2.13.9).

Die grote Population der IFN-y*/CD3  Zellen im Gate | der Lymphozyten
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stellten die doppelt negativen Zellen dar (Abb. 64B). Diese Population war nach
allen Stimulationen bei Gesunden grofRer als bei RA-Patienten. Die CD8" Zellen
stellten den zweitgrofdten Anteil an den IFN-y*/CD3  Zellen. RA-Patienten
zeigten einen grofieren Anteil an CD4" IFN-y*/CD3" Zellen, in der unstimulierten
Population sowie nach Stimulation mit dem HLA KI.II Peptid Pool, als Gesunde.
Nach PHA und PMA/lonomycin Stimulation zeigte sich bezuglich des CD4*
Anteils an den IFN-y*/CD3  Zellen kein Unterschied zwischen den beiden
Gruppen.

Doppelt positive Zellen, die CD3 negativ waren, liel3en sich erwartungsgemal,

nicht detektieren.

3.2.11.2 IFN-y* Zellen im Lymphozytengate Il

CD3 Expression der IFN-y+ Zellen im
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Abbildung 65: Vergleich der anteiligen CD3 Expression der IFN-y* Zellen im Gate 1l; abgebildet

sind die Mittelwerte

Zur besseren Charakterisierung der IFN-y* Zellen im Lymphozytengate I
wurden auch diese beztgliche ihrer CD3 Expression untersucht.

Der Uberwiegende Anteil der IFN-y* Zellen im Gate Il war, im Gegensatz zu den
Zellen im Gate | (Abb. 63), CD3 negativ (Abb. 65). RA-Patienten hatten

unstimuliert und nach PHA Stimulation einen deutlich hoheren Anteil CD3" IFN-
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y* Zellen im Gate Il als Gesunde. Nach Stimulation mit dem HLA KI.II Peptid-
Pool bestand dagegen kein Unterschied zwischen Gesunden und RA-
Patienten. Die Stimulation mit PMA/lonomycin flihrte vermutlich zum Absterben
von Lymphozyten im Gate |l, so dass diese im Gate Il nach PMA/I Stimulation
nicht mehr detektiert werden konnten (Kap. 3.2.2. + Abb. 28 + Abb. 30).

Zur genaueren ldentifizierung der IFN-y* CD3* und auch CD3 Zellen im
Lymphozytengate Il wurde die CD4 und CD8 Expression dieser Populationen
betrachtet.

A CD4* und CD8* Expression der B CD4* und CD8* Expression der
IFN-y*/cD3" Zellen im IFN-y*/CD3" Zellen im
Lymphozytengate Il Lymphozytengate Il
100%- 100%- —
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Abbildung 66: Vergleich der Anteile der CD4* und CD8" Zellen im Gate Il A: an IFN-y*/CD3*
Zellen B: an IFN-y*/CD3" Zellen; abgebildet sind die Mittelwerte

Die CD4" Zellen stellten den grofdten Anteil der IFN-y*/CD3" Lymphozyten im
Gate Il dar (Abb. 66A). Bei RA-Patienten war der CD4* Anteil nach allen
Stimulationen, wie bei den Lymphozyten im Gate | (Abb.64A), grolRer als bei
Gesunden.

Die CD4/CD8 doppelt negativen Zellen stellten mit 17-27% der IFN-y*/CD3"*

Lymphozyten im Gate Il eine weitere grol3e Population dar. Dieser Anteil an
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doppelt negativen Zellen war bei Gesunden groler als bei RA-Patienten.
Zwischen den einzelnen Stimulantien lieRen sich keine Unterschiede in den
Anteilen der doppelt negativen Zellen an den IFN-y*/CD3* Lymphozyten im
Gate Il feststellen.

Wie bei den Lymphozyten im Gate |, zeigten Lymphozyten im Gate Il von
Gesunden nach allen Stimulationen einen gro3eren Anteil CD8" an IFN-y*/CD3*
Zellen als RA-Patienten. Nach Stimulation mit PHA zeigte sich der Anteil der
CD8" Zellen an den IFN-y*/CD3" Lymphozyten im Gate Il gegenuber den
unstimulierten Zellen bei Gesunden und RA-Patienten als signifikant (p<0,05)
erhoht.

Der Anteil der doppelt positiven Zellen an den IFN-y*/CD3'Lymphozyten im
Gate Il unterschied sich bei Gesunden und bei RA-Patienten nicht. Allerdings
konnte ein hochst signifikant (p<0,001) hoherer Anteil doppelt positiver Zellen
nach Stimulation mit PHA bei Gesunden und Patienten im Vergleich zu den

unstimulierten Populationen festgestellt werden.

Die IFN-y*/CD3" Zellen im Gate Il exprimierten zum grof3ten Teil weder CD4
noch CD8 (Abb.66B).

Gesunde Probanden hatten nach allen Stimulationen verglichen mit den RA-
Patienten einen etwas grolReren Anteil CD4* Zellen an den IFN-y*/CD3" Zellen
im Gate Il

Der Anteil von CD8" an IFN-y*/CD3" Zellen war sowohl bei RA-Patienten als
auch bei Gesunden gering. Nach Stimulation mit PHA war der Anteil CD8*
Zellen an IFN-y*/CD3  Zellen im Gate Il der Lymphozyten in beiden

Testgruppen signifikant (p<0,05) gréler als in der unstimulierten Population.
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3.2.12 IL-17 und IFN-y positive Zellpopulationen

Es konnten in einigen Subpopulationen Zellen detektiert werden, die sowohl
IFN-y als auch IL-17 produzierten.

Bei den CD3*/CD4* Lymphozyten im Gate | konnten diese IFN-y*/IL-17" doppelt
positiven Zellen nur nach Stimulation mit PMA/lonomycin beobachtet werden
(Abb. 67A). Gleiches zeigten auch die CD3*/CD8* Zellen mit etwas geringeren
Frequenzen (Abb. 67B).

Als IFN-y*/IL-17* doppelt positive Zellen in den unstimulierten PBMC zeigten
sich in CD3*/CD4*/CD8" Lymphozyten im Gate | (Abb. 67C). Nach Stimulation
mit PMA/lonomycin oder PHA nahm die IFN-y*/IL-17" doppelt positive Fraktion
signifikant (p<0,01) im Vergleich zu den unstimulierten Zellen zu . Bei einigen
Probanden waren die Anteile der IFN-y*/IL-17" positiver Zellen ( 5-40%) an den
CD3*/CD4*/CD8* Lymphozyten besonders hoch.

Bei CD3/CD4* Zellen fanden sich IFN-y*/IL-17* doppelt positive Zellen auch
ohne Stimulation (Abb. 67D). Nach Stimulation mit PMA/lonomycin und PHA
zeigten die CD3/CD4" Zellen jedoch signifikant geringere Anteile IFN-y*/IL-17"
doppelt positiven Zellen als ohne Stimulation.

In weiteren CD3" Populationen konnten keine IFN-y*/IL-17* doppelt positiven

Zellen detektiert werden.
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Abbildung 67: Anteil IL-17*/IFN-y* doppelt positiver Zellen im Lymphozytengate |; A: an
CD3*/CD4" Zellen; B: an CD3*/CD8" Zellen; C: an CD3*/CD4*/CD8" Zellen; D: an CD3/CD4*
Zellen; Abgebildet sind die Einzelwerte, die Mittelwerte, sowie das 95%-Konfidenzintervall (ns-

nicht signifikant; -p<0,05° **-p<0,01; ***-p<0,001)

105



3.3 Untersuchung der CD3/Interleukin-17* Zellen

Da IL-17 nicht nur von CD3" Zellen, sondern auch von CD3" Zellen exprimiert
wurde, wurde bei 2 Gesunden sowie 2 RA-Patienten untersucht, ob CD37/IL-17*
Zellen den B-Zellmarker CD20 oder den LPS-Rezeptor CD14 exprimieren. Die

ausgewahlten Individuen wiesen einen hohen Anteil IL-17*/CD3" Zellen im

Lymphozytengate | auf.

Der LPS-Rezeptor CD14 wird von Makrophagen, Monozyten, einigen
dendritischen Zellen und etwas schwacher von Granulozyten exprimiert. Er
erkennt im Zusammenspiel mit Toll-Like Rezeptoren das Lipopolysaccharid von

gramnegativen Bakterien.
CD20 wird von sich entwickelnden und reifen B-Zellen exprimiert. CD20
Oligomere bilden einen Ca®-Kanal und spielen eventuell eine Rolle in der

Regulation der B-Zellaktivierung.

Zunachst wurde die CD14 bzw. CD20 Expression der CD37/IL-17" Zellen im
Gate | und im Gate |l der Lymphozyten betrachtet.
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Abbildung 68: CD14 bzw. CD20 Expression der CD37/IL-17" Zellen A: CD14 Expression; B:

CD20 Expression; Dargestellt sind die Einzelwerte und die Mittelwerte
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CD14 wurde von 50% der CD37/IL-17" Zellen nach Stimulation mit
PMA/lonomycin exprimiert (Abb. 68A). Des Weiteren exprimierten die Zellen im
Gate | der Lymphozyten mehr CD14 als Zellen im Gate Il

Bemerkenswerterweise exprimierten die beiden RA-Patienten mehr CD14 als
die Gesunden (nicht dargestellt).
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Die hochsten CD20* Anteile an CD37/IL-17* Zellen mit ~45% im Mittel, zeigten
die Zellen im Gate | der Lymphozyten ohne Stimulation (Abb. 68B). Von den
CD3/IL-17* Zellen im Lymphozytengate Il exprimierten hingegen nur ca. 1%
CD20".

Besonderes nach Stimulation mit PMA/lonomycin zeigten CD3/CD14" Zellen
einen grof’en Anteil an IL-17 positiven Zellen im Lymphozytengate | (Abb. 69B).
Bemerkenswerterweise zeigten alle CD37/CD14* Zellen deutlich hohere IL-17*
Anteile als die unselektionierten CD3" Zellen (Abb. 69A).

CD3/CD20* PMBC unterschieden sich bezuglich ihrer IL-17 Expression nur
geringfigig von den unselektionierten CD3  Zellen (Abb. 69C). Nach
PMA/lonomycin Stimulation zeigten sie sogar geringere IL-17 Frequenzen als

die unselektionierten CD3 Zellen.

3.4 Untersuchung von B-Zelllinien auf IL-17 Expression
Da IL-17 von CD3/CD20" B-Zellen von Probanden exprimiert wurde, wurden
vergleichend auch EBV transformierte B-Zelllinien auf die Expression von IL-17

untersucht.

Einige B-Zelllinien, AMAI und Olga, zeigten nur sehr geringe (0,2%)
Frequenzen an IL-17" Zellen (Abb. 70). Ob es sich um echt positive Zellen oder
nur um ein Hintergrundsignal handelt, sollte mit einer PCR Uberprtft werden.
Weitere B-Zelllinien, WT51, BOB und SA, wiesen IL-17 in Frequenzen zwischen
0,4-0,8% auf. Die Zelllinie Boleth hingegen hatte gar einen Anteil IL-17* Zellen
der 4,8% betrug.
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Abbildung 70: IL-17 Expression der EBV transformierten B-Zellen nach IL-17 PE Markierung
(linke Spalte) und Isotypfarbungen (rechte Spalte) auf der X-Achse und EMA Féarbung auf der

Y-Achse.
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3.5 Korrelation klinischer Parameter mit der IL-17 Expression

Da in der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis die Expression von
Interleukin-17 vor allem fiir das Auftreten von Knochenerosionen eine wichtige
Rolle spielen soll, wurde untersucht ob eine Korrelation zwischen den klinischen
Parametern BSG, CRP, Leukozytenzahl, DAS28, der Erkrankungsdauer oder
dem Patientenalter und dem Anteil von IL-17 an den verschiedenen
Subpopulationen bestand.

Da die IL-17 Frequenzen haufig nicht der Normalverteilung entsprachen, wurde
die Berechnung mit Hilfe des Spearmans Rangkorrelationskoeffizienten
durchgefuhrt.

Zwischen den klinischen Parametern und dem Anteil IL-17 positiver Zellen an
den bezeichneten Subpopulationen konnte kein Zusammenhang festgestellt

werden.

Dies mag zum einen an der eher geringen Fallzahl liegen. Andererseits muf}
auch bedacht werden, dass die Patienten alle therapiert werden und umso
schwerer die Erkrankung ist desto intensiver ist auch die Therapie. Die in der
Studie untersuchten Patienten wiesen einen Mittelwert von 2,89 des DAS28 auf
(Kap.2.6.+ Tab.3). Der DAS28 lag fur 14 Patienten vor, bei 6 Patienten war der
DAS28 <2,6, was nach Fransen et al®) einer klinischen Remission mit Erflllung
der ARA Kiriterien entspricht. Weitere 5 Patienten wiesen einen DAS28 <3,6
auf, der nach Aletaha et al® als geringe Krankheitsaktivitat klassifiziert wird. Nur
3 Patienten hatten einen DAS28 zwischen 3,6 und 4,1, was einer mittleren
Krankheitsaktivitat entspricht. Die in der Studie untersuchten Patienten waren
demnach sehr gut therapiert. Berlcksichtigt werden muss auch die Tatsache,
dass 16 Patienten mit Kortikosteroiden, 8 Patienten immunsuppresiv und 7
weitere noch mit Methotrexate behandelt wurden. Inwieweit diese Therapien zu
Veranderungen der untersuchten Lymphozytenpopulationen fuhrten, 1a3t sich
aus den Ergebnissen auch unter Berucksichtigung der Kontrollen nicht sicher

erschlieRen. Chakir et al® konnten zeigen, dass Asthmapatienten nach einer
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14-tagigen Behandlung mit Kortikosteroiden signifikant geringere Frequenzen
an IL-17" im Epithel aufwiesen als vor der Behandlung. Trotzdem waren die IL-
17 Frequenzen, der behandelten Asthmapatienten noch signifikant héher als
die der Kontrollgruppe. Miranda-Carus et al® zeigten mit Hilfe der RT-PCR,
dass T-Zellen von RA-Patienten, welche 3 Tage mit Medium kultiviert worden
waren, signifikant hohere IL-17 mRNA Level aufwiesen als die T-Zellen, denen

MTX zugegeben worden war.
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4. Diskussion

Die Rheumatoide Arthritis zahlt zu den systemischen Autoimmunerkrankung,
deren Pathogenese wahrscheinlich unter Beteiligung von T-Zellen vermittelt
wird.@962.(1%) Geijt der Erstbeschreibung von Interleukin-17 im Jahr 1996 durch
Fossiez et al.?® fanden viele Arbeitsgruppen'®-s0.61.68).(18).(126) gowohl| im
Mausmodell als auch beim Menschen Hinweise dafir, dass IL-17+ T-
Helferzellen eine wichtige proinflammtorische Rolle bei Gelenkentzindungen
und bei der rheumatoiden Arthritis spielen konnten.®® Interleukin-17+ T-
Helferzellen sollen auch bei anderen Autoimmunerkrankungen wie bei
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen,® dem systemischen Lupus
Erythematodes,'® bei Asthma®® und der Multiplen Sklerose®

pathogenetisch relevant sein.

Im Vordergrund dieser Untersuchung stand die Frage nach dem Phanotyp und
der Frequenz IL-17 sezernierender Zellen im Blut von RA-Patienten im
Vergleich zu gesunden Personen. Ferner wurde uberpruft, in wieweit sich diese
Zellen durch unspezifische oder antigenspezifische Stimuli beeinflussen bzw.

aktivieren lassen.

4.1. Interleukin-17 exprimierende Zellen in PBMC

Mit Hilfe von ,Multi-Color® Farbungen fir die ein Set von 8 direkt an
Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelte monoklonale Antikorper eingesetzt wurde,
sollte in dieser Studie zunachst die Zusammensetzung der IL-17* Zellen bei
Gesunden charakterisiert werden. Dazu wurden 20 gesunde Kontrollpersonen

untersucht.

Als wesentliche Interleukin-17 produzierende Zellen im Blut wurden die
sogenannten Th17-Zellen identifiziert, die neben den Th1, Th2 und Treg Zellen

eine neue Subpopulation der CD4*-T-Helferzellen darstellen.®* Es handelt sich
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dabei um CD3*/CD4* T-Helfer-Zellen, die sich von den herkdmmlichen
bekannten Th4/Th, T-Helfer-Zellpopulationen dadurch unterschieden, dass sie
in ihrer Entwicklung durch IL-12 (Th4) sowie IL-4 (Thy) gehemmt werden und
durch TGF-B gefordert werden® (Kap.1.2.5.).

In dieser Studie wurde ohne Stimulation IL-17 im Mittel von ca. 0,6% der CD3+
Lymphozyten der gesunden Probanden exprimiert (Abb. 51). In absoluten
Zahlen entspricht dies durchschnittlich 1.186 IL-17* Zellen pro 187.000 CD3*
Zellen von 235.000 gemessen Zellen im Lymphozytengate. Ca. 60% (= 718
Zellen) dieser unstimulierten CD3*/IL-17" Zellen exprimierten gleichzeitig CD4
(Abb. 65A) und stellten somit erwartungsgeman die grofdte IL-17* Zellpopulation
bei Gesunden und bei RA-Patienten dar.

Neben CD3*/CD4*/IL-17" Th17-Zellen fanden sich im Blut Gesunder auch
CD3*/CD8" T-Killer-Zellen, die IL-17* exprimierten, wobei diese ca. 30% der
CD3*/IL-17* Zellen ausmachten (Abb. 65A). Shin et al®’ hatten 1998 gezeigt,
dass humane CD3*/CD8" Zellen ahnlich hohe IL-17 Level wie CD3*/CD4*
aufweisen kdonnen. Im Gegensatz dazu waren in dieser Studie die IL-17 Level
der CD3*/CD8" Zellen nach allen Stimulationen deutlich geringer als die der
Th17 Zellen (Abb.52A+B, Tab.6). He et al® hatten im Mausmodell postuliert,
dass Interleukin-17 produzierende CD3*/CD8* Zellen Uber einen anderen
Mechanismus, als die CD3*/CD4" Th17 Zellen stimuliert werden und eine
wichtige Rolle bei der Kontakthypersensitivitatsreaktion spielen konnten. In der
vorliegenden Studie fanden sich jedoch keine solchen Hinweise auf
stimulationsabhangige Unterschiede zwischen CD3*/CD8*/IL-17* T-Killer-Zellen
und CD3*/CD4"/IL-17* Th17 Zellen.

Eine dritte IL-17" Zellpopulation fand sich unter der kleinen Population
CD3'/CD4*/CD8* doppelt positiven Lymphozyten (Abb. 52C). Hofstetter et al®®
hatten Uber eine IL-17 Expression in doppelt positiven Zellen in murinen

Thymozyten berichtet. In humanen PMBC waren 1985 erstmalig diese
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CD3'/CD4*/CD8* Lymphozyten beschriebenen worden.™® Ein im Vergleich zu
Gesunden vermehrtes Vorkommen von CD4"/CD8" doppelt positiven PBMC,
wie bei den RA-Patienten in dieser Studie, wurde fur Patienten mit
Autoimmunerkrankungen wie multipler Sklerose” und atopischer Dermatitis®
gezeigt. Innerhalb der doppelt positiven CD3*/CD4*/CD8* Lymphozyten aus
PBMC fanden sich bei gesunden Probanden ein groRer Anteil IL-17* Zellen (6%
= 36 Zellen).

Auch NK-T-Zellen wurden als Quelle von IL-17 beschrieben.'?® Ebenso fand
sich in dieser Studie eine IL-17" Zellfraktion an CD3*/CD8/CD56" NK-T-Zellen
(Abb. 58B). Diese war signifikant groRer als die IL-17* Zellfraktion der
CD3*/CD8" T-Killer-Zellen.

Innerhalb der CD3*/CD4*/CD25" Zellen zeigte sich unstimuliert eine grofde IL-
17" Fraktion von 2,5% bei gesunden Probanden (£ absolut 23 Zellen) (Abb.
55A), die signifikant gro3er war als bei nicht weiter definierten CD3*/CD4" T-
Helfer-Zellen. Hingegen gab es auch einige gesunde Probanden bei denen sich
in der CD3*/CD4*/CD25" Population kein IL-17 nachweisen liel. Die CD25
Expression charakterisiert typischerweise regulatorische T-Zellen. Da sich
CD25 aber auch auf der Oberflache anderer aktivierter T-Zellen findet, konnte
in dieser Studie nicht weiter geklart werden welcher Zellpopulation dieses
CD3*/CD4*/CD25*/IL-17* Zellen angehoéren und in welcher Beziehung sie zu

den T.gstehen.

Auch unter CD3" Zellen im Gate | unstimulierten Lymphozyten wurden IL-17
positive Zellen identifiziert (Abb. 53). Als CD3" Zellen, die eventuell Interleukin-
17 sezernieren konnten diskutierten Gaston et al.®® und Weaver et al."® NK-
Zellen, Neutrophile und Granulozyten sowie Makrophagen.® Neutrophile und
Granulozyten waren in dieser Studie in den Analysenproben nicht zu erwarten,
da die PBMCs mit Lymphozyten und Monozyten von Neutrophilen und anderen

polymorphnuklearen Zellen Uber einen Ficoll-Dichtegradienten abgetrennt
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worden waren.

Der mittlere Anteil der CD37/IL-17* Zellen an allen IL-17* Zellen der gesunden
Probanden im Gate | betrug 8,8% (= absolut 115 CD37/IL-17" Zellen von 1301
IL-17* Zellen) (Abb. 64). Es konnten jedoch nicht bei allen Probanden,
insbesondere bei den gesunden Kontrollen, CD37/IL-17* Zellen nachgewiesen

werden.

Einige der CD37/IL-17* Zellen der gesunden Probanden exprimierten auch CD4
(Abb. 65B). Bei diesen CD3/CD4" Zellen fand sich unstimuliert mit 3,6% ein
grolRer Anteil (£ absolut 19 Zellen) IL-17* Zellen (Abb. 54A + Tab. 6). Page et
al® beschrieben, dass die Stimulation mit PMA/PHA zu einer plasmazellartigen
Veranderung der Morphologie der Interleukin-17 produzierenden CD37/CD4*
Zellen fuhrt. In wunserer Studie =zeigten sich diese morphologischen
Veranderungen nach Stimulation mit PHA, aber nicht nach PMA/lonomycin
Stimulation. Des Weiteren beschrieb diese Arbeitsgruppe, dass es sich dabei
um T-Helfer-Zellen handelt, die den CD3 Rezeptor, allerdings nicht den CD4
Rezeptor, durch Stimulation verlieren.

Da CD4 jedoch auch auf Vorlaufern von Dendriten und Monozyten zu finden ist,
konnten diesen CD3/CD4%/IL-17" Zellen einer Zellpopulation des
myelomonoztaren Systems angehoren. Um welche Zellen es sich bei diesen

CD3/CD4*/IL-17* Zellen handelt mussen weitere Analysen klaren.

Eine kleine IL-17" Zellfraktion (0,59%) konnte auch innerhalb der CD3/CD8"
Zellpopulation (Abb. 65B) identifiziert werden.

Das NK-Zellen IL-17 exprimieren konnen Dberichteten verschiedene
Arbeitsgruppen.(?®9(1% Ehenso zeigte sich in dieser Studie ein kleiner Anteil
IL-17* CD37/CD56" NK-Zellen (Abb. 54C).

Ein grol3er Teil (65%, Abb. 65B) der IL-17* CD3" Zellen exprimierte weder CD4,
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CD8 noch CD56. Ein gewisser Teil dieser Zellen konnte durch weitere
Mehrfachmarkierungen an einzelnen Zellproben als CD20* B-Zellen (43%) und
als CD14* Monozyten (10%) (Abb. 68B) charakterisiert werden.

Ubereinstimmend mit diesen Beobachtungen sind Berichte von Song et al.®
sowie von Zhu et al."®® (ber IL-17 sezernierende murine Makrophagen.
Humane Monozyten, die IL-17 produzieren, beschrieben Starnes et al'% sowie

andere Autoren.(119):(29).(%9)

Fur ein Vorkommen von IL-17 in der B-Zellreihe sprechen in dieser Studie auch
Untersuchungen an verschiedenen EBV-transformierten B-Zelllinien (Kap. 3.4).
Wahrend einige B-Zelllinien wie Olga und AMAI nahezu keine IL-177
Zellfraktionen (~0,2%) Uber der Background Fluoreszenz aufwiesen (Abb. 70),
zeigten andere B-Zelllinien geringe IL-17* Zellsubpopulationen. In der B-Zelllinie
Boleth liel® sich sogar ein grof3er Anteil IL-17" Zellen von 4,7% beobachten.
Interleukin-17 liel3 sich in dieser B-Zelllinien Boleth auch durch den Nachweis
entsprechender mRNA bestatigen. Welche B-Zellsubpopulation in vivo IL-17

exprimieren, mussen weitere Studien klaren.

4.2. Unterschiede der Lymphozytenpopulationen bei RA-Patienten und
Gesunden

Unter den CD3* Lymphozyten im Gate | von RA-Patienten fand sich ein
grolerer Anteil CD4* (Abb. 32) und CD4*/CD8" doppelt positiver Zellen (Abb.
34) verglichen mit den gesunden Kontrollpersonen. Das vermehrte Vorkommen
CD3*/CD4*/CD8* Lymphozyten bei Autoimmunerkrankungen beschrieben
bereits verschiedene Autoren.®"

Entsprechend lieRen sich innerhalb der CD3* Lymphozytenpopulationen der
Gesunden mehr CD8" (Abb. 33) und mehr CD4/CD8" doppelt negative (Abb.
35) Zellen als bei den RA-Patienten nachweisen.

RA-Patienten hatten in allen Zellfraktionen der CD3* unstimulierten
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Lymphozyten im Gate | einen geringeren Anteil CD28" Zellen als Gesunde
(Abb. 42) wie dies auch in der Literatur mehrfach beschrieben und mit T-Zell-
Abnormalitat bei der RA assoziiert worden ist.”

CD3/CD56* NK-Zellen waren, wie in der Literatur beschrieben,®” bei RA-
Patienten, auller nach PHA Stimulation, in einer groeren Frequenz vorhanden
als bei Gesunden (Abb. 41).

4.3. IL-17* Zellpopulationen bei RA-Patienten und Gesunden

Mehrfach wurde dartUber berichtet, dass RA-Patienten verglichen mit
Osteoarthritis Patienten in der Synovialfliissigkeit wie auch im Uberstand von
dentritischen PBMC signifikant erhdhte IL-17 Spiegel im ELISA gezeigt hatten.
®1.(126) |n dieser Studie wurde nachgewiesen, dass RA-Patienten diese erhéhten
Werte im Uberstand von PBMC auch mit einer erhéhten IL-17 Frequenz von IL-
17" Zellen im Blut der Patienten korrelieren.

Dennoch war der Anteil der IL-17 Fraktionen an der CD3"
Lymphozytenpopulation bei Gesunden und RA-Patienten nicht signifikant
unterschiedlich (Kap.3.2.9.2 + Tab.6). Ahnlich wie in dieser Studie hatten auch
Yamada et al'® fiir CD3*/CD4" Zellen keine signifikanten Unterschiede
zwischen Kontrollen und RA-Patienten berichtet. Diese Autoren berichten
ebenso, dass IL-17" CD3*/CD4" Lymphozyten auch in der Synovialflussigkeit
und im Synovialgewebe von RA-Patienten im Vergleich zu Osteoarthritis
Patienten zwar erhdht waren, aber nur eine kleine Population der CD3*/CD4"* T-
Zellpopulation darstellen. Auch die Ergebnisse dieser Studie an PBMC
ergeben, dass die CD3*/CD4"IL-17* Zellen nur eine kleine, geringfugig erhdhte
Population der CD3*/CD4* Lymphozyten bei RA-Patienten (Abb.52A) ahnlich
wie bei gesunden Personen im Blut bildet.

Anders als in Tiermodellen der RA scheinen beim Menschen Veranderungen in
Th17 Zellen im Blut wie auch Synovialgewebe bei den zu beobachtenden T-
Zell-Veranderungen nicht vorrangig zu sein. Damit bleibt offen, ob und welche
Bedeutung den Th17 Zellen in der Pathogenese der RA beim Menschen

zukommen. Es missen weitere Studien zeigen, ob die Unterschiede zwischen
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den vorliegenden Ergebnissen und dem Tiermodell auf die Therapie
zurUckzufuhren sind oder ob es sich um echte Unterschiede zwischen Mensch

und Tiermodell handelt.

Gesunde und RA-Patienten unterschieden sich signifikant nur im Anteil der IL-
17t Zellen an der kleinen CD3"/CD4*/CD8" doppelt positiven
Lymphozytenpopulation, wobei Gesunde eine gréliere IL-17 Zellfraktion als RA-
Patienten aufwiesen (Abb. 52C). Da diese Population jedoch sehr klein ist,
beeinflusst sie die IL-17* Zellfraktion an den CD3* Zellen zu gunsten der

Gesunden verglichen mit den RA-Patienten nur geringfugig.

Eine signifikant groRere IL-17" Zellfraktion zeigten RA-Patienten gegenuber
gesunden Probanden an den unstimulierten CD3" Zellen im Gate | (0,43% =
157 Zellen vs. 0,23% = 115 Zellen) (Abb. 53).

Eine grolRe IL-17 Zellfraktion zeigte dabei vor allem die CD3/CD4" Population,
mit 5,6% bei RA-Patienten und mit 3,6% bei Gesunden (Abb. 54A). Ob es sich
um die von Page et al.®? beschriebenen Th1-Zytokin produzierenden
Lymphozyten handelte, die die CD3 Expression verloren haben oder um
Progenitoren von Monozyten oder anderen myelomonozytaren Zellen mussen

weitere Studien zeigen.

Auch die CD3/CD8" Zellen hatten bei RA-Patienten (1,17% £ 22 Zellen)
unstimuliert einen signifikant (p<0,01) groeren Anteil IL-17" Zellen als bei
gesunden Probanden (0,59% = 18 Zellen) (Abb. 54B). Zu einem grof3en Teil
exprimierten diese Zellen CD56 und scheinen somit den NK-Zellen

anzugehoren.
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Tabelle 6: Rel. Frequenzen der Interleukin-17* Zellen an  verschiedenen
Lymphozytenpopulationen bei RA-Patienten und Kontrollen (mittlere Prozentanteile an der
jeweiligen elektronisch selektionierten Zellpopulation)

Unstim. Unstim. PHA PMAI HLA KI.II | HLA KI1.IT
Gesund RA Gesund PHA RA Gesund | PMAIRA | Gesund RA

Lymphozyten
im Gate | 0,54 0,62 0,68 0,66 0,8 0,97 0,52 0,58
L hozyten
i Cato 1 1,04 091 1,01 0,91 098 084
CD3+

L hozyten
in’fgiteZ.yt 0,62 0,69 0,95 0,96 0,94 1,02 0,61 0,66
CD3+
Lymphozyten
im Gate |l 2,26 3,17 3,52 4,09 2,01 2,04
CD3+/CD4+
L hozyten
in);rg%tezlyt 0,65 0,71 1,08 1,24 1,42 1,5 0,65 0,7
CD3+/CD4+
Lymphozyten
im Gate |l 2,32 3,44 3,18 4,51 2,15 2,22
CD3+/CD8+
Lymphozyten
im Gate | 0,56 0,61 0,71 0,61 0,76 0,83 0,56 0,55
CD3+/CD8+
Lymphozyten
im Gate Il 1,71 2,39 2,2 1,28 1,51 1,28
CD3+/dop
pos
Lymphozyten
im Gate | 6 3,53 13,43 10,78 15,6 13,43 4,12 3,39
CD3+/dop
pos
Lymphozyten
im Gate |l 4,56 5,44 7,34 8,45 4,02 5,19
CD3+/dop
neg
Lymphozyten
im Gate | 0,46 0,57 0,58 0,49 0,79 0,84 0,45 0,52
CD3+/dop
neg
Lymphozyten
in):n thez"yt 1,99 1,01 1,48 1,09 1,75 0,79
CD3-
Lymphozyten
im Gate | 0,23 0,43 0,18 0,19 0,32 0,7 0,2 0,35
CD3-
Lymphozyten
in): Gpatez"yt 0,79 0,62 0,49 0,4 0,87 0,7
CD3-/CD4+
Lymphozyten
im Gate | 3,6 5,35 1,04 0,85 2,48 4,27 3,41 4,33
CD3-/CD4+
L hozyten
irr):nCt}Fz':\tezl?/t 2,04 2,28 2,56 1,67 1,41 2,04
CD3-/CD8+
L hozyten
in)1,nc]5patezlyt 0,59, 1,17 0,28 0,34 1,24 1,15 0,66 0,66
CD3-/CD8+
Lymphozyten
in¥1 G%tez"yt 1,66 2,86 1,16 1,27 2,006 1,64
CD3-/CD56
+
Lymphozyten
im Gate | 0,27 0,66 0,18 0,22 0,45 0,5 0,31 0,65
CD3-/dop
neg
Lymphozyten
im Gate | 0,19 0,33 0,15 0,22 0,25 0,51 0,16 0,27
CD3-/dop
neg
Lymphozyten
i Cato 063 052 042 03l 073 066
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Eine signifikant groRere IL-17* Zellfraktion fand sich bei RA-Patienten (0,66% =
39 Zellen) verglichen mit Gesunde( 0,27% = 19 Zellen) auch in den
CD3’CD56* NK-Zellen (Abb. 54C, Tab. 6). Ebenso berichteten in den letzten
Jahren verschiedene andere Arbeitsgruppen®(2:(115). - dass NK-Zellen in der

Lage sind IL-17 zu exprimieren.

Dartber hinaus fanden sich bei Patienten und Gesunden CD3  Zellen, die
weder CD4, CD8 noch CD56 exprimierten. RA-Patienten (0,33%) scheinen
unstimuliert eine signifikant gro3ere IL-17* Fraktion dieser Zellen als Gesunde
(0,19%) aufzuweisen. In einzelnen Testproben konnte gezeigt werden, dass
diese Zellen hauptsachlich CD20* B-Zellen und CD14" Monozyten enthielten
(Kap.3.3). Bisher war Uber B-Zellen, die in der Lage sind IL-17 zu sezernieren in
der Literatur noch nicht berichtet worden. Monozyten sollen dagegen
verschiedene Arbeitsgruppen®)©®) (102.(11%) 7z, Folge in der Lage sein IL-17 zu

sezernieren

Inwieweit auch CD3" IL-17" Zellen fur die Pathogenese der RA von Bedeutung

sind, muss in weiteren Studien Uberprift werden.

Ahnlich wie in der Studie von Yamada et al.?® konnte auch in dieser Analyse
der Frequenz an CD3*/CD4" IL-17* Zellen keine Korrelation zu den klinischen
Parametern wie auch dem DAS28 gefunden werden (Kap. 3.5). Ebensowenig
ergaben sich auch Korrelationen der anderen nachgewiesenen [L-17"

Zellpopulationen zu klinischen Parametern.

Bei der Bewertung der Ergebnisse dieser Studie muss bericksichtigt werden,
dass alle untersuchten Patienten geringe oder mafige Krankheitsaktivitat
aufwiesen, wie es auch in ihr niedriger DAS28 erkennen lasst (Tab.3, Kap.2.6).
Es kommt hinzu, dass die Patienten verschiedene Therapien erhielten, die
Einfluss auf IL-17* Zellpopulationen austben kdénnten. Der Einflul der

verschiedenen Therapien auf die einzelnen IL-17" Zellpopulationen konnte in
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dieser Studie nicht evaluiert werden. Es konnte in verschiedenen Studien
gezeigt werden, dass die Therapie mit Kortikosteroiden™® und MTX® zu

verringerten Frequenzen von IL-17* Zellen fihren kann.

4.4. Stimulierbarkeit der Zellpopulation

Arbeiten von Ziolkowska et al.'® und Lenarczyk et al.®® hatten gezeigt, dass in
humane PBMC sowohl mit PHA als auch mit PMA/lonomycin die IL-17
Produktion stimuliert werden kann. In dieser Studie fuhrte die Stimulationen mit
PHA und mit PMA/lonomycin auch zu einer Zunahme der IL-17" Zellfraktion.
Dabei wurden nicht alle Subpopulationen in denen IL-17 detektiert wurde
gleichermal3en durch die beiden Stimulanzien stimuliert. Ferner wurden auch

Unterschiede zwischen Gesunden und RA-Patienten beobachtet.

So lield sich die IL-17" Zellfraktion innerhalb der CD3* T-Zellen, wie dies auch
von Lenarczyk et al.®® beschrieben worden war, durch die unspezifische
Mitogenstimulation mit PMA/lonomycin zu einem hochst signifikanten IL-17
Anstieg (p<0,0001) im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollen stimulieren.
Die Zunahme der IL-17* CD3*/CD4* Zellen nach Stimulation mit PHA (112:(126)
oder PMA/lonomycin®(2® in PBMC von Gesunden in dieser Studie glichen
dabei vorbeschriebenen Werten. Nach PMA/lonomycin Stimulation lieRen sich
dartberhinaus auch IFN-y*/IL-17" doppelt positive Zellen in der Zellpopulation
der CD3*/CD4* T-Helfer-Zellen finden (Abb. 59A). Ahnlich wie fir die IL-17*
CD3*/CD4* Lymphozyten, waren nach unspezifischer Mitogenstimulation mit
PMA/lonomycin auch signifikant hohere Frequenzen an IL-17" Zellen in den
CD3*/CD8" T-Killer-Zellen (Abb. 52B) zu sehen. Ebenso konnten IFN-y*/IL-17*
doppelt positiven Zellen nach PMA/lonomycin Stimulation in den CD3*/CD8*
Lymphozyten beobachtet werden (Abb. 59B).

Auch die Mitogenstimulation mit PHA fiihrte, wie in der Literatur beschrieben, "
zu einer signifikanten (p<0,001) Erhéhung der Frequenz doppelt positiver
CD3*/CD4*/CD8* Zellen in den PBMC (Abb. 34) Der Anteil IL-17* Zellen an
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dieser doppelt positiven Zellpopulation lie3 sich durch Stimulation mit PHA
(13,43% = 106 Zellen absolut IL-17* Zellen) und mit PMA/lonomycin (15,6% =
65 Zellen absolut IL-17*" Zellen) hdchst signifikant (p<0,0001) im Vergleich zu
den CD3"/CD4*/CD8 Lymphozyten und den unstimulierten Zellen steigern (Abb.
52A+C).

Insgesamt zeigte sich damit, dass in vitro die unspezifische Aktivierung mit
PMA/lonomycin bzw. die Mitogenstimulation mit PHA zu einem Anstieg der IL-
17* Zellen in verschiedenen Subpopulationen der CD3* T-Zellen bei Gesunden

und RA-Patienten fihren konnte.

Auch innerhalb der CD3  Zellen lieR sich durch Mitogenstimulation mit
PMA/lonomycin eine Erhéhung der IL-17" Zellen anregen (Tab.6 & Abb. 53).
Hingegen war innerhalb der CD3/CD4* Zellen durch Stimulation mit
PMA/lonomycin eine deutlichen Abnahme der IL-17* Zellen zu beobachten.
Bemerkenswerterweise stieg bei Gesunden die IL-17* Zellfraktion in der
CD3/CD56" NK-Zell-Population nach PMA/lonomycin Stimulation signifikant an,
wahrend sie bei RA-Patienten abnahm.

Monozyten (CD3/CD14") wiesen nach PMA/lonomycin Stimulation ein sehr viel
hoheren Anteil (22,3%) IL-17" Zellen (Abb. 69B) verglichen mit den
unstimulierten CD3/CD14* Zellen (5%) (Abb. 69B) auf. B-Zellen lief3en sich
nicht durch Mitogene stimulieren (Abb.69B).

Anders als die Stimulation mit PMA/lonomycin fuhrte PHA zu einer signifikanten
Abnahme der IL-17* Zellen an den CD3  Zellpopulationen in PBMC von
Gesunden und Patienten verglichen mit den unstimulierten Zellen (Tab.6 &
Abb.53). Ob dies durch eine Reduktion/Apoptose oder durch eine Stimulation
bzw. Differenzierung von T-Zellen bedingt war, konnte in dieser Studie nicht

geklart werden.

Die Stimulation mit HLA KI. |l restringierten Peptiden, die vor allem aus
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verschiedenen Virusproteinenn abgeleitet waren fuhrten in vitro zu keiner
Veranderung der IL-17* Zellpopulationen. Dies lasst darauf schliel3en, dass eine
HLA-abhangige antigen-spezifische Stimulation fur die Aktivierung der IL-17*
Zellen nicht ausreicht.

Es sind weitere Studien sowohl im Menschen als auch im Mausmodell nétig um
die Bedeutung von IL-17 fur die rheumatoiden Arthritis zu erfassen. Bei RA-
Patienten Bedarf es zusatzlicher Untersuchungen, um die IL-17 produzierenden
Zellen in ihrer Funktion, Regulation und Dynamik sowie den EinfluR der

Therapie weiter zu beschreiben.

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass neben den bekannten Th17-
Helfer-Populationen, die im Vergleich zu Gesunden bei RA-Patienten mit
niedriger Krankheitsaktivitat nicht signifikant erhéht war, bisher nicht klar
differenzierte CD3* und CD3 PBMC im Blut von RA-Patienten an der
Produktion von IL-17 beteiligt sind. Bezogen auf eine gleiche Anzahl von Ficoll
isolierten mononukledren Zellen scheinen bei RA-Patienten zu einem signifikant
erhdhten Anteil auch CD3" Populationen an der Synthese von IL-17 beteiligt zu
sein. Hier kdnnten insbesondere auch NK-Zellen, CD3/CD4* myelomonozytare
Zellen und B-Zellen fur die Entwicklung der rheumatoiden Arthritis von
Bedeutung sein. Zuklnftige Arbeiten sollten daher auch die Frequenz und
Dynamik der CD3" Zellpopulationen in Blut und entzindeten Gelenken

berucksichtigen.
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5. Zusammenfassung

IL-17 ist ein proinflammatorisches Zytokin, das vermehrt in der
Synovialflussigkeit sowie im Serum von RA-Patienten gefunden wurde und eine
wichtige Rolle in der Pathogenese der RA spielen soll. Als zellularer Ursprung
von IL-17 wurde eine spezifische Th17 Zellpopulation beschrieben. Aber auch
andere T- und nicht-T-Zellen wie NK-Zellen, yd-Zellen, Neutrophile,

Granulozyten und Monozyten sollen IL-17 produzieren konnen.

Diese Arbeit hatte zum Ziel, die Heterogenitat Interleukin-17 produzierender
Zellen bei Gesunden und RA-Patienten aufzuzeigen und nach ihrer Verteilung
zu vergleichen. Daruber hinaus untersuchte diese Arbeit, ob IL-17"
Zellpopulationen von Gesunden und RA-Patienten sich durch unspezifische
Mitogenstimulation mit PHA und PMA/lonomycin und spezifische Stimulation

mit HLA KI.II restringierten Peptiden beeinflussen lieen.

Diese Studie konnte zeigen, dass nicht nur CD3*/CD4* Thy; Zellen an der
Produktion von IL-17 beteiligt sind, sondern die IL-17 produzierenden Zellen

eine grofRe Gruppe heterogener Zellen ist.

In dieser Arbeit lield sich wie auch schon in anderen Arbeiten beobachten, dass
PBMC von RA-Patienten mehr IL-17" Zellen als PBMC von Gesunden
aufweisen. Bei Gesunden und RA-Patienten enthielten die CD3*/CD4" Th17-
Zellen erwartungsgemald die groRte Population an IL-17* Zellen. Daruber
hinaus konnten CD3*/CD8* T-Zellen sowie CD3*/CD4*/CD8" doppelt positive
Zellen als IL-17 Produzenten charakterisiert werden. Weiter zeigten auch
CD3*/CD8/CD56* NK-T-Zellen einen hohe Anteil IL-17* Zellen. Signifikante
Unterschiede bezuglich des IL-17 Anteils zwischen Gesunden und RA-
Patienten konnten in diesen CD3" T-Zellpopulationen jedoch nicht festgestellt

werden.

124



Im Gegensatz dazu unterschieden sich CD3- Zellpopulationen bezuglich ihrer
IL-17* Zellfraktionen von RA-Patienten und Gesunden signifikant. In diesen
CD3 Zellpopulationen hatten RA-Patienten deutliche, teils signifikant groliere
IL-17 Zellfraktionen als Gesunde, weshalb sie eine besondere Rolle bei der
Pathogenese der rheumatoiden Arthritis spielen kdonnten. Diese CD37/IL-17*
Zellen konnten als NK-Zellen, CD3/CD4* Zellen, B-Zellen und Monozyten
charakterisiert werden. Auch durch ihre geringere Stimulierbarkeit bzw. gar
Verminderung der IL-17 Zellfraktion nach Stimulation unterschieden sich diese
CD3 Zellpopulationen von den CD3* T-Zellen der RA-Patienten. Welche
pathogenetische Bedeutung bei der RA diese IL-17 produzierenden CD3" Zellen

haben missen weitere Studien jedoch erst noch zeigen.
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6. Abklirzungsverzeichnis

Abb
Ak
APC
BSG
BFA
CCP
CD

CED
CIA

CRP
CTLA
DAS28

DC
DMSO
EAE

e.c.
et al.
ER
EBV
EMA
FACS

FCS
FL

FSC
FITC

Abbildung

Antikorper

Allophycocyanin

Blutsenkungsgeschwindigkeit

Brefeldin A

zyklische citrulinierte Peptide (engl. cyclic citrullinated peptide)
Klassifikation von Oberflachenproteinen (engl.cluster of
differentiation)

chronisch entziindliche Darmerkrankung

Collagen Induzierte Arthritis (Mausmodell fir Rheumatoide
Arthritis)

C-Reaktives Protein

zytotoxisches T-Lymphozyten Antigen

klinisches Punktesystem mit der Beurteilung von 28 Gelenken
(disease activity score)

dentritische Zellen (engl. dentritic cells)

Dimethylsulfoxid

experimentelle autoimmune Encephalomyelitis (Mausmodell fir
Multiple Sklerose)

Extrazellular

und andere (Latein: et alii)

endoplasmatisches Reticulum

Epstein-Barr-Virus

Ethidium-Mono-Azid

fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (engl. fluorescence-activated-
cell-sorter)

fotales Kalberserum (engl. fetal calf serum)

Fluoreszenzlicht

Vorwartsstreulicht (engl. forward scatter)

Fluorescein Isothiocyanat
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GP

HCMV
HLA
HVS
i.c.
IFN-y

LASER
LPS
MHC
mADb
MCP
Mio.
min

mi
Mon.
MTX
Ml
PBMC

PBS
PCR
pH
PHA
PE
PerCP
PMA

Gramm

Fliehkraft

gesunder Proband

Stunden

humanes Cytomegalovirus

humanes Leukozyten Antigen

Herpes Virus Samiri

intrazellular

Interferon-gamma

Interleukin

Jahre

light amplification by stimulated emission of radiation
Lipopolysaccharid

major histocompatibility complex

monoklonaler Antikorper

Monozyten chemotaktisches Protein

Million

Minuten

Milliliter

Monate

Methotrexate

Mikroliter

periphere mononukleare Blutzellen “peripheral blood mononuclear
cells

Phosphat-gepufferte Salzlosung “phosphat buffered saline”
Polymerasekettenreaktion (“polymerase chain reaction”)
pondus Hydogenii

Phytohamagglutinin

Phycoerythrin

Perinidin Chlorophyll Protein
phorbol-12-myristat-13-acetat
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RA rheumatoide Arthritis

SD Standardabweichung

SSC Seitwartsstreulicht (engl. sideward scatter)

TCR T-Zell-Rezeptor (, T-cell-Rezeptor®)

TGF Tumor Wachstumsfaktor (, Tumor Growth Factor®)
TNF Tumor Nekrosefaktor

Treg regulatorische T-Zellen

TWEAK TNF-artiger schwache Apoptose Ausloser (engl. TNF-like weak

apoptosis inductor)
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