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4 Einleitung

4.1 Immunsystem und Autoimmunitat

Gegen die in der Umwelt vorhandenen Pathogene steht dem menschlichen
Korper eine effiziente Abwehr in Form des Immunsystems zur Verfiigung. Ein
ausgedehntes Netzwerk aus zellularen und I6slichen Akteuren ermdglicht eine
effektive Verteidigung gegen Angriffe von aul3en. Eine Infektion muss effektiv
bekampft werden, ohne durch udberschiel3ende Inflammation ausgedehnte
Schaden am Koérpergewebe zu verursachen. Jede Immunantwort ist deshalb ein
fein austariertes Gleichgewicht aus hemmenden und férdernden Einflissen.
Fehler im Zusammenspiel dieses komplexen Systems kdnnen zu einer auf
eigene Kdrperstrukturen gerichteten, fehlgeleiteten Immunreaktion fihren. Dies
manifestiert sich als Immundefekt. Das Immunsystem fehlinterpretiert hierbei
korpereigene Antigene als fremd und leitet eine Entziindungsreaktion ein. Dies
kann abhangig vom betroffenen Antigen in jedem Gewebe des menschlichen
Organismus auftreten; beispielsweise an Gelenken, der Haut oder inneren
Organen. Die Therapie autoimmuner Erkrankungen stellt die Medizin vor
anhaltende Probleme. Dies ist unter anderem auf die im Detail immer noch
ungeklarten  Pathomechanismen, welche fur die Entstehung von
Autoimmunerkrankungen verantwortlich sind, zurlckzufuhren. Der
symptomatische Einsatz immunsupprimierender Medikamente erlaubt, die
Uberschieliende Immunreaktion zu reduzieren. Die Nebenwirkung einer
starkeren Anfalligkeit fur Infektionen wird dabei in Kauf genommen. Kurative
Therapiemoglichkeiten stehen in den meisten Fallen nicht zur Verfigung oder
beinhalten, wie im Fall der Stammzelltransplantation, hohe Risiken fur die

Erkrankten.

4.2 Systemische Sklerose

Die Systemische Sklerose (SSc), friher Sklerodermie genannt, ist eine
rheumatische, zur Gruppe der Kollagenosen gehérende, Autoimmunerkrankung.
Ihre Inzidenz betragt 5,6 Falle pro 100000 Personenjahren in den USA [1].
Pathognomonisch ist die im Krankheitsverlauf zunehmende Sklerose der Haut,

die durch eine vermehrte Ablagerung von Kollagen im Bindegewebe entsteht.
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Abbildung 1: Typische Klinik und Befallsmuster der SSc

A Héande einer Patientin mit diffus-kutaner SSc. Erkennbar die sklerotischen Hautverénderungen,
welche zum Verstreichen der Hautfalten und zu Flexionskontrakturen der Finger fuhren. Am
rechten Mittelfinger zusatzlich erkennbares nekrotisches Ulkus. (aus: Katsumoto et al.; Annual
Reviews of Pathology: Mechanisms of Disease. 2011. 6:5.510) B Schematisch dargestellte
Befallsmuster der klinischen SSc-Subtypen. Schwarz gekennzeichnet sind Hautareale, die
betroffen sein kdnnen.

Die SSc zeigt sehr unterschiedliche Verlaufsformen und -geschwindigkeiten.
Anhand der Lokalisation der Hautsklerose werden zwei Subtypen unterschieden.
Ein auf die distalen Akren beschranktes Befallsmuster wird als limitiert-kutan
klassifiziert. Demgegeniber steht die diffus-kutane SSc, die mit Hautsklerose am
ganzen  Korper und einer erhOhten Mortalitat einhergeht [2].
Prognoseverschlechternd ist der Befall und die vitale Beeintrachtigung innerer
Organe wie Lunge, Herz, Osophagus oder Nieren. Eine solche Organbeteiligung
ist bei einem Grol3teil der Todesfélle unter den Erkrankten zu finden [3]. Auch der
Autoantikdrper Anti-Scl70 ist mit einer schlechteren Prognose assoziiert [4]. Die
Pathogenese der SSc bleibt im Detail ungeklart. Konsens herrscht tber das
Vorliegen vaskularer und immunologischer Anomalitaten. Diese fihren zu einer
gestorten GefaRpermeabilitat, die im Initialstadium der Erkrankung zu Odemen
und zum Raynaud-Phanomen fuhren. Es folgt die Migration von T-Lymphozyten
und eine chronische perivaskulare Entzindung, in deren Verlauf die
Hyperstimulation von Fibroblasten zu zunehmender Gewebefibrose fuhrt [5]. Die
Therapie erfolgt mit Immunsuppressiva und symptombezogen nach betroffenen

Organen [6].



Neben der niedrigen Inzidenz wird die Erforschung der Erkrankung durch ihre
grolle Heterogenitat erschwert. Eine immunologische Beteiligung am
Krankheitsgeschehen ist gesichert, jedoch ist bisher wenig tber die genauen
Mechanismen und ihre Bedeutung fur die Pathogenese der Erkrankung bekannt
[7]. Der klassische Mechanismus einer Autoimmunerkrankung ist die Produktion
von gegen eigene Korperstrukturen gerichteten Antikérpern durch autoreaktive
B-Zellen. Auch im Falle der SSc existieren pathognomonische Autoantikdrper wie
Anti-Scl70, Anti-Zentromer und Anti-RNA-Polymerase-Ill. Sie bilden jedoch nur
einen Teilaspekt der Pathogenese der Erkrankung, es sind ebenfalls
Veranderungen im Verhalten der T-Zellen belegt. Die Immunantwort des
adaptiven Immunsystems besteht aus einer zelluléar (Typ 1) oder humoral (Typ 2)
dominierten Reaktion. Die Balance aus den beiden Armen wird durch
T-Helferzellen reguliert. Tui- oder The-polarisierte T-Helferzellen steuern dies
Uber die Sezernierung von Zytokinen. Im Falle der SSc scheint dieses
Gleichgewicht in Richtung einer Typ 2 Immunantwort verschoben zu sein. Dies
zeigt sich in einem erhdhten Serumspiegel typischer Typ 2-Zytokine, wie
Interleukin(IL)-13 [8] und einer verstarkten Thz-Polarisierung von T-Helferzellen
in Hautlasionen und peripherem Blut SSc-Erkrankter [9]. Ein Th2-Ubergewicht
wird allgemein mit der Entstehung von Fibrose in Verbindung gebracht [10].
Weiterhin wurden Abweichungen der Funktion und Anzahl regulatorischer
T-Zellen und Thi7-Zellen beschrieben. Beide Zelltypen wirken antagonistisch
zueinander. Die Aufgabe regulatorischer T-Zellen besteht in der Unterdriickung
uberschiellender Immunreaktionen und Autoimmunitat. Radstake et al.
berichten, dass die Anzahl regulatorischer T-Zellen im peripheren Blut
SSc-Erkrankter zwar erhoht ist, die Zellen in vitro jedoch funktionell stark
eingeschrankt sind [11]. Tui7-Zellen sezernieren Mediatoren, die pro-

inflammatorisch und profibrotisch wirken. [12, 13].

4.3 INKT-Zellen

Natirliche-Killer-T-(NKT)-Zellen sind eine ungewdhnliche Population von
T-Lymphozyten. NKT-Zellen besitzen, wie alle Zellen des erworbenen
Immunsystems, einen durch genetische Rekombination entstandenen

T-Zellrezeptor (TZR). Namensgebend ist die zusétzliche Expression von
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Rezeptoren, die charakteristisch fur natirliche Killer (NK)-Zellen sind, wie NK1.1
bei Mausen, NKG2D und CD161 beim Menschen. NKT-Zellen besitzen somit
ebenfalls Rezeptoren, die dem angeborenen Immunsystem zugehéren und
besetzen eine Zwischenposition im sonst getrennten System von angeborener
und erworbener Immunitat. NKT-Zellen werden ferner in Typ | und Typ Il
NKT-Zellen unterschieden. Typ| NKT-Zellen zeichnen sich durch einen
semi-invarianten TZR aus und werden deshalb auch als invariante naturliche
Killer-T-Zellen oder iNKT-Zellen bezeichnet. Im Gegensatz zu herkbmmlichen
T-Lymphozyten besteht der INKT-TZR stets aus der gleichen a-Untereinheit (UE)
Va24Ja18 kombiniert mit einem limitierten Repertoire von B-UE. Typ |
NKT-Zellen verfigen demgegeniber Uber ein breiteres Spektrum an TZR. Die
vorliegende Arbeit konzentriert sich im Folgenden ausschliel3lich auf
INKT-Zellen.

CD8* T-Zelle CD4* T-Zelle iNKT-Zelle

ﬂ‘ (ew

CD161 NK1.1

diverce TOR Va18Ja18 Vo14Ja18
Vp11 VB8/T/2
Peptide Glykolipide \\
1 11 1 —
MHC | MHC Il cD1d

Abbildung 2: Rezeptoren und Interaktion von T- und iNKT-Zellen

Schematische Darstellung der T-Zell-Rezeptoren und zugehdérigen MHC-Komplexe fir CD8+
(zytotoxische) T-Zellen, CD4+ (Helfer-)T-Zellen. Besonderheiten der iNKT-Zellen sind zum einen
der invariante T-Zellrezeptor und zum anderen die Antigenerkennung von Glykolipiden. Die
Kombinationen aus a- und B-Ketten, sowie NK-Zellrezeptoren sind fir humane und murine
iINKT-Zellen dargestellt.

Die Antigenerkennung konventioneller T-Zellen erfolgt in Form von Peptiden,

welche mittels Haupthistokompatibilitatskomplex (engl.: major histocompatibility
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complex, MHC) -Proteinen prasentiert werden. iINKT-Zellen erkennen hingegen
Glykolipide, welche Uber CD1d prasentiert werden. CD1d ist dem Peptid-
prasentierenden MHC-I-Molekul strukturell ahnlich (Abb. 2). iNKT-Zellen
erkennen sowohl endogene (Bsp.: Isoglobotriosylceramid) als auch exogene
Liganden (Bsp.: Lipopolysaccharide der Zellwédnde gram-negativer Bakterien)
[14]. Als exogenes Stimulans werden in der Forschung a-Galaktosylceramid
(a-GalCer) oder strukturahnliche Analoga verwendet. iINKT-Zellen bilden ca.
0,1 % der T-Lymphozyten. lhre Anzahl unterliegt interindividuell einer breiten
Schwankung, mit Tendenz zur Abnahme im Alter [15-18]. Trotz ihrer geringen

Anzahl besitzen INKT-Zellen potente immunregulatorische Funktionen.

Der Entdeckung spezifischer, INKT-Zell-aktivierender CD1d-Liganden [19]
ermdglichte intensive Forschung zur Funktion dieser Zellen im Immunsystem. Es
zeigte sich, dass das Verhalten von INKT-Zellen stark dem der Zellen des
angeborenen Immunsystems ahnelt. Das pragende funktionelle Merkmal von
INKT-Zellen ist die schnelle und massenhafte Ausschittung von Zytokinen nach
ihrer Aktivierung [20]. INKT-Zellen synthetisieren hierbei klassische Thi- und The-
Zytkoine Interferon (IFN)-y und IL-4, aber auch IL-2, Tumornekrosefaktoren
(TNF), IL-5, IL-13 und Granulozyten-Monozyten-koloniestimulierenden Faktor
(GM-CSF). Hierdurch nehmen iNKT-Zellen Einfluss auf die Funktion anderer
Immunakteure, beispielsweise T-Zellen. Abhangig von den sekretierten
Zytokinen kann eine Immunantwort verstarkend oder supprimierend moduliert
werden, weshalb INKT-Zellen als dynamische Immunregulatoren begriffen
werden. Auch direkt zellkontaktvermittelte Interaktionen via Fas-Ligand oder
NKG2D sind beschrieben. Welche Faktoren die regulatorische Funktion
beeinflussen, ist Gegenstand aktueller Fragestellungen. Mdogliche Hypothesen
sind hierbei: Die Existenz funktioneller Untergruppen von iNKT-Zellen [21], die
Aktivierung durch verschiedene Liganden, eine Abhangigkeit vom Kontext aus
Kosignalen oder dem Kontext der Liganden-Prasentation. Das unmittelbare
Zytokinprofil von iNKT-Zellen nach TZR-Aktivierung scheint relativ konstant zu
sein [14]. Modulierbar ist die langerfristige Zytokinproduktion von iNKT-Zellen,

sowie die Zytokine und Polarisierung transaktivierter Zellen. Aktivierte
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INKT-Zellen nehmen in vitro Einfluss auf eine Vielzahl von Immunzellen wie
dendritische Zellen (DZ), NK-Zellen, B- und T-Zellen [22].

© ©o

IL-4, IL-10,
IL-13, IL-17A,
IFNy
IFNy

IL-4, IL-10, IL-13,

IL-21, IFNy

«—  —

IL-4, GM-CSF,
TNF, IFNy
IL-17A, GM-CSF,

IFNy, CXCL2

IL-4, IL-13, IL-17A,
GM-CSF, TNF, IFNy

Makro-
phage

Abbildung 3: Interaktionen von iNKT-Zellen

iINKT-Zellen sind zentrale Immunakteure. Dargestellt sind die jeweiligen Zytokine, Gber welche
iINKT-Zellen die Funktionen anderer Immunzellen beeinflussen. DZ: Dendritische Zelle, B:
B-Lymphozyt, NK: NK-Zelle, T: T-Lymphozyt, GM-CSF: Granulozyten-Monozyten-
Koloniestimulierender Faktor, CXCL2: Chemokin-CXC-Ligand 2. (verandert nach Brennan et al.;
Nature Reviews Immunology. 2013. 13:S.111)

4.4 INKT-Zellen und Autoimmunerkrankungen

Durch die Fahigkeit, nach Aktivierung schnell groRe Mengen an Zytokinen
freizusetzen, besitzen INKT-Zellen grofes immunmodulatorisches Potential. Sie
sind deshalb rasch in den Fokus von Forschungen zur Regulation von
Immunantworten  bei Infektionen, Tumorerkrankungen, Allergien und

Autoimmunerkrankungen gerickt.

13



NOD (non-obese diabetic) ist ein Mausstamm, dessen Exemplare spontan an
Diabetes mellitus Typ 1 erkranken und als verbreitetes Tiermodell fir diese
Erkrankung verwendet werden. Bei der Erkrankung fuhrt die Zerstérung von
Pankreaszellen durch autoreaktive T-Zellen zum Insulinmangel und der
Entwicklung einer Diabeteserkrankung. Bei NOD-Mausen gelang als erstes der
Nachweis verminderter iNKT-Zahlen [23-25]. In Folgestudien konnte gezeigt
werden, dass die Behandlung der Mause mit a-GalCer den Ausbruch der
Krankheit verhinderte [26, 27]. Diese Erkenntnisse erweckten die Hypothese,
dass INKT-Zellen eine Rolle bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen
zukommt und intensive Forschungen zu iINKT-Zellen und Autoimmunitat

begannen.

Tierexperimentell konnten Effekte auf die Entstehung verschiedener
autoimmuner Modellerkrankungen nachgewiesen werden. So entwickeln
beispielsweise INKT-defiziente Mausstamme ein lupuséhnliches
Erkrankungsbild [28]. Bei anderen Erkrankungen liegen Hinweise fir
pathogenetische Funktionen der iINKT-Zellen vor, bspw. bei Asthma bronchiale
[29]. Eine Vielzahl von tierexperimentellen Studien beschéftigt sich mit den
Effekten der Stimulation von iNKT-Zellen auf autoimmune Phanomene. Im Falle
der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), einer
Modellerkrankung fir Multiple Sklerose, konnte der Krankheitsausbruch durch
Gabe eines INKT-Zell-Liganden verhindert werden [30]. Bei NZB/W-Méausen fuhrt
die Injektion von a-GalCer jedoch zur Exazerbation der bei diesem Mausstamm

spontan entstehenden, lupusahnlichen Symptomatik [31].

4.5 Zielsetzung der Arbeit

Trotz ihrer geringen Anzahl nehmen INKT-Zellen deutlichen Einfluss auf
Immunreaktionen in vivo und in vitro. Die Dynamik der Beeinflussung, suppressiv
oder foérdernd, ist individuell abhangig vom Pathomechanismus der jeweiligen
Erkrankung und dem Kontext der Immunreaktion. Die Erforschung von Rolle und
Funktion von INKT-Zellen bietet die Mdglichkeit fir ein umfassenderes
Verstandnis der Entstehung autoimmuner Erkrankungen und der Entwicklung

potenzieller Therapieansatze.
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Obwohl Indizien vorhanden sind, dass auch im Falle der SSc eine Beteiligung am
Krankheitsgeschehen stattfindet [32, 33], ist die Studienlage zu iINKT-Zellen im
Kontext der SSc bisher sehr begrenzt. Ein umfangreicheres Verstandnis des zu
Grunde liegenden Pathomechanismus ist zwingend noétig, um den Weg fur
effektivere Therapiemoglichkeiten zu ebnen. Die vorliegende Arbeit beschaftigt
sich deshalb mit der Frage, ob Hinweise auf eine Rolle der iNKT-Zellen beim
Krankheitsgeschehen der SSc vorliegen. Es wurden Analysen zu Anzahl,
Phanotyp und Funktion von iNKT-Zellen durchgefiihrt. Weiterhin wurde
untersucht, ob Korrelationen zwischen Subtypen und Surrogatparametern der

Krankheitsschwere und iINKT-Zellen bzw. ihren Merkmalen aufzeigbar sind.
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5 Material und Methoden

5.1 Materialien

Tabelle 1: Reagenzien

Reagens Abkirzung

Hersteller

Dulbecco’s Phosphate- DPBS

Buffered Saline

gibco life technologies; Grand Island, USA

Bicoll Separating Solution

Biochrom; Berlin, Deutschland

(1,077 g/ml)

Trypan Blue Solution (0,4 %) Sigma-Aldrich; Steinheim, Deutschland
Fetal Bovine Serum FBS Biochrom; Berlin, Deutschland

Dimethyl Sulfoxide DMSO Sigma-Aldrich; Steinheim, Deutschland
RPMI Medium 1640 + RPMI gibco life technologies; Grand Island, USA
GlutaMAX

2-Mercapto Ethanol 2-ME Roth; Karlsruhe, Deutschland

Minimum Essential Medium MEM NEAA

gibco life technologies; Grand Island, USA

Natrium Pyruvat

gibco life technologies; Grand Island, USA

Penicillin/Streptomycin PenStrep

Lonza; Verviers, Belgien

Hepes Buffer

gibco life technologies; Grand Island, USA

Ampuwa

Fresenius Kabi; Bad Homburg, Deutschland

Heparin-Natrium

Ratiopharm; Ulm, Deutschland

Tween 20 (Polysorbat)

Sigma-Aldrich; Steinheim, Deutschland

Tabelle 2: Stimulanzien

Stimulanzien Konzentration Hersteller
KRN7000 (a-GalCer) 100 ng/ml Abcam; Berlin, Deutschland
hiL-2 100 IE/ml Novartis; Nurnberg, Deutschland

Cell Stimulation Cocktail (plus nach

protein transport inhibitors) Hersteller-
angabe

eBioscience Thermo Fischer Scientific;
Dreieich, Deutschland

Tabelle 3: Medien und Puffer
Medium

Zusammensetzung

Einfriermedium

RPMI 1640+Glutamax
20 % FBS
10 % DMSO

INKT-Medium

RPMI 1640+Glutamax
10 % FBS

5,5 UM 2-ME

0,1 mM MEM NEAA

1 mM Sodium-Pyruvate
100 IE PenStrep

10 mM HEPES

RPMI-Medium

RPMI 1640+Glutamax
10 % FBS

Puffer

Zusammensetzung

FCM-Puffer

DPBS
2% FBS
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Tabelle 4: Durchflusszytometrie-Reagenzien

Durchflusszytometrie-Reagenzien

Hersteller

FcR Blocking Reagent

Milteny Biotec; Bergisch Gladbach,
Deutschland

One Comp Beads

eBioscience Thermo Fischer Scientific;
Dreieich, Deutschland

Permeabilisation & Fixation Buffer Set

eBioscience Thermo Fischer Scientific;
Dreieich, Deutschland

Tabelle 5: Antikoérper fur Durchflusszytometrie

Antikérper Fluorochrom  Klon Hersteller

(human)

Lebend/Tot- eFluor506 eBioscience Thermo Fischer Scientific;

Farbstoff Dreieich, Deutschland

Cdid-Tetramer PE Paul Savage, National Institutes of Health;
Bethesda, USA

CD3 BV605 OKT3 BioLegend; Koblenz, Deutschland

CD3 PerCP-Cy5.5 OKT3 BioLegend; Koblenz, Deutschland

CD4 Bv421 RPA-T4 BiolLegend; Koblenz, Deutschland

CD8a FITC HIT8a BioLegend; Koblenz, Deutschland

CD19 APC-Cy7 SJ25C1 BiolLegend; Koblenz, Deutschland

CD25 (IL2-Ro) BV711 BC96 BioLegend; Koblenz, Deutschland

CD45RA BV650 HI100 BioLegend; Koblenz, Deutschland

CD127 (IL7-Ro) PE-Cy7 A019D5 BiolLegend; Koblenz, Deutschland

CD197 (CCR7) APC GO043H7 BiolLegend; Koblenz, Deutschland

IFNy APC 4S.B3 eBioscience Thermo Fischer Scientific;
Dreieich, Deutschland

IL-4 APC 8D4-8 BioLegend; Koblenz, Deutschland

IL-17Ra APC A019D5 BiolLegend; Koblenz, Deutschland
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Tabelle 6: Gerate

Gerat Hersteller
Absaugpumpe Vacusafe, Integra Biosciences; Bieberfeld, Deutschland
Brutschrank MCO-18AIC, SANYO; Osaka, Japan

Durchlichtmikroskop

Axiovert 25, Zeiss; Jena, Deutschland

Durchflusszytometer

LSRFortessa Cell Analyzer, Becton Dickinson; Franklin
Lakes, NJ, USA

Kihlschrank +4° C

BioCompact Il, GRAM; Vojens, Danemark

-20° C Liebherr; Ochsenhausen, Deutschland
-80° C Thermo Fischer Scientific; Schwerte, Deutschland
Neubauer-Zahlkammer Assistent, Sondheim vor der Rhén, Deutschland
Pipetteboy Accu-jet pro, Brand, Wertheim, Deutschland
Pipetten Transferpette, HandyStep; Brand, Wertheim,
Deutschland
Sterilbank LaminAir HBB 2448, Hareus; Hanau, Deutschland
Stickstofftank Chronos 420, Cryotherm; Kirchen, Deutschland
Tisch-Zentrifuge D-6020, neoLab; Heidelberg, Deutschland
Vortexer D-6012, neolLab; Heidelberg, Deutschland
Wasserbad Typ 1083, GFL Gesellschaft fir Labortechnik mbH;
Burgwedel, Deutschland
Zentrifuge Multifuge 3S-R, Kendro; Osterode, Deutschland
Sterilbank Heraeus; Hanau, Deutschland

Tabelle 7: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Kryoréhrchen

Greiner Bio-One; Frickenhausen, Deutschland

Einmalspritzen

Braun; Wertheim, Deutschland

FCM-R06hrchen

Falcon, Corning Incorporated; Corning, New York,
USA

Pipettenspitzen

Biosphere; Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

TipOne, Starlap; Milton Keynes, Grof3britannien

Reaktionsgefalle
(0,5ml; 1,5 ml; 2 ml)

Eppendorf; Hamburg, Deutschland

Zellkulturplatten (24 well)

costar, Corning Incorporated; Corning, New York, USA

Zentrifugen-Roéhrchen
(15 ml; 50 ml)

CELLSTAR, greiner bio-one; Frickenhausen,
Deutschland

5.2 Methoden

5.2.1 Akquise von Patientenblutproben

Die vorliegende Studie wurde von der Ethik-Kommission der Medizinischen
Fakultdt Tubingen geprift und genehmigt (Votum 114/2016B0O2). Alle
Studienteilnehmer haben nach sorgféaltiger Aufklarung ihre schriftliche
Einwilligung zur Studie erklart. Im Rahmen der Systemsklerose-Sprechstunde
der rheumatologischen Ambulanz der Universitatsklinik Tubingen wurden

Blutproben von 88 konsekutiven Patienten mit Systemischer Sklerose
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entnommen. Die Entnahme von 50 ml peripherem Blut unter Zumischung von
Heparin-Natrium (200 I.E./ml) erfolgte im Zuge der Blutentnahme fir das
Routinelabor. Die zum selben Termin erhobenen klinischen Untersuchungs- und
Laborergebnisse wurden fur die Datenanalyse herangezogen. Als gesunde
Kontrollen dienten sogenannte BuffyCoats. Hierbei handelt es sich um ein
Nebenprodukt der Herstellung von  Erythrozyten-Konzentraten  aus
Vollblutspenden, welches die kernhaltigen Blutzellen des Spenders in hoher
Konzentration beinhaltet. Die BuffyCoats wurden Uber das Institut far

Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums Tubingen bezogen.

5.2.2 Isolierung, Kryokonservierung & Auftauen von PBMC

Mononukleare Zellen des peripheren Blutes (engl.: peripheral blood mononuclear
cells, PBMC) wurden mit Hilfe von Dichtegradienten-Zentrifugation isoliert.
Hierbei wird eine Ficoll-Trennlésung mit Dichte 1,077 g/ml verwendet. Bei der
Zentrifugation treten schwerere Blutbestandteile wie Erythrozyten und
Granulozyten durch diese hindurch, wéhrend Lymphozyten und Monozyten eine
Interphase zwischen Ficoll und Plasma der Blutprobe bilden und isoliert werden
konnen. Es wurden 15 ml Ficoll-Lésung in einem 50 ml Falcon vorsichtig mit
verdinntem Blut Uberschichtet (25 ml Blut + 10ml DPBS) und zentrifugiert
(20 min; 800g). Nach vorsichtigem Abnehmen der Interphase wurden die Zellen
in zwei Waschschritten gereinigt (5 min; 450 g) und von Thrombozyten (10 min;
125 g) befreit. AnschlieBend erfolgte die Zahlung mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer unter Ausschluss toter Zellen mittels Trypanblau-Farbung (0,04 %).
Die PBMC wurden in Einfriermedium (10 % DMSO, 20 % FBS) aufgenommen,
zugig in Kryo-Rohrchen aliquotiert und bei -80° C fir ein bis zwei Tage gelagert.

Danach wurden die Zellen in Stickstofflagerung bei -257° C tberfuhrt.

Das Auftauprotokoll beinhaltete die rasche Uberfiihrung der kryokonservierten
Probenréhrchen in ein 37° C warmes Wasserbad. Nach einer Minute erfolgte die
Aufnahme in 50 ml DPBS und das Abzentrifugieren des verdiinnten

Einfriermediums.
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5.2.3 Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Detektion von Zielmolektlen auf oder
in Zellen mittels Fluoreszenzeffekten. Hierbei werden Zellstrukturen mit
Fluorochrom-gekoppelten Antikbrpern gegen gewinschte Zielantigene markiert.
Innerhalb einer Mikrokanalklvette werden die Zellen in Flissigkeit einzeln an
einem Laserstrahl definierter Wellenlange vorbeigeleitet, welcher zur
spezifischen Anregung des Fluorochroms dient. Die Emission des
fluorochromspezifischen Wellenspektrums wird Uber Filtersysteme und
Photomultiplier erfasst. Durch Kombination verschiedener Laser zur Anregung
und verschiedener Fluorochrome mit unterschiedlichen Emissionsspektren ist es
maoglich, simultan mehrere Antigene auf Einzelzellen zu erfassen. Mit modernen
Geraten konnen so in kurzer Zeit grof3e Zellpopulationen hinsichtlich ihrer
Merkmalausstattung detailliert charakterisiert werden.

5.2.4 Extrazellulare Farbung

In dieser Arbeit wurde die Durchflusszytometrie zur Immunphanotypisierung von
Lymphozyten verwendet. Fir die extrazellulare Farbung wurden bis zu 2x107
PBMC vorgelegt und zunéchst in 50 pl FCM-Puffer mit Fc-Rezeptor-Blocker
inkubiert (5 min; 4° C), um unspezifische Bindungen zwischen zellularem
Fc-Rezeptor und Fc-Teil der verwendeten Antikorper zu unterbinden. Danach
erfolgte die Inkubation mit Antikdrpern des gewlnschten Farbeprotokolls in
weiteren 50 pl FCM-Puffer (20 min, 4° C). Die jeweiligen Antikérper wurden in
optimierter Konzentration anhand laboreigener Titrationsversuche verwendet.
Nach Inkubation erfolgte die Zentrifugation der Probenrohrchen und
anschlieRende Abnahme des Uberstandes zur Entfernung ungebundener
Antikérper. Die Zellen wurden anschlieBend in FCM-Puffer resuspendiert,
gekuhlt und im Dunkeln gelagert. Patientenproben und gesunde Kontrollen
wurden mit einem Farbeprotokoll aus immunologischen Oberflachenmarkern
analysiert, welches folgende Antigene erfasste: CD3, CD4, CD8, CD19, CD25,
CD45RA, CD127, CD197, CD1d-Tetramer. Zuséatzlich wurden tote Zellen mittels
ihrer Aufnahme von eFluor506 gefarbt und bei der Analyse exkludiert. Die
Messung der Proben erfolgte zeitnah nach der Farbung an einem LSR Fortessa
von BD Biosciences.
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5.2.5 Intrazellulare Farbung

Fur die Messung intrazellularer Molekile wurden die Zellen nach dem
extrazellularen Farbeschritt fixiert und permeabilisiert. Dies erfolgte durch
Inkubation mit 100 ul Fixations-Puffer im Dunkeln (30 min; Raumtemperatur) und
Zugabe von 1 ml Permeabilisations-Puffer mit anschlieBendem Waschen (5 min,
450 g). Die Zellen wurden dann analog zum oben genannten Farbeprotokoll mit
Anti-Zytokin-Antikbrpern behandelt. Dieser Schritt ermdglicht die intrazellulare
Bindung der Antikorper Uber die permeabilisierte Zellmembran hinweg. Der
extrazellulare Farbeschritt beinhaltete die Marker CD3, CD4, CD8, CD1d-
Tetramer und eFluor506. Beim intrazellularen Farbeschritt wurden CD3, CD4,
CD8 sowie entweder IFNy, IL-4 oder IL-17 verwendet. Die Messung erfolgte

zeitnah an einem Fortessa LSR.

5.2.6 Zellkultur zur Zytokinmessung

Zur Analyse von Zytokinen bei INKT- und T-Zellen wurden aufgetaute PBMC von
gesunden Kontrollen und SSc-Patienten in  Zellkultur mit einem
Stimulationscocktail (eBioscience) zur Zytokinproduktion angeregt. Hierbei
wurden 2x108 PBMC in 1 ml Kulturmedium suspendiert und mit einem
Stimulationscocktail aus Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) und lonomycin
(2 pl/ml) far 4 Stunden (37,5° C, 20 % CO2) inkubiert. Eine Behandlung mit PMA
und lonomycin reicht aus, um die Aktivierung vieler Zellarten fur die Produktion
von Zytokinen einzuleiten. Die Kultur wurde in Verbindung mit einem Protein
Transport Inhibitor Cocktail (eBiosciences) fur die intrazellulare Retention der

eingeleiteten Zytokin-Expression angesetzt.

5.2.7 Zellkultur mit a-GalCer

Die Analyse des Expansionspotentials von iNKT-Zellen erfolgte mit frisch
isolierten, nicht kryokonservierten PBMC von Gesunden und Erkrankten. 2x108
PBMC wurden in 1 ml Kulturmedium mit 100 ng/ml a-GalCer und 100 IE/mI
rekombinantem humanen IL-2 (rhiL-2) versetzt und 7 Tage inkubiert (37,5° C,
20 % CO2). Vor Kultur und an Tag 7 erfolgte die durchflusszytometrische
Quantifizierung der iINKT-Zellen. Die Marker CD3, CD4, CD8, CD1d-Tetramer
wurden erfasst, tote Zellen Uber eFluor506 exkludiert. Zusatzlich wurden
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absolute Zellzahlen erfasst, die Zahlung erfolgte mit einer Neubauer-

Zahlkammer, wie oben beschrieben.

5.2.8 Datenanalyse

Die Analyse der Messdaten wurde mit der Software FlowJo V10 durchgefihrt.
Bei allen Proben wurde auf homogenen Fluss im Messzeitraum geachtet und
eine einheitliche Gating-Strategie angewandt. Zellpopulationen mit gradueller
Antigen-Expression (CD25, IFNy, IL-4, IL-17) wurden anhand der Fluorescence-
Minus-One(FMO)-Methode in positive und negative Populationen getrennt.
Hierbei wird ein Teil der zu messenden Zellen separat mit einem Messprotokoll
gefarbt, welches bis auf das Fehlen des fraglichen Fluorochrom-AK identisch mit
der vollgefarbten Probe ist. Anhand der Fluoreszenz der ungefarbten
Zellpopulation wird eine Schwelle fur die Fluoreszenz-Intensitat erstellt, welche
von 1 % der ungefarbten Zellen tGberschritten wird. Alle Zellen der vollgefarbten
Probe mit hoherer Fluoreszenz im fraglichen Kanal werden als positiv bewertet.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit GraphPad Prism 7.03
Software. Normalverteilte Daten wurden mit t-Tests nach Student, nicht-
normalverteilte mit Mann-Whitney-U-Tests analysiert. Unterschiede unterhalb
eines Signifikanzniveaus von 5 % wurden als signifikant bewertet. In Abbildungen
sind p-Werte wie folgt gekennzeichnet: *<0,05; **<0,01;*** <0,001;
*»+<() 0001. Korrelationen werden mittels Determinationskoeffizient R2

beschrieben.
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6 Ergebnisse

6.1 Deskriptive Analyse der Studienpopulation

6.1.1 Epidemiologische und klinische Charakterisierung

Erfasst wurden insgesamt 88 konsekutive Patienten im Zeitraum von Mai 2016
bis Dezember 2017, davon waren 75 % weiblichen und 25 % mannlichen
Geschlechts. Das mittlere Alter betrug 53 Jahre, mit einer Spanne von 22 bis 88
Jahren und einer Standardabweichung von £14 Jahren. 65 % der Erkrankten
litten an limitiert-kutaner Sklerodermie, 35 % an der diffus-kutanen Verlaufsform.
Bei 44 % der Patienten konnte der prognostische Autoantikorper Scl-70
nachgewiesen werden. Die mittlere Erkrankungsdauer betrug 8 Jahre mit einer
Spanne von 0 bis 40 Jahren und einer Standardabweichung von +14 Jahren. Die
mittlere Schwere der Hautsklerose, erhoben anhand eines fir SSc
standardisierten klinischen Tests, dem modifizierter Rodnan-Skin-Scores
(mRSS), betrug 8 Punkte mit Standardabweichung £8, einem Maximum von 44
Punkten und 11 Patienten mit O Punkten, also ohne Kklinisch manifeste

Hautbeteiligung. Weitere klinische Parameter sind in Tabelle 5 aufgefihrt.

6.1.2 Immunsuppression

Zum Zeitpunkt der Erhebung nahmen 58 % der Patienten immunsupprimierende
Medikamente ein. Hierbei kamen Mycophenolsaure (n =23), Methotrexat (n =10)
und weitere Substanzen zum Einsatz (siehe Tab. 5). Im Rahmen der
Interpretation der Ergebnisse ist dies von Bedeutung, da die Zielstrukturen dieser
Therapeutika die Zellen des Immunsystems sind und ein Einfluss auf die
erhobenen Messergebnisse denkbar ist. Bei 42 % der Patienten lag zum
Untersuchungszeitpunkt keine immunsuppressive Therapie vor. Fur alle
folgenden Betrachtungen wurde untersucht, ob eine bestehende

Immunsuppression einen Storfaktor darstellt.
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Tabelle 8: Studienkollektiv

n = 88
Alter—Jahre

Median 53

Spannweite 22-88
Geschlecht—Anzahl (%)

weiblich 66 (75)

mannlich 22 (25)
SSc Subtyp—Anzahl (%)

limitiert-kutan 57 (65)

diffus-kutan 31 (35)
Krankheitsdauer—Jahre

Median 8

Spannweite 0-40
Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG)—mm/h

Mittelwert 14

Spannweite 0-94
C-reaktives Protein (CRP)—mg/dlI

Mittelwert 0,4

Spannweite 0,01-2,52
y-Globuline im Serum—%

Mittelwert 16

Spannweite 9,4-38,3
Autoantikdrper—Anzahl (%)

Antinukledre AK (ANA) 82 (93)

Anti-Scl-70 39 (44)

Anti-Zentromer-AK 24 (27)
Modifizierter Rodnan Skin Score (MRSS)

Mittelwert 8

Spannweite 0-44
Vorbehandlung—Anzahl (%)

Cyclophosphamid 23 (26)

Rituximab 2(2)

autologe Stammzelltransplantation 6 (7)
Immunosuppressive Therapie bei Blutentnahme—Anzahl (%)

keine 37 (42)

Prednisolon 6 (7)

Cyclophosphamid 5 (6)

Mycophenolat 23 (26)

Azathioprin 5 (6)

Methotrexat 10 (11)

andere 33

nach: Pecher, Kettemann. Arthritis Research & Therapy. 2019 21:212.[34]

24



6.2 Immunphanotypisierung durch Analyse von
Oberflachenantigenen

6.2.1 Quantifizierung von Lymphozytenpopulationen

Die moderne Durchflusszytometrie erlaubt die simultane Erhebung einer Vielzahl
von Oberflachenmarkern. Dies ermdglicht die zeitgleiche Phanotypisierung
mehrerer Lymphozytenpopulationen. Im Rahmen unserer Untersuchung nutzten
wir eine laboreigene Palette von Zielantigenen um iNKT-Zellen und andere
Lymphozyten durchflusszytometrisch zu analysieren. Abbildung 4 zeigt die

Gating-Strategie zur ldentifizierung der unterschiedlichen Populationen.

Um Hinweise auf eine Beteiligung von iINKT-Zellen am Krankheitsgeschehen der
SSc zu klaren, untersuchten wir zunachst die Frage, ob numerische Unter-
schiede der Lymphozytenpopulationen im Vergleich mit Gesunden vorhanden
sind. Die Lymphozytenproben der Studienpopulation wurden hierzu mit denen
gesunder Kontrollen verglichen. Der Vergleich des Anteils von iINKT-Zellen an
den Lymphozyten zeigt fur Gesunde im Mittel 0,16 %, fur SSc-Patienten nur
0,03% (Abb. 5A). Unter Einbezug der im Labor gemessenen
Gesamtlymphozytenzahl im peripheren Blut der Probanden ergibt sich far
Gesunde im Mittel eine errechnete Konzentration von 2840, fur SSc-Patienten
518 iINKT-Zellen pro Milliliter Blut (Abb. 5B). Beide Unterschiede sind statistisch
signifikant mit p<0,0001. Unsere Untersuchung bestéatigte damit sowohl eine
relativ. zur gesamten T-Lymphozytenzahl bestehende, als auch absolute
Reduktion von iINKT-Zellen im peripheren Blut SSc-Erkrankter. Die Annahme,
dass es sich um einen spezifisch INKT-Zellen betreffenden Prozess handelt, wird
durch die Beobachtung gefestigt, dass andere Lymphozytenpopulationen (i.e.
T-und B-Lymphozyten, regulatorische T-Zellen, siehe Abb. 5C-D) in
vergleichbarer Anzahl bei Gesunden und bei an SSc Erkrankten gemessen

wurden.

Konventionelle T-Lymphozyten werden anhand der Korezeptoren CD4 und CD8
in T-Helferzellen und zytotoxische T-Zellen unterschieden. Bei SSc-Erkrankten
zeigten sich im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe vermehrt T-Helferzellen,

der Anteil zytotoxischer T-Lymphozyten zeigte sich reduziert (Abb. 5E).
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Abbildung 4: Durchflusszytometrische Analyse von PBMC

Beispielhafte Darstellung einer durchflusszytometrischen Analyse. Gezeigt ist die Gating-
Strategie zur Identifikation verschiedener Immunzellpopulationen, hier an PBMC eines gesunden
Probanden. Zunachst wurde die homogene Zellakquise Uberprift, Zelldoubletten exkludiert und
Lymphozyten anhand typischer Zellgrof3e und Granularitéat selektiert (obere Zeile). Es folgte die
Exklusion nicht-vitaler Lymphozyten {ber deren Aufnahme von eFlour506. Unter den
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Lymphozyten wurden B-Lymphozyten mittels ihrer Expression von CD19 identifiziert,
T-Lymphozyten mittels CD3. T-Lymphozyten wurden weiter in die Subtypen iNKT-Zellen
(Tetramer-positiv) und konventionelle T-Zellen unterschieden (Tetramer-negativ). Anschlie3end
wurden beide Populationen auf die Expression von CD25 und CD4/CD8 untersucht. In den
Uberlappenden Diagrammen fir CD25 zeigen gelbe Flachen die Werte der FMO-Kontrolle, blaue
Flachen die der Komplettfarbung. Treg wurden durch den Phanotyp CD3*CD4*CD127M"CD25"°"
identifiziert. Die Analyse erfolgte standardisiert nach diesem Schema fur Patienten und Gesunde.
FSC-A: Forward-Scatter-Area. FSC-H: Forward-Scatter-Height. SSC-A: Sideward-Scatter-Area.
Treg: regulatorische T-Zellen.

nach: Pecher, Kettemann. Arthritis Research & Therapy. 2019 21:212.[34]
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Abbildung 5: Reduzierte iINKT-Zellzahlen und vermehrt T-Helferzellen bei SSc-Erkrankten.

Gezeigt sind die durchflusszytometrisch gemessenen Haufigkeiten verschiedener Lymphozyten-
populationen fiir SSc-Erkrankte und Gesunde im Vergleich. Fiir iINKT-Zellen sind die relativen
Anteile an den Lymphozyten (A), sowie die errechnete Zellkonzentration im peripheren Blut (B)
dargestellt. Weiterhin wurden die Haufigkeiten von T- und B-Lymphozyten (C), regulatorischen
T-Zellen (D), sowie T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen (E) verglichen. SSc-Erkrankte
haben im Vergleich zu Gesunden deutlich reduzierte iINKT-Zellzahlen im peripheren Blut. Unter
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konventionellen T-Lymphozyten zeigen sich erhdhte T-Helferzellen und reduzierte zytotoxische
T-Lymphozyten. Andere Lymphozytenpopulationen scheinen sich in Haufigkeit nicht von
Gesunden zu unterscheiden. Gesunde Kontrollen n =33, SSc n= 88. ns: nicht signifikant. SSc:
Systemische Sklerose. Balken zeigen Mittelwerte, Antennen die Standardabweichung.

nach: Pecher, Kettemann. Arthritis Research & Therapy. 2019 21:212.[34]

6.2.2 Charakterisierung der iNKT-Zellpopulation

INKT-Zellen kdnnen anhand der Expression eines der beiden Korezeptoren CD4,
CD8 oder dem Fehlen von beiden unterteilt werden. Diese Subpopulationen
erfillen distinkte Aufgaben im immunregulatorischen Netzwerk. Wir stellten uns
deshalb die Frage, ob numerische Unterschiede bei SSc Erkrankten auch in
Bezug auf Subpopulationen nachweisbar sind. Dies wirde Hinweise liefern, ob
einerseits das Fehlen einer bestimmten Subpopulation fir das
Krankheitsgeschehen Relevanz besitzt und andererseits Rickschlisse auf die
Funktion einer Subgruppe erméglichen. Fir iNKT-Zellen zeigte sich im Vergleich
zu Gesunden keine signifikante Dominanz oder Dekreszenz einer bestimmten
Subpopulation (Abb. 6A). Im Zuge autoimmuner Prozesse werden Lymphozyten
im Korper durch spezifische Signale aktiviert und gehen vom Ruhezustand in
einen Aktiven Uber. Diese Zellaktivierung ist anhand der verédnderten
Exprimierung des Rezeptors fur IL-2 (CD25) messbar. Der Vergleich des
Aktivitatsniveaus von iINKT-Zellen bei SSc anhand der Fluoreszenzintensitat fur
CD25 erbrachte keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zur gesunden
Kontrolle (Abb. 6B).
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Abbildung 6: Qualitative Merkmale der iNKT-Zellen zeigten sich bei SSc im Vergleich zu
Gesunden nicht veréandert.
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Durchflusszytometrisch wurden Subpopuationen und Aktivitdtsstatus von iINKT-Zellen bei
Gesunden und SSc-Erkrankten erhoben und verglichen, wobei keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden konnten. A Subgruppen von iNKT-Zellen, gebildet durch Expression von
CD4, CD8 oder keinem der beiden Korezeptoren. Gesunde Kontrollen n =33, SSc n =87. Balken
zeigen Mittelwerte, Antennen die Standardabweichung. B Aktivitdtsstatus der iNKT-Zellen,
bestimmt anhand der Fluoreszenzintensitat des Aktivitatsmarkers CD25. Gesunde Kontrollen
n =22, SSc n =78. ns: nicht signifikant. MFI: mediane Fluoreszenzintensitat. SSc: Systemische
Sklerose. Balken zeigen Mediane, Antennen die die 75. Percentilen.

nach: Pecher, Kettemann. Arthritis Research & Therapy. 2019 21:212.[34]

6.3 Funktionelle Untersuchungen an iNKT- und T-Zellen

6.3.1 Intrazellulare Zytokinproduktion nach in vitro Stimulation

Um immunologische Prozesse zu charakterisieren ist auf3er der Anzahl von
Immunzellen auch eine gqualitative Analyse von Bedeutung. iNKT-Zellen sind
potente Immunregulatoren, die trotz physiologisch niedriger Anzahl
Immunreaktionen beeinflussen konnen. INKT-Zellen sind fahig, nach Aktivierung
innerhalb kurzer Zeit grof3e Mengen an Zytokinen zu produzieren und dadurch
die Differenzierung von T-Helferzellen in verschiedene Phanotypen wie Thi-,
Thz- oder Thiz-polarisierte T-Zellen zu beeinflussen. Nachdem die Zellen zuvor
in vitro zur Zytokinproduktion angeregt wurden, untersuchten wir durch
intrazellulare Anfarbung der jeweiligen Schlisselzytokine das Zytokinprofil der
INKT- und T-Helferzellen bei SSc-Erkrankten. Die Analyse zeigte einen erh6hten
Anteil IL-17-produzierender iNKT-Zellen; IFNy und IL-4 waren im Vergleich mit

Gesunden nicht signifikant verandert (Abb. 7).

Bei T-Helferzellen zeigte sich eine signifikante  Erh6hung der
IL-17-produzierenden Zellen, wahrend die IL-4 Produktion stark eingeschrankt
war. Die Anzahl IFNy-produzierender Zellen entsprach der von Gesunden
(Abb. 8A-C). Die Analyse nach Aufteilung in Gruppen mit und ohne
Immunsuppression erbrachte fir IFNy und IL-4 keine signifikanten Unterschiede.
Die Anzahl IL-17-produzierender T-Helferzellen zeigte sich jedoch nur erhdht bei
SSc-Patienten, welche keine immunsupprimierenden Medikamente einnahmen.
Unter immunsuppressiver Therapie zeigte sich die Anzahl IL-17-produziernder
Zellen auf einem Niveau ohne signifikanten Unterschied zu Gesunden
(Abb. 8D-E).
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Abbildung 7: Verstarkte IL-17 Produktion durch iNKT-Zellen bei SSc-Erkrankten nach in
vitro Stimulation

Nach in vitro Stimulation von PBMC wurde die intrazellulare Produktion von Zytokinen durch
iINKT-Zellen durchflusszytometrisch analysiert. iINKT-Zellen von SSc-Erkrankten zeigten eine
signifikant erhdhte Bereitschaft zur Produktion von IL-17. Gesunde Kontrollen n =14, SSc n=21.
ns: nicht signifikant. SSc: Systemische Sklerose. SD: Standardabweichung. IFN: Interferon.
IL: Interleukin. Balken zeigen Mittelwerte, Antennen die Standardabweichung.

nach: Pecher, Kettemann. Arthritis Research & Therapy. 2019 21:212.[34]
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Abbildung 8: T-Helferzellen von SSc-Patienten bilden verstérkt IL-17 und seltener IL-4

Nach in vitro Stimulation von PBMC wurde die intrazellulare Zytokinproduktion von T-Zellen
untersucht (A-C). Diese zeigten sich bei SSc-Patienten verstarkt positiv fur IL-17 und seltener
positiv fur IL-4. Weiterhin wurde das Studienkollektiv in Patienten mit und ohne
Immunsuppression unterteilt (D-F), wobei sich zeigte, dass der Effekt fur IL-17 von T-Zellen von
Patienten ohne Immunsuppression ausging. Gesunde Kontrollen n =13, SSc n =16, davon SSc
ohne IS n =9 und SSc mit IS n =7. IS: Immunsuppression. SD: Standardabweichung. IFN:
Interferon. IL: Interleukin. Balken zeigen Mittelwerte, Antennen die Standardabweichung.

nach: Pecher, Kettemann. Arthritis Research & Therapy. 2019 21:212.[34]
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6.3.2 Expansionsverhalten von iNKT-Zellen nach in vitro Stimulation

Die Stimulation Uber einen Liganden des CD1d-Rezeptors fuhrt physiologisch zu
einer starken Proliferation von iNKT-Zellen. Um das Verhalten von iNKT-Zellen
bei SSc genauer zu beurteilen, untersuchten wir INKT-Zellen in Kulturanséatzen
nach Stimulation mit dem aktivierenden Liganden a-GalCer. Dieses Experiment
erlaubt Rickschlisse Uber die Expansionsfahigkeit der Zellen in vitro und damit
uber ihre funktionelle Kompetenz. Wir analysierten iNKT-Zellzahlen in Kulturen
frischer PBMC von Gesunden und SSc-Patienten vor und sieben Tage nach
Stimulation. Es zeigte sich, dass gesunde iNKT-Zellen um ein Vielfaches starker
proliferieren als iINKT-Zellen von SSc-Patienten (Abb. 9). Dies weist darauf hin,

dass in der Tat ein funktioneller Defekt von iINKT-Zellen bei SSc vorliegt.
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Abbildung 9: Defizitare Expansion von iNKT-Zellen bei SSc

Nach in vitro Stimulation von PBMC mit dem spezifischen iNKT-Zell-Liganden a-GalCer und IL-2
wurde die Expansion des INKT-Zellpools tiber 7 Tage bestimmt. iINKT-Zellen gesunder Kontrollen
proliferierten um ein Vielfaches starker als die von SSc-Patienten. A Beispielhafte
durchflusszytometrische Erfassung von iNKT-Zellen bei Gesunden und an SSc Erkrankten, vor
(Tag 0) und 7 Tage nach Stimulation (Tag 7). INKT-Zellen wurden durch die Expression von CD3
und der Bindung des mit PBS57 beladenen CD1d-Tetramers identifiziert. B n-fache Expansion
der INKT-Zellen tber 7 Tage im Vergleich zum Ausgangswert. Gesunde Kontrollen n=4.
SSc: Systemische Sklerose. Balken zeigen den Mittelwert, Antennen die Standardabweichung.
nach: Pecher, Kettemann. Arthritis Research & Therapy. 2019 21:212.[34]
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6.4 Untersuchungen zu Krankheitsaktivitat und iNKT-Zellzahl

6.4.1 Gruppierung nach Surrogatparametern der Krankheitsschwere

Falls INKT-Zellen eine Rolle beim Krankheitsgeschehen der SSc spielten, wére
es naheliegend, dass eine ausgepragtere Veranderung der iNKT-Zellzahl mit
schwereren Verlaufen der Erkrankung einherginge. Wir untersuchten deshalb
Korrelationen verschiedener Surrogatparameter fur die Schwere der Erkrankung
zur Anzahl an iNKT-Zellen. Naheliegend war hierbei zunachst die Gruppierung
nach Krankheitsverlauf: limitiert- oder diffus-kutan. Neben einer disseminierten
Beteiligung der Haut geht letztgenannter mit einer schlechteren Prognose durch
haufigeren Organbefall einher. Unterschiede im Auftreten von iINKT-Zellen hatten
so Anhaltspunkte fur eine protektive Rolle von iNKT-Zellen in Bezug auf viszerale
Korperkompartimente gegeben. Bei der Stratifikation nach Krankheitsverlauf
zeigten sich jedoch keine Unterschiede der Anzahl an iINKT-Zellen (Abb. 10A).
Denkbar wére weiterhin, dass iNKT-Zellen Uber regulatorische Interaktion mit
B-Lymphozyten Einfluss auf die Bildung von Autoantikdrpern nehmen. Betrachtet
man die Anzahl an iNKT-Zellen bei Patienten mit und ohne Autoantikorper, findet
man jedoch ebenfalls keine signifikanten Unterschiede (Abb. 10B). Auch die
Notwendigkeit immunsuppressiver Therapie kann als Marker fur die Aktivitat der
Erkrankung betrachtet werden und wurde von uns untersucht. Die Einnahme
immunsupprimierender Medikamente scheint jedoch keinen Einfluss auf die
Hbhe der INKT-Zellzahl zu haben. Die Mittelwerte von iNKT-Zellen zeigten sich
statistisch nicht signifikant divergent, wenn SSc-Patienten nach Immun-

suppression gruppiert wurden (Abb. 10C).
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Abbildung 10: iNKT-Zellzahlen haben keine direkten Auswirkungen auf klinische
Parameter

SSc Patienten wurden nach verschiedenen Kklinischen Parametern gruppiert und die
iINKT-Zellzahlen der Gruppen untersucht, um mdgliche direkte Auswirkungen von Zellzahl auf
Krankheitsaktivitdt aufzuzeigen. Fur klinische Subgruppen, Autoantikdrper und die Einnahme
immunsupprimierender Medikamente zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.
A INKT-Zellzahl gruppiert nach klinischer Subgruppe: Gesunde Kontrollen n=22, limitiert-kutane
SSc n =51, diffus-kutane SSc n =28. B iNKT-Zellzahl gruppiert nach Autoantikdrperstatus:
Anti-ANA-Antikorper positive SSc n =82, Antinukledre-Antikérper negative SSc n =6,
Anti-Nucleoli-Antikbrper positive SSc n =39, Anti-Scl70-Antikérper positive SSc n =25,
Anti-Scl70-Antikdrper negative SSc n =63, Anti-Zentromer-Antikorper positive SSc n =24 ,
Anti-Zentromer-Antikdrper negative SSc n =64. C iNKT-Zellzahl gruppiert nach
Immunsuppression: Gesunde Kontrollen n =22, SSc ohne Immunsuppression n =37, SSc mit
Immunsuppression n= 51 ANA: Antinukledre-Antikérper. Nucleoli: Anti-Nucleoli-Antikérper.
Scl70:  Anti-Scl70-Antikdrper.  ACA:  Anti-Zentromer-Antikdrper. IS:  Immunsuppression.
SSc: Systemsiche Sklerose. Balken zeigen Mittelwerte, Antennen die Standardabweichung.
nach: Pecher, Kettemann. Arthritis Research & Therapy. 2019 21:212.[34]
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6.4.2 Korrelation von iNKT-Zellzahlen mit klinischen Parametern

Analog zur Betrachtung von Surrogatparametern untersuchten wir Korrelationen
von iNKT-Zellzahl und etablierten, laborchemischen Parametern der
Krankheitsaktivitat. Es zeigte sich keine Korrelation zwischen iNKT-Zellzahl im
peripheren Blut und mRSS, CRP, BSG, y-Globulinen oder Erkrankungsdauer
(Abb. 11A-E).
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Abbildung 11: iNKT-Zellzahlen zeigen keine Korrelation mit Indikatoren der
Krankheitsaktivitat

iINKT-Zellzahlen von SSc Patienten wurden mit Surrogatparametern fir Krankheitsaktivitat
korreliert. Hierbei konnten keine Korrelationen aufgezeigt werden. A iNKT-Zellen und
Hautbeteiligung. B iNKT-Zellen und Blutsenkungsgeschwindigkeit. C iNKT-Zellen und der
Entziindungsmarker CRP. D iNKT-Zellen und y-Globuline. E iNKT-Zellen und Erkrankungsdauer.
mMRSS: modifizierter Rodnan-Skin-Score. BSG: Blutsenkungsgeschwindigkeit. CRP: C-reaktives
Protein. R2: Determinationskoeffizient.

nach: Pecher, Kettemann. Arthritis Research & Therapy. 2019 21:212.[34]
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7 Diskussion

SSc ist eine rheumatische Erkrankung, deren klinisches Merkmal eine
zunehmende Sklerose der Haut und innerer Organe darstellt. Der hinter der
Erkrankung stehende Pathomechanismus erstreckt sich dber die drei
Dimensionen vaskularer Dysfunktion, immunologischer Anomalitaten und
veranderter Extrazellularmatrix [5]. Im Detail bleibt das komplexe Zusammenspiel
dieser Faktoren bisher jedoch unverstanden. Zusammen mit limitierten
Therapieoptionen ist dies fur eine der hdchsten Mortalitatsraten unter
rheumatischen Erkrankungen verantwortlich [35]. Ein besseres Verstandnis der
zu Grunde liegenden Pathomechanismen ist essenziell fur eine Verbesserung

der Therapie der Erkrankung.

Gleichzeitig hé&ufen sich vielversprechende Forschungsergebnisse zur
pathologischen Funktion und therapeutischen Nutzbarmachung von iNKT-Zellen
bei autoimmunen Krankheitsbildern. In dieser Arbeit wurde deshalb die Rolle von
INKT-Zellen im Krankheitsgeschehen der SSc anhand peripherer Blutproben von

Patienten untersucht.

7.1 Verminderte iINKT-Zellen bei SSc

In einer Untersuchung an drei Patienten beschrieben Sumida et al. 1995 erstmals
eine Reduktion von Zellen mit dem TZR Va24Ja.Q bei SSc [36]. Dies veranlasste
die Autoren zu Vermutungen Uber regulatorische Funktionen dieser Zellen im
Kontext der Erkrankung. Riccieri et al. fanden 2005 in einer Studie an 50
SSc-Patienten reduzierte Zellen, welche CD3 und die NK-Zellmarker CD16 und
CD56 koexprimieren [32].

Die Verminderung von iNKT-Zellen ist ein bei Autoimmunerkrankungen haufig
auftretendes Phanomen [33]. INKT-Zellen scheinen grundlegende Mechanismen
der Autoreaktivitat zu regulieren und ihr fehlender Einfluss kdnnte zum Bruch der
Immuntoleranz korpereigener Antigene beitragen oder sogar direkt fur diesen
verantwortlich sein. Es manifestiert sich eine Autoimmunerkrankung, die

abhangig von weiteren Faktoren in Form verschiedener Krankheitsbilder auftritt.
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Die Ursache der INKT-Zellverminderung bleibt unklar. Denkbar ist einerseits eine
verminderte Produktion von iNKT-Zellen auf Grund von Stérungen in der
natirlichen INKT-Zellgenese. Bei SSc sind Abnormalitaiten der TGF-B
Signalwege ausfuhrlich dokumentiert [37]. Dieselben Signalwege spielen eine
Schlisselrolle in der INKT-Zellentwicklung [38] und kénnten so flr eine defizitare
INKT-Zellreifung verantwortlich sein. Andererseits konnte eine verstarkte
Migration von iNKT-Zellen in andere Korperkompartimente stattfinden und eine
relative Abnahme im peripheren Blut verursachen. Aus Studien anderer
Autoimmunerkrankungen ist jedoch keine erhdhte Anzahl von INKT-Zellen in
Kompartimenten mit entzindlicher Aktivitat bekannt [39, 40]. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit lassen eine weitere Moglichkeit fir die erniedrigten
INKT-Zellzahlen wahrscheinlich erscheinen: Eine insuffiziente Proliferation reifer
INKT-Zellen durch Stérungen der Zellfunktion.

7.2 Alterationen der iINKT-Zellfunktion und Autoimmunitat

Bisher nicht entdeckte Mechanismen fuhren zum Bruch der entscheidenden
Trennung von fremd und korpereigen durch das Immunsystem. Vermutliche
Ursache ist ein in Dysbalance geratenes Gleichgewicht aus tolerogenen und
immunaktivierenden Faktoren. Durch in vitro Experimente an iNKT-Zellen konnte
in dieser Arbeit gezeigt werden, dass INKT-Zellen SSc-Erkrankter nach
Stimulation mit a-GalCer um ein Vielfaches weniger proliferieren als bei
Gesunden. Auch im Korper konnte die physiologische Aktivierung von
iNKT-Zellen nur eine unzureichende Reaktion hervorrufen. Ein Uberwiegen
immunaktivierender Rahmenbedingungen, die zum Ausbruch der Erkrankung
beitragen, ware die Folge. Untersttitzt wird diese Vermutung durch Erkenntnisse
aus murinen Studien: Einerseits entwickeln INKT-Zell-defiziente Tiermodelle
spontan autoimmun-ahnliche Erkrankungen [28], andererseits wirkt die iatrogene
Aktivierung von iINKT-Zellen im Tiermodell protektiv gegen verschiedene
Autoimmunerkrankungen oder verhindert deren Ausbruch sogar génzlich [14, 27,
41]. Der zugrundeliegende Mechanismus konnte in einer veranderten
Polarisierung von T-Helferzellen liegen. Ursache hierfur ware ein, auf Grund
fehlender tolerogener Einflisse von INKT-Zellen, ver&ndertes Zytokinmilieu.
Ahnliches wurde iiber iNKT-Zellen fur Diabetes mellitus Typ | bei NOD-M&usen
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berichtet. Sie verfligen Uber eine verringerte Proliferationskapazitat und
mangelhafte Ausdifferenzierung zur Interleukinproduktion [42]. Mdgliche
Ursache flr den Defekt konnten eine Uberstimulation oder vorzeitige Seneszenz
von INKT-Zellen darstellen. Erstere konnte bei SSc durch defekte TGF-3
Signalwege, zweitere durch exogene Faktoren, wie Umweltschadstoffe oder

virale Infektionen verursacht werden [33].

7.3 Zytokine und Immunhomd@ostase bei SSc

Thi7-Zellen und ihrem Schlisselzytokin IL-17 wird eine wichtige Rolle in der
Pathogenese autoimmuner Erkrankungen wie Rheumatoider Arthritis und
Multipler Sklerose zugeschrieben. In Labormause transfundierte Twi7-Zellen
verursachen autoimmune Phanomene [43, 44]. Experimente in vitro und in vivo
zeigen eine profibrotische und proinflammatorische Wirkung von IL-17 auf
humane Fibroblasten und Endothelzellen sowie in Mausmodellen [45]. Eine
Beteiligung von Thi7-Zellen am Krankheitsgeschehen der SSc ist allgemein
anerkannt [46]. Die Mehrzahl der durchgefihrten Studien zum Serumspiegel von
IL-17 fanden erhdhte Werte bei SSc [47-52]. In bronchoalveoléren Lavagen bei
SSc-Patienten konnten erhohte Spiegel von IL-17 und vermehrt Thi7-Zellen
festgestellt werden [13]. In vitro Untersuchungen in dieser Arbeit zeigten
ebenfalls, dass ein Tui7-Bias unter T-Zellen bei SSc vorliegt. Interessanterweise
zeigt sich die Tendenz zur vermehrten IL-17-Produktion durch T-Helferzellen bei
Patienten unter Immunsuppression aufgehoben. Durch Hemmung der Zellteilung
und DNA-Synthese wirken Immunsuppressiva auf die Zellen des Immunsystems.
Die medikament6s verursachte Einschrankung der Zellaktivitat ist eine plausible
Ursache fir die eingeschrankte IL-17-Produktion. Man kann weiterhin vermuten,
dass die Blockade der Uberaktiven IL-17-Achse zum Ansprechen auf die

Therapie beitragt.

Unsere Experimente zeigten, dass auch aktivierte INKT-Zellen bei SSc verstarkt
IL-17 produzieren. Ob das veranderte Zytokinprofil der INKT-Zellen ursachlich fur
die verstarkte Thi7-Polarisierung der T-Helferzellen ist, lasst sich anhand der
durchgefuhrten Untersuchungen nicht beurteilen. Zwar entsprache dies dem

postulierten Funktionsprinzip der Einflussnahme von INKT-Zellen auf
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Immunprozesse. Positive Feedbackschleifen wie im Falle von Twi- und Th2-Zellen
uber IFNy und IL-4, existieren bei Tui7-Zellen jedoch nicht [44]. Die Steigerung
der IL-17-Produktion durch Helferzellen bei SSc ist daher nicht direkt auf von
INKT-Zellen sezerniertes IL-17 zuruckzufuhren. Vorstellbar ist aber, dass
INKT-Zellen die Tri7-Polarisierung von T-Helferzellen tber die Sekretion anderer
Zytokine vermitteln. iINKT-Zellen sezernieren IL-21 [53], ein Zytokin das ebenfalls

zur Tr17-Differenzierung der T-Helferzellen beitragt [54].

Ein Urteil Uber die Bedeutung fir das Krankheitsgeschehen ist schwierig, da
ambivalente Ergebnisse in der Literatur beschrieben sind. Einerseits beschreiben
mehrere Studien, dass iINKT-Zellen im Kontext autoimmuner Erkrankungen IL-17
produzieren [55-57] und so fordernd zum Krankheitsgeschehen beitragen.
Andererseits berichten Uemura et al., dass iINKT-Zellen tber die Sekretion von
IL-4 und IL-10 und die Interaktion mit dendritischen Zellen eine Verminderung der
IL-17-Produktion bewirken [58]. Im Kontext der SSc kdnnte dies bedeuten, dass
pathologisch veranderte iINKT-Zellen dber verstarkte IL-17-Produktion die
Entstehung von Sklerose begtinstigen. Nach tiberméaRiger Aktivierung kénnte ein
verfriihtes Ubergehen in die Seneszenz die niedrigen iNKT-Zahlen erklaren. Eine
andere Hypothese ist, dass a priori bestehende erniedrigte iINKT-Zahlen eine
entfesselte IL-17-Produktion im Korper ermoglichen und die Erkrankung durch
den fehlenden, hemmenden Einfluss der iINKT-Zellen begtinstigt wird. Um diese
Fragen zu beantworten, waren Untersuchungen an SSc-Patienten zu Beginn
oder vor Ausbruch der Erkrankung hilfreich. Da sich SSc jedoch zun&chst
unspezifisch und dber langere Zeitrdume manifestiert, liegt meist eine
verlangerte Zeitspanne zwischen Erstmanifestation und Erstdiagnose. Dieser
Umstand erschwert eine wissenschaftliche Untersuchung zu Beginn der

Erkrankung.

Die Kausalitat kénnte jedoch auch umgekehrt zu suchen sein. Thi7- und
INKT-Zellen konnten gleichermaf3en reaktiv zur verstarkten IL-17 Produktion
angeregt werden. Eine Uberaktivitit von TGF-B ware ein plausibler
Erklarungsansatz. Einerseits ist TGF-B einer der Hauptfaktoren der

Differenzierung von Twi7-Zellen aus naiven T-Lymphozyten [59], andererseits
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entwickeln Mausmodelle mit andauernder Aktivierung des TGF-B Signalweges

einen SSc-ahnlichen Phanotyp [60].

Fortschreitende Gewebefibrose der Haut ist eines der charakteristischen
klinischen Merkmale der SSc. Eine Gbermaliige Typ 2 Immunpolarisierung wird
mit der Entstehung von Fibrose in Verbindung gebracht. Mehrere Studien
berichten ein Tr2-Ubergewicht bei SSc. Patienten zeigen erhéhte Werte des
Typ 2 Zytokins 1L-13 [8]. Dieses fordert die Entstehung von Fibrose, unter
anderem indem es die Sezernierung des profibrotischen TGF- in Makrophagen
auslost [61]. Auch das Typ 2 Zytokin IL-4 induziert profibrotische Mechanismen,
wie die Proliferation von Fibroblasten und die Produktion extrazellularer Matrix
[62, 63]. In dieser Arbeit zeigte sich die IL-4-Produtkion durch T-Helferzellen in
vitro erniedrigt. Meloni et al. zeigen, dass Fibroblasten bei SSc vermehrt mit
IL-4-Rezeptoren beladen sind und nach Stimulation mit IL-4 vermehrt Kollagen
produzieren als gesunde Zellen [13]. Dies konnte erklaren, dass trotz
verminderter IL-4-Produktion die Wirkung des Zytokins im System dennoch
Uberwiegt und Fibrose beglnstigt. Weiterhin sind widersprichliche Ergebnisse
aus Studien zur Immunpolarisierung bei SSc bekannt. Katsumoto et al.
mutmaRen in ihrer Ubersichtsarbeit, dass die Erkrankung auch zeitlich heterogen
beschaffen sein kdnnte und dies abweichende Ergebnisse erklaren kbnne [64].

7.4 Korrelation zu Krankheitsaktivitat

Unsere Daten zeigen keine Korrelation von iNKT-Zellzahl und
Entziindungszeichen wie BSG, CRP oder y-Globulinen. Auch Parameter, die die
Schwere der Erkrankung quantifizieren, waren nicht mit iNKT-Zellen korreliert.
Die iNKT-Zellzahl scheint also unabhangig vom Verlauf und der Schwere der
Erkrankung zu sein. Es finden sich widerspriuchliche Ergebnisse zur selben
Fragestellung in der Literatur [32, 33]. Bei vielen der genannten Parameter
handelt es sich um allgemeine Indikatoren fur ein im Kérper ablaufendes
Entziindungsgeschehen. Gleichzeitig bestehende bakterielle oder virale
Infektionen stellen einen moglichen Storfaktor der Ergebnisse dar und schranken
die Aussagekraft der Analyse ein. Autoimmunerkrankungen sind multifaktoriell

bedingt und SSc ist eine heterogene Erkrankung. Eine direkte Korrelation von
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INKT-Zellzahlen und Entziindungsaktivitat scheint deshalb als zu kurz gegriffen.
Vielmehr koénnte der verminderte tolerogene Einfluss der iNKT-Zellen zur
grundsatzlichen  Aufrechterhaltung eines proinflammatorischen  Milieus
beitragen. Eine weitere Vermutung ist, dass eine defizitare INKT-Zell-Achse nicht
zum Zeitpunkt der manifesten Autoimmunerkrankung, sondern im Prozess ihrer

Entstehung zum Tragen kommt.

7.5 Ausblick: iINKT-Zellen und Immuntherapie

Die Mdoglichkeit der therapeutischen Nutzung von iINKT-Zellen Kklingt
vielversprechend und wird bereits im Kontext der Transplantat-gegen-Wirt-
Erkrankung (engl. Graft-versus-Host-Disease, GvHD) erforscht. Die GvHD ist
eine Komplikation nach Stammzelltransplantation, bei der transplantierte
T-Zellen gesunde Gewebe des Empfangers angreifen. Sie manifestiert sich vor
allem an der Haut und inneren Organen wie dem Darm. Interessanterweise
prasentiert sie sich klinisch und histopathologisch mit starker Ahnlichkeit zur SSc
[65-67]. Im Mausmodel fur allogene Stammzell-transplantation konnte gezeigt
werden, dass adoptiv transferierte iINKT-Zellen in der Lage sind dem Auftreten
einer GVHD vorzubeugen [68]. Studien am Menschen belegen, dass im Kontext
allogener Stammzelltransplantation hohere iINKT-Zahlen invers mit der Inzidenz
einer GvHD korrelieren [69, 70]. Die Ergebnisse verdeutlichen die Fahigkeit
dieser Zellpopulation, Immuntoleranzmechanismen wieder-herzustellen und zu
erhalten. Auf Grund der Ahnlichkeiten beider Erkrankungen, erscheint auch eine

Ausweitung dieses Therapieansatzes auf SSc als vielversprechender Ansatz.

Die in dieser Arbeit gezeigte, defizitare Proliferation von iNKT-Zellen bei SSc
stellt jedoch eine Hiurde fur die Erhohung der iINKT-Zell-Prasenz bei
SSc-Erkrankten dar. Zudem brachten Versuche einer in vivo Expansion von
INKT-Zellen im Menschen durch medikamentdse Stimulation bisher keine Erfolge
[71, 72].

CD1d und der zugehdrige TZR sind bei Saugetieren hochkonservierte
Strukturen. Sie besitzen starke strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit und
interagieren interindividuell und sogar spezies-ubergreifend [73]. Zusammen mit
der guten Expandierbarkeit von iNKT-Zellen ex vivo ergibt sich eine interessante
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Therapiemoglichkeit [74]: Kompetente INKT-Zellen gesunder Spender kdnnten
ex vivo expandiert und anschlieBend SSc-Erkrankten infundiert werden.
Bemerkenswerterweise zeigte sich dieser Ansatz im Mausmodell im Kontext der

GVHD bereits als erfolgreich [75].

Auf diese Weise kdnnte einerseits die niedrige Ausgangszahl und andererseits
die defizitare Proliferation von INKT-Zellen im Kontext einer zellbasierten

Immuntherapie fur die SSc Uberwunden werden.
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8 Zusammenfassung

Die Systemische Sklerose (SSc) ist eine rheumatische Erkrankung, die mit
Immunsuppressiva nur unzureichend therapiert werden kann. Die Pathogenese
der SSc basiert auf einem Bruch der immunologischen Toleranz gegenuber
endogenen Antigenen und ist durch eine progressive Fibrosierung vitaler Organe
gekennzeichnet. Humane INKT-Zellen werden durch einen semi-invarianten
T-Zellrezeptor (TZRa Va24-Jal8) mit hoher Affinitat zu Glykolipiden definiert.
Typischerweise sezernieren INKT-Zellen grol3e Mengen immunregulatorischer
Zytokine (z.B. IFNy, IL-4, IL-17, u.a.) und nehmen durch ihre Interaktion mit
anderen lymphatischen und myeloischen Zellen einen zentralen Platz im
immunregulatorischen Netzwerk ein. Die immunregulierende Bedeutung der
INKT-Zellen fur die Pathogenese der SSc ist bisher kaum untersucht. Ziel dieser
Arbeit war deshalb, die funktionelle Bedeutung von INKT-Zellen fur die
Pathogenese der SSc zu uberprifen.

Hierzu wurden PBMC aus peripherem Blut von 88 SSc-Patienten und 33
gesunden Probanden durchflusszytometrisch untersucht. Die Zytokinproduktion
und Proliferation der Lymphozyten wurden in Zellkultur-Versuchen analysiert.
Es zeigte sich eine deutliche Reduktion der INKT-Zellzahl im Blut der Patienten,
wohingegen T-Zellen, B-Zellen und Trg in vergleichbarer Anzahl detektiert
wurden. Es zeigte sich keine Korrelation der Anzahl von iNKT-Zellen und BSG,
CRP, Autoantikdrpern, y-Globulinen, Erkrankungsdauer, Schwere des Haut-
befalls oder Einnahme von Immunsuppressiva. Sowohl fir iNKT-Zellen als auch
T-Helferzellen zeigte sich in vitro eine vermehrte Produktion von IL-17.
T-Helferzellen produzieren zudem weniger IL-4. INKT-Zellen zeigten funktio-nelle
Beeintrachtigungen in Form eines ausgepragten Proliferations-defizits.

Unsere Ergebnisse liefern weitere Erkenntnisse zur Immunpathologie der SSc.
INKT-Zellen sind verringert und zeigen ein verandertes Zytokinprofil. Obwonhl
pathologisch verandert, scheinen sie individuelle Surrogatparameter fur die
Krankheitsaktivitat nach Ausbruch der Erkrankung nicht direkt zu beeinflussen.
Der Nachweis funktioneller Stérungen von iINKT-Zellen bei SSc ero6ffnet

interessante Ansatze fur neue immuntherapeutische Mdglichkeiten.
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