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1 Vorwort

In dieser Arbeit wurden Proben von Kindern, die an der Juvenilen Idiopathischen Arthri-
tis erkrankt sind, untersucht. Die Proben stammten aus der Rheumaambulanz Tiibingen in
Zusammenarbeit mit Frau Dr. Jasmin Kuemmerle-Deschner! und in Zusammenarbeit mit
dem pédiatrischen Olgahospital in Stuttgart. Die Juvenile Idiopathische Arthritis ist die hiu-
figste rheumatische Erkrankung im Kindesalter. Am héufigsten sind die Gelenke betroffen,
die Krankheit befillt aber auch weitere Organe (z. B. Herz, Augen). In Deutschland sind
4000 - 5000 Kinder daran erkrankt (s. 2.2.2.2) und in Tiibingen werden zur Zeit 200 Kin-
der mit jihrlich 1500 ambulanten Kontakten und 200 stationiren Aufnahmen betreut®. Die
Rheumaambulanz besteht seit 1993 in Tiibingen und bildet mit dem Olgahospital ein wich-
tiges Zentrum fiir Rheumaerkrankungen bei Kindern. Die enge Zusammenarbeit von Kin-
derrheumatologen, Krankengymnasten, Lehrern, Sozialpidagogen und Arzten aus verschie-
denen Fachrichtungen ist ein wichtiges Anliegen. Dadurch bietet sich zusammen mit der
Grundlagenforschung in der Kinderklinik die Moglichkeit, den Kindern eine ganzheitliche,
qualifizierte, spezialisierte und mit modernsten Forschungsergebnissen gestiitzte Therapie

zukommen zu lassen.

!Universititsklinik fiir Kinderheilkunde und Jugendmedizin Tiibingen
Homepage der Rheumaambulanz: http://www.medizin.uni-tuebingen.de/kinder/
Abteilung_I/Rheuma/rheuma.html
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2 Einleitung

2.1 Das Immunsystem

Der Begriff Immunitit leitet sich von dem lateinischen Wort immunis (= frei, unberiihrt)
[117] ab. Fiir das Uberleben komplexer mehrzelliger Organismen wie dem Menschen ist
es erforderlich, einen Schutz der eigenen Integritiit gegeniiber fremden Zellen zu besitzen.
Dieses Verteidigungssystem muss in der Lage sein, sicher korperfremde Zellen als fremd zu
erkennen und zu eliminieren. Gleichzeitig miissen korpereigene Zellen richtig erkannt und
verschont werden. Bei iiberschielenden Reaktionen (Uberempﬁndlichkeitsreaktionen, Aller-
gien) oder bei der Zerstorung vermeintlich infizierter korpereigener Zellen kann sich hieraus
ein eigener Krankheitswert entwickeln (Autoimmunkrankheiten, s. 2.1.3). Das Immunsys-
tem hat eine Schutzfunktion fiir den Korper gegeniiber verschiedenen Gefahren durch Bak-
terien, Viren, Pilze, Mikroorganismen, aber auch gegeniiber korpereigenen entarteten Zellen.
Man kann es in zwei sich ergidnzende Systeme einteilen, in die angeborene und die erwor-
bene Abwehr (s. Tab. 2.1).

Tabelle 2.1: Immunsystem - Angeborene und erworbene Abwehr, geéndert nach [52]

angeborene Immunitéit erworbene Immunitéit
physikalische und  Haut und Schleimhiute Haut- und Schleimhautassoziiertes lym-
chem. Barrieren phatisches Gewebe, sekretorische Anti-
korper (IgA)

losliche Faktoren =~ Komplementsystem, Akute-Phase-  Antikorper, Lymphozyten-Zytokine
Proteine, Zytokine von: Monozyten,
Makrophagen u. dendritischen Zellen

zelluldre Faktoren  Granulozyten, Monozyten, Makropha- B- und T-Lymphozyten
gen, NK Zellen, dendritische Zellen

Nachdem die erste Linie der Inmunabwehr, die physikalischen und chemischen Barrieren
(z. B. niedriger ph-Wert des Magens, intakte Haut und Schleimhiute) des Korpers, durchbro-
chen ist, ermoglicht die angeborene Abwehr nach einfachen Regeln eine schnelle Immun-

antwort. Dies geschieht u. a. durch sogenannte Mustererkennungsmolekiile (Toll-dhnliche
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Rezeptoren), die Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMP') der fremden Zellen er-
kennen konnen. Als ein weiteres, sehr anpassungsfihiges System steht zusétzlich die erwor-
bene Abwehr zur Verfiigung. Dieses System (bestehend aus B-, T- Lymphozyten und Antigen
priasentierenden Zellen) ist in der Lage, erworbene Antigene zu erkennen und sich diese lan-
ge Zeit iiber Memoryzellen zu ,,merken®. Dadurch kann bei einer Zweitinfektion eine sehr
schnelle und gezielte Immunreaktion erfolgen. Die wesentlichen Bestandteile dieses ,,zellu-
laren* Immunsystems mit den APZ, den B- und T-Lymphozyten sowie ihrer Interaktion iiber
Zytokine und Zell-Zell-Kontakte ist in Abbildung 2.1 dargestellt.

Dendritische Zelle

Transformierte oder
Virus-infizierte Zelle

MHC [ ]
Klasse IT| § /.

CD4
Gedachtnis-

( 3 T-Zelle
MHC Korezeptor ,‘4)\ '

Klasse I ¢

Direkter
Zell-Zell-
Kontakt

CD8 o
otoxische
ZytT—ZeIIe

- @ A ‘

[ e
Yo 0 @ r ‘ Gedchtnis- |
@l ) J B-Zelle

Makrophage (/—’ ‘[\Jf/

T A ANY

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung eines Teils des zelluldiren Immunsystems, geéndert nach [52].

Eine Immunantwort kann nur auftreten, wenn Antigene auch wirklich als fremd erkannt
werden. Hierfiir sind die Genprodukte des Major Histocompatibility Complex (MHC)? wich-
tig. B- und T-Zellen erkennen unterschiedliche Epitope®. B-Zellen konnen ihre Epitope
unabhingig von der Anwesenheit von MHC-Molekiilen erkennen, dagegen kann eine T-
Zellantwort nur dann stattfinden, wenn die Antigene auch prozessiert und zusammen mit

MHC-Molekiilen prisentiert werden.

'PAMP: pathogen-associated molecular patterns
2MHC: Haupt-Histokompatibilititskomplexs
3Epitope: Antigenbereiche, an die Antikorper oder T-Zell-Rezeptoren binden
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2.1.1 Major Histocompatiblity Complex (MHC)

1996 erhielten die Wissenschaftler Zinkernagel und Doherty den Medizinnobelpreis [84] fiir
die Erkenntnis, dass T-Zellen Antigene nur dadurch erkennen konnen, indem diese durch
MHC-Molekiile prisentiert werden. Mit ihrer in Nature [30] veroffentlichten Forschung re-
volutionierten sie die Vorstellung des Immunsystems und erklirten damit die eigentliche
Funktion des Haupthistokompatibilititscomplex (Aufbau und Struktur s. Abb. 2.3).

Anhand von Inzuchtexperimenten mit Médusen hatte man bereits in den 30er und 40er Jah-
ren Gene isoliert, die fiir die Transplantatabstoung verantwortlich sind. 1948 gelang es G.
Snell das H-2 Antigen aufgrund der besonders schnellen AbstoBung als Haupthistokompa-
tibilitdtscomplex (MHC) zu benennen. Vier Jahre spiter konnte der humane MHC durch J.
Dausset identifiziert werden. Fiir ihre Entdeckungen genetisch bestimmter zelluldrer Ober-
flachenstrukturen, von denen immunologische Reaktionen gesteuert werden, erhielten 1980
die Wissenschaftler G. Snell*, B. Benacerraf und J. Dausset gemeinsam den Nobelpreis der
Medizin [107]. Durch Versuche erhielt man nach 20 Generationen selektierte Miuse, die bis
auf die sogenannten Histokompatibilititsgene (= MHC) zu 99,9 % ihrer Gene iibereinstimm-
ten. Diese Histokompatibilitdtsgene kodieren die beim Menschen HLA-Molekiile (Humanes
Leukozyten Antigen) genannten Histokompatibilitdtsantigene. Der MHC spielt auch bei der
Pathogenese von Autoimmunerkrankungen eine wichtige Rolle und befindet sich auf dem
kurzen Arm des Chromosoms Nummer 6. Er umfasst iiber 100 Gene, die man grob in drei
Klassen einteilen kann (s. Abb. 2.2). Gene des MHC I und II sind zustindig fiir die Ko-
dierung von Glykoproteinen. Diese werden an der Zelloberfliche exprimiert und haben die
Aufgabe T-Zellen Antigene zu présentieren (s. oben). Man bezeichnet diese Glykoproteine
auch als HLA. Gene, die fiir TNF-a (Tumornekrosefaktor), TNF- und Komplementfaktoren
kodieren, werden unter dem Begriff MHC III zusammengefasst [135].

TABP DP DN DM LMP/TAP DO DQ DR A B C
L I | | |
Klasse Il Klasse Il Klasse |

Abbildung 2.2: HLA auf Chromosom 6

Antigen prisentierende Zellen (APZ), also Monozyten, Makrophagen und dendritische
Zellen, nehmen das fremde Antigen auf und bauen es in ihren intrazelluldren Lysosomen zu

Antigenfragmenten (kurzen Peptiden) ab. Diese werden von den APZ auf ihrer Oberfliche

4George Davis Snell (1903 - 1996)
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Region Struktur Funktion  Abbildung 2.3: MHC /Il - Aufbau und
Struktur, gedndert nach [138]. HLA-Klasse-1-
Molekiile: von den Genlokalisationen HLA-
A, -B, -C codiert; kommen auBler auf Spermi-

Klasse | Klasse Il

_Peptid- Antigen- .

Bi:ledgl;ggS- présentation en auf allen kernhaltigen Zellen und Throm-
bozyten vor; dienen der Erkennung und To-
Immun- Struktur- tung virusinfizierter und fremder Zellen durch
Soene | (@3 I I p2m @2 { I P2 )| ™Cosers”  zytotoxische T-Lymphozyten. HLA-Klasse-1I-
Reglon N Bindung Molekiile: kodiert von den Genlokalisatio-
b ”HH””"" """”H”H ﬂmm; EHHHHHHH verankerung ~ nen HLA-DR, -DQ, -DP; exprimiert auf B-

membran- MBI ’ ’ 4
. Region é Lymphozyten, Monozyten/Makrophagen, an-
Zytoplas- ¢ 25 b g deren APZ sowie aktivierten T-Lymphozyten;

matische ’ .
Region sie werden von T-Helferzellen erkannt.

zusammen mit MHC-Molekiilen prisentiert. Exogene (= korperfremde) Antigene, d.h. von
Bakterien oder anderen Mikroorganismen stammende Antigene werden in Assoziation mit
MHC-Klasse-II Molekiilen CD4"-T-Zellen prisentiert. Endogene Antigene (virusinfizierte
Zellen oder neoplastische Korperzellen) werden mit MHC-Klasse-I Molekiilen den CD8-

T-Zellen prisentiert (s. Abb. 2.1) und von diesen zytotoxischen T-Zellen zerstort.

2.1.2 CD-Antigene

Zellen tragen spezifische antigene Oberflichenstrukturen® auf ihrer Zellmembran, diese kon-
nen durch gentechnologisch hergestellte hochspezifische monoklonale Antikorper erkannt
werden. Um eine Systematik einzufiihren, bezeichnet man diese Antigene als Cluster of
Differentiation (CD) und versieht sie mit einer fortlaufenden Nummer (CD4, CDS etc.). Be-
sondere Bedeutung hat diese CD-Klassifikation fiir die Charakterisierung von Leukozyten.
Je nach Zelltyp (B-Zelle, T-Zelle), Differenzierungsgrad (reife vs. unreife Zelle) und Akti-
vitdtszustand tragen die Leukozyten verschiedene Differenzierungsantigene. Diese Tatsache
kann man niitzen, um den Zelltyp zu bestimmen. Man verwendet fluoreszenz-markierte mo-
noklonale Antikorpern, die an die entsprechenden Antigene binden, und misst anschlie3end
deren Fluoreszenzintensitit in der Durchflusszytometrie (FACS). Mit Hilfe von Antikdrpern
gegen spezifische CD-Antigene, beispielsweise anti-CD4- und anti-CD8-Antikorper, konnen
T-Helferzellen von zytotoxischen T-Zellen unterschieden werden. Da T-Zellen CD3 an ih-
rer Oberfldche tragen, ist es moglich durch spezifische anti-CD3-Antikorper, diese T-Zellen
zu charakterisieren und sie von anderen Zellen abzugrenzen. In Tabelle 2.2 sind diejenigen

CD-Antigene aufgelistet, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

Smembranstindige Immunglobuline, Rezeptoren und andere antigene Determinanten wie etwa Glykoproteine
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Tabelle 2.2: Auswahl einiger CD-Antigene: Exprimierende Zellen, Funktion und Verwandtschaft. Nach [61]

Antigen  zelluldre Expression Funktion
CD3 Thymozyten, T-Zellen assoziiert mit T-Zell-Rezeptor-Komplex, not-
wendig fiir die Signaliibertragung durch TZR
CD4 Thymozyten, Thl- und Th2-Zellen, Ma-  Korezeptor fiir MHC-Klasse-II Molekiile
krophagen u. Monozyten
CDS8 Thymozyten, zytotoxische T-Zellen Korezeptor fiir MHC-Klasse-I Molekiile
(1/3 der periph. T-Zellen)
CDh14 Myelomonozytische Z., Granulozyten Rezeptor fiir Lipopolysaccharide
CD19 B-Zellen, dentritische Zellen bildet Komplex (CD21 + CD81); Korezeptor
fiir B-Zellen (reguliert Entwicklung, Differen-
zierung und Aktivierung)
CD25 aktivierte T-Zellen, Tregs, B-Zellen u. a-Kette des IL-2 Rezeptors
Monozyten
CD28 T-Zell Subpopulationen, aktivierte B-  Aktivierung naiver T-Zellen, Rezeptor fiir kosti-
Zellen mulierendes Signal, bindet CD80 + CD86
CD45RO Subpopulationen von T- und B-Zellen, Isoform von CD45 (ohne A-, B- und C-Exon)
Monozyten, Makrophagen (Memory
Zellen)
CD69 aktivierte T- und B-Zellen, aktivierte unbekannt, frithes Aktivierungsantigen: Akti-
Makrophagen u. NK-Zellen vierungsmarker
HLA-DR APZ (dendritische Zellen, Monozyten, MHC-Klasse-II Molekiile, Bindung von Anti-

B-Zellen), aktivierte T-Lymphozyten

genpeptiden

2.1.3 Autoimmunkrankheiten

., Erkrankungen, bei denen durch Autoimmunisierung gegen korpereigene Sub-

stanzen (Autoantigene) gerichtete Autoantikorper bzw. spezifische sensibilisierte

B- und T-Lymphozyten auftreten. Autoimmunkrankheiten treten familicir gehduft

auf; Beteiligung genetischer Faktoren wahrscheinlich, da Autoimmunkrankhei-

ten oft mit Eigenschaften des HLA-Systems assoziiert sind.

Das Immunsystem hat die schwierige Aufgabe, eine unendliche Vielzahl an unterschiedli-
chen Krankheitserregern zu erkennen, diese von korpereigenen Strukturen zu unterscheiden
und erfolgreich zu bekdmpfen. Hierbei konnen Fehlfunktionen wie tiberschieBende Reaktio-
nen gegeniiber ,.harmlosen* Antigenen auftreten (Allergien). Den Begriff ,,Allergie* fiihrte
ein Wiener Kinderarzt, Clemens von Pirquet, 1906 im Rahmen einer Arbeit iiber die Se-
rumkrankheit in die Medizin ein. Neben allergischen Reaktionen kdnnen sich Zellen des
Immunsystems aber ebenso gegen gesunde, d. h. nicht infizierte korpereigene Zellen und
Proteine wenden, z. B. im Rahmen einer Auto-Immun-Reaktion. Normalerweise existieren

verschiedene Mechanismen (u. a. Zytokine und regulatorische T-Zellen [120]), die diese

6Pschyrembel Klinisches Worterbuch [106]

6 «
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Autoimmunreaktionen eindemmen (inhibieren) und beenden konnen. Bestehen sie aber un-
kontrolliert fiir langere Zeit fort, konnen sie zu einer permanenten Schadigung korpereigener

Strukturen fithren und man spricht von einer Autoimmunkrankheit.

Autoimmunkrankheiten bzw. Autoimmunphinomene sind bereits seit langem bekannt,
erstmals wurde 1898 die Komplement vermittelte Himolyse durch Jules Bordet 7 beschrie-
ben [14]. Fiir seine Leistungen in der Immunologie erhielt er 1919 den Medizin-Nobelpreis.
Sie besitzen eine besondere Relevanz, da in den Industrienationen bereits 5 % der Bevol-
kerung an einer Autoimmunkrankheit leiden [27, 60, 122]. Obwohl die Privalenzen dieser
Erkrankungen weiter steigen, existieren aufgrund der komplexen Entstehungsmechanismen
noch immer kaum kausale Therapiemoglichkeiten. Autoimmunerkrankungen lassen sich
in organ-spezifische und systemische Erkrankungen unterteilen. Zu den hiufigsten organ-
spezifischen Autoimmunerkrankungen gehoren u.a. die Thyreoiditis (Priavelenz 1 - 2 %), die
Gastritis (1 - 2 %), der M. Basedow (0,2 - 1,1 %) und der Diabetes Mellitus Typ I 0,2-0,4
%) [83].

Zu den systemischen Autoimmunerkrankungen gehort neben seltenen Erkrankungen wie
z. B. der Polyomyositis auch eine der hdaufigsten Autoimmunerkrankungen die Rheumatoide
Arthritis mit einer Privalenz von etwa einem Prozent, wobei Frauen hédufiger betroffen sind
als Minner [35].

2.1.3.1 Entstehungsmechanismen

Abbildung 2.4 versucht, grundlegende Mechanismen in der Pathogenese von Autoimmun-
krankheiten darzustellen. Als sicher gilt fiir viele Autoimmunkrankheiten eine genetische
Pradisposition, so erkranken z. B. bevorzugt HLA-B27 positive Menschen am Morbus Bech-
terew. Neue Forschungsergebnisse zeigen allerdings, dass nur Triger einer bestimmten Va-
riante, dem HLA-B27*05, eine besondere Gefdhrdung haben. Trédger der Variante *09, die
sich nur in einer Aminosdure davon unterscheidet, haben kein erhohtes Risiko [51]. Ver-
mutet wird, dass die besondere Konformation aus HLA-B27*05 und korpereigenem Peptid
einem fremden vermutlich von Viren stammenden Peptid so stark dhnelt, dass T-Zellen kei-
ne Unterscheidung mehr treffen konnen. Als Konsequenz daraus bilden sich Autoantikdrper
und autoaggressive Zellen. Hierdurch versagt einer der wichtigsten Eckpfeiler des Immun-

systems - die Selbsttoleranz [87]. Die Reaktionen, die aus der Strukturdhnlichkeit entstehen,

7Jules Jean Baptiste Vincent Bordet (1870 - 1961), belgischer Biologe mit Schwerpunkt Immunologie und
Bakteriologie

8Diabetes Mellitus Typ I: insulinabhiingiger Diabetes Mellitus mit Autoantikérpern gegen Inselzellen, Insulin
und Glutamatdecarboxylase
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Fehlende Abbildung 2.4: Entstehung von Autoimmunkrankhei-
Versagen der (iigll:":;i::_ ten - Zwillingsstudien und epidemiologische Untersu-
Selbsttoleranz systems chungen sprechen dafiir, dass auch genetische Ursachen
(Tregs) [105, 134] eine Rolle spielen. Fiir eine ,,Selbsttoleranz*

wichtig ist die physiologische Elimination potentiell
autoreaktiver B- und T-Zellen durch eine thymale Se-
Autoimmunitit lektion und periphere Depletion der Zellen [118]. Diese
Mechanismen kénnen versagen und diese potentiell au-
toreaktiven Zellen konnen durch molekulares Mimikry
(Kreuzreaktivitit), Superantigene, Expression costimu-

Verletzungen latorischer Signale (nach Infektionen) oder durch un-

an immunolo- Genetische

gisch Pradisposition physiologischen Kontakt mit dem Selbst-Antigen in im-
p”é"egie“e“ (HLA-Allele) munologisch privilegierten Organen aktiviert werden.
rganen

Auch eine Beteiligung von regulatorischen T-Zellen
(CD41CD25"8"+) zur Aufrechterhaltung der Selbst-
Toleranz [120] gilt als wahrscheinlich.

werden als molekulares Mimikry bezeichnet. Diese Mechanismen scheinen bei Autoimmun-
krankheiten eine Schliisselrolle zu spielen [7], auch wenn der Zusammenhang zwischen Vi-
ren und Autoimmunitédt kontrovers diskutiert wird [40, 68]. Der normale Reifungsprozess
von T-Zellen findet im Thymus statt. Im Regelfall werden wihrend dieser Reifungsphase
autoreaktive T-Zellen eliminiert [118]. Entkommen allerdings einige Zellen dieser negati-
ven Selektion, wahrscheinlich aufgrund einer zu geringen Aviditidt gegeniiber Autoantigenen

[76], konnen sich autoreaktive Prozesse ausbilden.

Durch regulatorische T-Zellen, wie den CD41CD25"8"t _T-Zellen [34, 57, 120], konnen
autoaggressive Reaktionen begrenzt und verhindert werden. Die regulatorische Aktivitét der
momentan bevorzugt betrachteten CD4+TCD25"8"+_T-Zellen (Tregs ) wird dabei vermutlich
von auf der Oberflache gebundenem TGF-f; vermittelt [34, 57, 95] und verhindert unter an-
derem die Aktivierung CD8"-T-Zellen [102]. Es konnte gezeigt werden, dass das Ausschal-
ten des Transkriptionsfaktors Foxp3, der die Entstehung von Tregs beeinflusst, eine massive
Autoimmunreaktion bewirkt [38, 56, 65].

Neben den regulatorischen Zellen haben auch Zytokine (proinflammatorische und inhi-
bitorische) einen Einfluss auf die Immunreaktion (s. 2.2.4). Immunregulatorische Zytokine
wie das Zytokin TGF-; spielen eine grofle Rolle (s. 2.2.4.1). Wird TGF-; komplett aus-
geschaltet, kann es zu einer letalen Entziindung fiihren. So leiden TGF-; knockout Miuse
(-/-) unter einer ausgeprdgten Multisystemerkrankung [71, 121]. Als Ausloser fiir Autoim-
munerkrankungen kommen auch Verletzungen von immunologisch privilegierten Organen
in Frage. Ein Beispiel ist die Ophthalmia sympathica, bei der nach Verletzung eines Au-

ges der unphysiologische Kontakt des Immunsystems mit Bestandteilen der Uvea zu einer
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Autoimmunreaktion fiihrt. In Folge kommt es zu einer massiven autoimmunen Entziindungs-

reaktion, welche bis zum Verlust des anderen gesunden Auges fithren kann.

2.2 Die Juvenile Idiopathische Arthritis (JIA)

2.2.1 Historische Hintergriinde

Die erste rheumatisch-entziindliche Erkrankung wurde durch den englischen Kinderarzt Sir
George F. Still® 1897 beschrieben. Er beobachtete eine schwere systemische Rheumaerkran-
kung mit extremen Bewegungseinschrinkungen, Fieber und einer hohen Mortalitét. Dies ist
die schwerste Verlaufsform der JIA und wird bis heute nach seinem Erstbeschreiber auch
Morbus Still genannt. Es gab aber bereits vor Still bedeutende Rheumatologen, auch wenn
dieser Begriff erst deutlich spiter geprigt wurde. Bereits im Jahre 1800, annihernd ein Jahr-
hundert vor Still, gelang es A. J. Landre-Beauvais in seiner Dissertation, eine eindeutige
Abgrenzung der rheumatoiden Arthritis von der Gicht und dem akuten Gelenkrheumatismus
[62] zu formulieren. Er bezeichnete aber dem Zeitgeist entsprechend diese neue Krankheit
als ,,primire asthenische Gicht“. Dieser Begriffsbildung widersprach Jean Martin Charcot
(1825 - 1893) erst ein halbes Jahrhundert spiter [64]. Charcot bezeichnet in seiner Disser-
tation (1853, Paris) dieses Krankheitsbild als ,,Rhumatisme articulaire chronique - forme
primitive (primédre Form des chronischen Gelenkrheumatismus). Er bestitigte aber auch
ausdriicklich Beauvais als Erstbeschreiber dieser Krankheit. Charcot hat dabei in einigen
Fillen die Klinik, die Lokalisation der Beschwerden und vor allem die Schmerzqualitéiten in

einer bis heute nahezu uniibertroffenen Qualitit beschrieben.

2.2.2 Grundlagen

Im Kindesalter kommen unterschiedliche rheumatische Erkrankungen vor. Es handelt sich
um verschiedene Krankheitsbilder, deren Einordnung und Klassifikation Schwierigkeiten be-
reitet. Allerdings sind diese Erkrankungen bei Kindern nahezu ausschlielich entziindlich-
immunologisch bedingt und somit dem Formenkreis der Autoimmunkrankheiten zuzurech-
nen.

Zusitzlich zu dem typischen Befall der Synovia der Gelenke treten im Verlauf der JIA
abhéngig von den Subtypen auch extraartikuldre Manifestationen u.a. des Bindegewebes der
Haut, der GefiBBe und der Sehnenscheiden auf. Wihrend bei der systemischen Verlaufsform

(M. Still) beispielsweise einer der hiufigsten Komplikationen die Perikarditis ist, treten bei

9Sir George F. Still (London, 1868 - 1941)
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Abbildung 2.5: Zeichen der chronischen
Arthritis - Dargestellt sind die typischen kli-
nischen Erscheinungsbilder der kindlichen
chronischen Arthritiden, gedndert nach [97].
Links oben ist die spindelférmige Schwel-
lung der Finger in den Frithstadien darge-
stellt, rechts daneben die bei einer poly-
artikuldren Auspriagung meist geschwolle-
nen proximalen Interphalangealgelenke, die
Metakarpophalangeal und die Handgelenke.
Unten links ist eine Arthrits des linken Knie-
gelenks dargestellt (mit einer Varusfehlstel-
lung und Beugekontraktur). Daneben ist das
so genannte Fluktationszeichen dargestellt.
Durch Ausstreichen des Kniegelenkergusses
aus dem medialen Kompartiment von proxi-
mal nach distal und anschlieBender schneller
Kompression des lateralen Kompartiments
bildet sich medial der Patella ein Wulst.

den oligoartikulddren Verlaufsformen hiufig Augenerkrankungen in Form einer Uveitis auf.
Es handelt sich also nicht nur um lokalisierte Krankheitsbilder, welche mit lokalen Mitteln
behandelt werden konnen. Vielmehr sind es komplexe Systemerkrankungen, bei denen die
rheumatische Entziindung in den diversen Gelenken klinisch meist im Vordergrund steht.

Das gesamte Krankheitsbild muss daher aggressiv behandelt werden.

2.2.2.1 Definition

Die Juvenile Idiopathische Arthritis ist definiert als eine Arthritis'® weitgehend unbekannter
Atiologie mit einem obligaten Erkrankungsbeginn vor dem 16. Lebensjahr und einer Erkran-
kungsdauer von mindestens 6 Wochen. In Einzelfillen konnen auch akute Arthritiden eine
solche Dauer haben. Die endgiiltige Diagnose kann deshalb oft erst im weiteren Verlauf be-
stiatigt werden. Typische klinische Zeichen sind Funktionseinschrinkungen an einem oder

mehreren Gelenken, Schwellung, Uberw‘armung und Schmerzen (s. Abb. 2.5).

2.2.2.2 Epidemiologie

Mit einer Inzidenz!'! von circa 1:1000 Kindern/Jahr ist die akute Arthritis (z. B. die Coxitis
fugax) die haufigste Arthritis bei Kindern. Aber auch die Juvenile Idiopathische Arthritis hat

19Definition (Arthritis): entziindliche Schwellung oder Bewegungseinschrinkung eines Gelenkes mit Schmer-
zen
T Anzahl der Neuerkrankungsfille in einem Jahr

10
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eine recht hohe Inzidenz. Diese wird international mit jdhrlich 12 - 19 Erkrankungen pro
100.000 Kindern angegeben. In Deutschland ist sie wahrscheinlich niedriger und liegt im
Bereich von 3,5 bis 6,6 Erkrankungen pro 100.000 Kindern jdhrlich. Auch die Priavalenzda-
ten sind extrem abhiingig von der betrachteten Population, den Erfassungsmethoden und den
verschiedenen Klassifikationen (und Nomenklaturen). Dies muss man beim Betrachten der
Zahlen beriicksichtigen. International liegt die Priivalenz!? zwischen 56 und 113 pro 100.000
Kindern (unter 16 Jahren). In Deutschland liegt die Privalenz im Bereich von 14,8 bis 20 pro
100.000 Kindern [66, 70, 116]. Anhand dieser Zahlen sind (geschitzte) 4000 - 5000 Kinder
in Deutschland erkrankt und zusitzlich treten jahrlich 750 - 1000 Neuerkrankungen auf.

2.2.2.3 Klinische Symptomatik

Die Symptomatik der Gelenkentziindung lisst sich aufgrund der autoaggressiven Immun-
reaktion (Produktion von Zytokinen, Prostaglandinen und Leukotrienen) erklidren. Durch
die Zytokinproduktion kommt es zu einer Synoviahypertrophie und aus dieser kann ein de-
struierend wachsender Pannus entstehen. Durch die invasiv wachsende Synoviahypertrophie
mit anschlieBender Knorpel- und Knochenzerstérung kommt es zu der typischen Verklei-
nerung des Gelenkspalts. Die vielen eingewanderten Entziindungszellen bewirken die ty-
pischen Entziindungszeichen Rétung, Uberwirmung, Schmerz und Schwellung (durch den
Gelenkerguss). Letzlich kommt es zu Bewegungseinschrinkungen der Gelenke, die bis zum
volligen Funktionsverlust und zur Einsteifung (Ankylose) mit Fehlstellungen fithren kon-
nen. Am haufigsten ist dabei das Kniegelenk betroffen, deutlich weniger hdufig besteht die
Erkrankung in einem Sprunggelenk oder in einem Ellenbogengelenk. Das Hiiftgelenk ist nur

sehr selten entziindet [119].

2.2.2.4 Therapie

Bei der JIA handelt es sich um eine heterogene Gruppe schwerwiegender Erkrankungen.
Da fiir diese leider (noch) keine kausale Therapie moglich ist, ist es sehr wichtig, neben ei-
ner reinen Pharmakotherapie ein ganzheitliches Behandlungskonzept zu verfolgen (s. Abb.
2.6). Bei der Pharmakotherapie sind einige Punkte zu beachten. Generell stehen zwar die-
selben Medikamente wie bei der Behandlung der Rheumatoiden Arthritis des Erwachsenen
zur Verfiigung, allerdings sind nur wenige Medikamente fiir den Einsatz an Kindern (Alter
< 18 Jahre) getestet bzw. zugelassen. Deren Einsatz birgt besondere Risiken und muss gut
tiberlegt sein. Auch deshalb gilt das generelle Prinzip, dass einem gro3tmdoglichen therapeu-

tischen Effekt ein moglichst kleines Risiko gegeniiberstehen muss.

12 Anzahl der Erkrankten zu einem bestimmten Zeitpunkt (,,Krankenstand*)

11
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Abbildung 2.6: Ein ganzheitliches Therapiekon-
Ganzheitliche Therapieansatze zur Behandlung der JIA zept umfasst neben der notwendigen Pharmako-

therapie auch eine Physiotherapie (evtl. mit Er-

gotherapie, Orthesenversorgung). Hierdurch sol-
Interdisziplinare Facharztliche Betreuung der Kinder

len Bewegungseinschrinkungen und dadurch be-
dingte Schonhaltungen vermindert werden. Pri-
mires Ziel ist es, Gelenkfehlstellungen zu ver-
meiden und die volle Beweglichkeit zu erhalten.
Falls Kontrakturen auftreten, miissen ggf. Schie-
nen angepasst werden oder chirurgische Mai-
nahmen ergriffen werden (Synovektomie, Ge-
lenkersatz, Arthrodese). Auch eine sozialpidia-
trische Behandlung mit einer psychologischen
Betreuung der Patienten und Eltern, einer Forde-
rung der schulischen Integration sowie verschie-
dener Therapien (Musik-, Mal-, Clowntherapie)
ist wichtig.

Um dies zu ermoglichen, folgt die Therapie einem Stufenschema. Man beginnt mit nicht-
steroidalen Antirheumatika (NSAR) zur antiphlogistischen und analgetischen Therapie (fiir
Kinder geeignet sind: Diclofenac, Ibuprofen, Indometacin, Naproxen). Reichen dessen Wir-
kungen nicht, muss man frithzeitig auf Basistherapeutika zuriickgreifen. Hierunter versteht
man eine Medikamentengruppe, die den destruktiven Krankheitsverlauf positiv beeinflussen
und bestenfalls eine Remission erreichen kann. Es sind Langzeittherapeutika, deren Einsatz
aber auch groBles kinderrheumatolgisches Wissen und Erfahrung voraussetzt. Zum Einsatz
kommen hierbei Methotrexat, Leflunomid, Azathioprin und Sulfasalazin. Chloroquin und
Ciclosporin A werden nur noch sehr selten eingesetzt. Glukokortikoide (primédr Kortison)
konnen in schweren Fillen (z. B. bei einer Polyarthritis) aufgrund ihrer ausgezeichneten anti-
phlogistischen und antipyretischen Wirkungen systemisch als Sto3therapie oder bei oligoar-
tikuldren Verldufen im Rahmen einer Erguss-Punktion auch intraartikuldr appliziert werden.
Zu beachten sind v. a. bei Kindern deren ausgeprigte Nebenwirkungen (katabole Wirkung
bis zum Wachstumsstillstand, Gefahr von Hiiftkopfnekrosen, sowie nach kurzer Zeit entste-
hende Kortisonabhédngigkeit durch akute NNR-Insuffizienz).

Ein weiterer interessanter Ansatzpunkt fiir die Pharmakotherapie sind die an der Patho-
genese beteiligten Zytokine. Unter anderem spielt das proinflammatorische Zytokin TNF-«
eine wichtige Rolle, deshalb wurden u. a. der Zytokinhemmstoff (I16slicher TNF-a-Rezeptor)
Etanercept (Enbrel) entwickelt. Er ist seit 2000 in Deutschland zugelassen und gehort zu der
Medikamentengruppe der Biologika. Als Indikation gelten alle JIA Kategorien mit mehr als
4 betroffenen Gelenken. Eine bei 69 Kindern durchgefiihrte kontrollierte Enbrel Studie er-
gab im Jahr 2000 bei 86 % der Kinder einen Therapieerfolg [80], bei 70 % immerhin eine
deutliche Besserung. Auch andere TNF-a Antagonisten wie Infliximab (Antikdrper gegen

12
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TNF-a ) kommen, besonders bei therapieresistenten Arthritiden, zum Einsatz [28]. Bei the-
rapieresistenten Verldufen (z. B. schwere Auspriagungen des M. Still) sind zunehmend auch

Stammzelltransplantationen im Gesprich und in Erprobung.

2.2.2.5 Prognose und Verlauf

Die Prognosen bei kindlichen chronischen Arthritiden sind generell eher giinstiger als bei der
Rheumatoiden Arthritis des Erwachsenen. Deshalb ist es sehr wichtig, bleibende Schiden zu
verhindern (Schidden an Augen und Gelenken, Kleinwuchs durch Kortison). Es werden Re-
missionsraten!3 von 23 - 88 % erzielt [82], nach 5 - 15 Jahren sind es immer noch 50 - 60
%. Die verschiedenen Kategorien der JIA haben hierbei auch unterschiedliche Komplikati-
onsrisiken. So besteht bei der Oligoarthritis (bei frithkindlichem Beginn) primir die Gefahr
der chronischen Iridozyklitis und beim M. Still vor allem die Problematik des Kleinwuchses

(durch Kortisontherapie und anhaltende Krankheitsaktivitét).

2.2.3 Einteilung in Kategorien (nach ILAR)
2.2.3.1 Terminologie

Obwohl sich bereits seit iiber zehn Jahren (1994) eine internationale Expertenkommission
bemiiht, eine international giiltige Einteilung und Nomenklatur zu schaffen, ist dies im-
mer noch nicht abschlieBend gegliickt. Seit 2001 existiert die 3. Fassung dieser ILAR!4-
Einteilung, welche den Begriff der Juvenilen Idiopathischen Arthritis einfithrt und dessen

Einteilung in Kategorien festgelegt hat.

Vor allem im amerikanischen Sprachraum konnte sich diese Einteilung noch nicht generell
durchsetzen, so dass hier immer noch der Begriff der Juvenile Rheumatoide Arthritis (JRA)
der ACR" Verwendung findet. Die europiische Einteilung der EULAR'6 unter dem Uberbe-
griff Juvenile Chronische Arthritis wurde bereits weitgehend zugunsten der JIA aufgegeben.
Tabelle 2.3 liefert einen kurzen Uberblick dariiber und stellt klar, dass die verschiedenen
Begriffe aufgrund grundlegender Unterschiede leider nicht synonyme Verwendung finden
konnen. So beinhaltet die JRA weder die Psoriasis-Arthritis noch Enthesitis bezogene Ar-
thritiden. Diese sind wiederum in den Gruppen der Juvenilen Idiopathischen Arthritis (nach

ILAR) enthalten. Auch fiir die Erhebung internationaler epidemiologischer Daten sollte des-

13abhiingig von der Selektion des Krankengutes und der Beobachtungsdauer
4International League of Associations for Rheumatology

15 American College of Rheumatology

16European League against Rheumatism
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halb nur noch die aktuell giiltige Fassung der ILAR Einteilung verwendet werden. Dement-

sprechend wurde in dieser Arbeit diese Einteilung verwendet.

Tabelle 2.3: Divergierende Klassifikationen der ,,kindlichen chronischen Arthritis* (EOPA = early
onset pauciarticular arthritis; LOPA = late onset pauciarticular arthritis) [99].

Klassifikation ACR EULAR ILAR
JRA= Juvenile JCA =Juvenile JIA = Juvenile
Rheumatoid-Arthritis  Chronische Arthritis Idiopathische Arthritis
Subgruppen:

Systemform

polyartikulidre JRA

pauciartikuldre JRA

systemische JCA

polyartikulidre JCA
(RF-negativ)
polyartikulidre JCA
(RF-positiv)

Oligoarthritis
° Frithform (EOPA-Typ)
° Spatform (LOPA-Typ)

juvenile Psoriasis-Arthritis

juvenile ankylosierende
Arthritis

Systemform

polyartikulidre Form
(RF-negativ)
polyartikuldre Form
(RF-positiv)

oligoartikuldre Form
° persistierend
° extendierend

Psoriasis-Arthritis

Enthesitis-bezogene
Arthritis

2.2.3.2 Einteilung

Definitionen der einzelnen Subtypen der JIA:

andere Arthritiden

1. Systemische Arthritis/Syn. Still-Syndrom (7 - 10 %): ICD10 = M08.2

= Arthritis in einem oder mehreren Gelenken und Fieber (2 Wochen lang, an mindestens 3 Tagen in-
termittierend > 39 °C) und Exanthem, generalisierte Lymphknotenschwellung, Hepato-/Splenomegalie
oder Serositis.

Charakteristika: Middchen = Jungen; bei % Beginn im Kleinkindalter; Organmanifestationen: Polysero-
sitis, Perikarditis, Hepatosplenomegalie, LK- Schwellungen. Exklusionen: a, b, ¢, d

. RF-negative Polyarthritis (10 - 15 %): M08.3
=> Arthritis mit > 5 betroffenen Gelenken
Charakteristika: Méadchen > Jungen; kein bestimmtes Alter bevorzugt; symmetrischer Gelenkbefall.

Exklusionen: a, b, ¢, d, e

. RF-positive Polyarthritis (3 - 5 %): M08.0

= Arthritis mit > 5 betroffenen Gelenken und mindestens zweimal in den ersten 6 Erkrankungsmona-
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ten Rheumafaktor'”-positiv getestet (im Abstand von 3 Monaten)
Charakteristika: Maddchen > > Jungen; Alter > 10 Jahren; symmetrischer Gelenkbefall; hdufig HLA-
DR4 positiv; aggressiver gelenkdestruierender Verlauf. Exklusionen: a, b, ¢, e

. Oligoarthritis (50 %): M08.4

= Arthritis, mit 1 - 4 betroffenen Gelenken in den ersten 6 Erkrankungsmonaten.
a.) persistierend: = im Verlauf max. 4 Gelenke betroffen.

b.) extendend: =- nach den ersten 6 Monaten > 4 Gelenke betroffen.
Exklusionen: a, b, ¢, d, e

. Psoriasis-Arthritis (5 - 10 %): M09.0

= Arthritis kombiniert mit einer Psoriasis oder eine Arthritis und mindestens zwei Nebenkriterien
(Daktylitis, Nagelauffilligkeiten (Tiipfel/Onycholyse) oder bestitigte Psoriasis bei einem Angehorigen
1. Grades). Exklusionen: b, ¢, d, e

. Enthesitis-assoziierte Arthritis (10 - 15 %): M08.1

=> 1. Arthritis mit einer Enthesitis oder 2. Arthritis oder Enthesitis und mindestens zwei Nebenkriterien
(Druckschmerz iiber den Iliosakralgelenken/entziindlicher Riickenschmerz im Lumbosakralbereich (ak-
tuell oder anamnestisch), HLA-B27-Nachweis, Junge mit Erkrankungsalter > 6 Jahre, Ankyl. Spondy-
litis, Enthesitis-assoziierte Arthritis, Sakroiliitis bei entziindlichen Darmerkrankungen, Reiter-Syndrom

oder akute anteriore Uveitis bei einem Angehorigen 1. Grades). Exklusionen: a, d, e

. Andere Arthritiden: M08.8

= Arthritis, bei der entweder keine oder mehrere der o. g. Kategorien zutreffen.

Die Juvenile Idiopathische Arthritis umfasst mehrere Krankheitsentititen (Kategorien).

Die Erkrankung wird innerhalb der ersten 6 Monate anhand der artikuldren und extraartiku-

laren Symptome einer dieser 7 Kategorien zugeordnet (Einteilung nach ILAR, modifiziert
nach [101]). Hierbei spielen auch das Geschlecht, Anzahl und Muster der befallenen Gelen-
ke, Beteiligung innerer Organe, Fieber, Exantheme, Psoriasis und Laborbefunde eine Rolle.

Wichtig ist, dass sich die genannten Kategorien gegenseitig ausschlieBen und jede Kategorie

auch eine Reihe von Exklusionen!® aufweist:

d

€

Psoriasis oder Psoriasis-Anamnese beim Patient oder Verwandten 1. Grades
Beginn der Arthritis nach dem 6. Lebensjahr bei HLA-B27 positiven Jungen

Erkrankungen bei einem Verwandten 1. Grades: ankylosierende Spondylitis, Enthesitis-assoziierte Arthri-
tis, Sakroilitis bei entziindlicher Darmerkrankung, Reiter-Syndrom od. akute Uveitis anterior

IgM-Rheumafaktor mindestens 2-mal nachgewiesen im Abstand von 3 Monaten

Vorliegen einer systemischen JIA beim Patienten

1"Rheumafaktoren (RF) sind Immunglobuline (IgM), die an die Fc-Region von IgG binden.
18— Ausschlusskriterien
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Weiterhin ist zu beachten, dass die JIA eine Ausschlussdiagnose ist. Aus diesem Grund
miissen andere Erkrankungen mit Gelenkbeschwerden vor Diagnosestellung ausgeschlossen
werden. Darunter fallen Infekt assoziierte Arthritiden (reaktive, virale, para- und postinfekti-
0se, Lyme-Athritis, rheumatisches Fieber), Autoimmunerkrankungen und Vaskulitiden (Sys-
temischer Lupus-erythematodes, Dermatomyositis, Purpura Schonlein-Henoch, Kawasaki-
Syndrom), aber auch Erkrankungen wie das Familidre Mittelmeerfieber, Knochentumore,

Osteomyelitiden und chronische Prozesse (Tuberkulose u. 4.).

2.2.4 Pathogenese und Atiologie

Die Pathogenese und Atiologie der Juvenilen Idiopathischen Arthritis sind noch immer weit-
gehend ungeklirt. Grundlage der JIA ist eine Immunreaktion der Synovia, welche wahr-
scheinlich T-Zell vermittelt ist [44, 143]. Man geht davon aus, dass genetische Faktoren z.
B. MHC im Zusammenspiel mit exogenen Faktoren die Erkrankung verursachen. Es han-
delt sich hierbei vermutlich um einen komplexen genetischen Hintergrund [93], wobei sich
die unterschiedlichen Subtypen (Kategorien) der JIA durchaus unterschiedlich verhalten. So
ergaben Studien fiir den friihkindlichen Typ!® der Oligoarthritis gewisse Assoziationen mit
bestimmten MHC Molekiilen [3]. Neben genetischen Faktoren scheint auch das Entglei-
sen diverser Regulationsmechanismen, welche normalerweise supprimierend auf die auto-
aggressiven Tendenzen des Immunsystems wirken, eine Rolle zu spielen. So kann die Im-
munantwort tiber Zytokine (z. B. TNF-a und TGF-1) oder auch iiber regulatorische T-
Zellen (CD41TCD25Mish+ Tyegs) moduliert werden [57, 120]. Erfolgreiche Therapieansitze
mit TNF-a-Antagonisten deuten darauf hin, dass u. a. diesem Zytokin eine Schliisselrolle
zukommt [28, 36] (s. 2.2.2.4). Auch fiir TGF-p; wurde gezeigt, dass das immuninhibitori-
sche Zytokin eine Schliisselrolle in der T-Zellhomoostase einnimmt. Im Mausmodell fiihrt
die systemische Applikation von TGF-; zu einer deutlichen Verbesserung der Arthritis und
die Verabreichung von TGF-f1-Antikorpern zu einer Verschlechterung des Krankheitsbildes
[72, 132]. TGF-B1 knockout Miuse (-/-) leiden an einer ausgeprigten Multisystemerkran-
kung [71, 121].

Bei Patienten, die an anderen chronisch-entziindlichen Erkrankungen, wie dem M. Crohn
oder der Colitis Ulzerosa, erkrankt sind, wurde in verschiedenen Arbeiten erstaunlicherweise
eine Erhohung des (immuninhibitorischen) TGF-f; in der Darmmukosa nachgewiesen [6,
37, 92]. Dieser erhohte Wert kommt wahrscheinlich durch einen Defekt in der Signalkaskade
des TGF-f; zustande (Mangel an inhibitorischen Smad7 [92], s. 2.2.4.1).

199emiB EULAR Einteilung
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Tabelle 2.4: T-Helferzellen

Zellen | Tho Th1 Th2
Zytokine | IFN-, IL-4,IL-5 IFN-7,IL-2 IL-4,IL-5

Auch T-Helferzellen spielen eine Rolle bei der Pathogenese. Sie lassen sich anhand ih-
res Zytokinmusters in Thl- und Th2-Zellen weiter unterscheiden (s. Tab. 2.4). Th1-Zellen
produzieren vorrangig IL-2 und IFN-7, wohingegen Th2-Zellen IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13
produzieren [79]. Anhand von T-Zellklonen wurde diese Unterteilung definiert und in vivo
bei diversen Autoimmunerkrankungen (Leishmaniose der Maus, Multiple Sklerose und der
Rheumatoiden Arthritis) bestétigt. Inzwischen gibt es vermehrt Hinweise darauf, dass Thl-
Zellen, die das proinflammatorische Zytokin IFN--y sezernieren, eine Schliisselrolle einneh-
men. Momentan geht man daher eher von einer Th1-Pathogenese der JIA aus [140, 142]. Es
wurde auch gezeigt, dass TGF-B; die Proliferation von naiven T-Zellen und von Gedicht-
niszellen vom Th1-Typ hemmen kann. Aktivierte T-Zellen (und Th2-Zellen) gelten dagegen
allerdings als weitgehend resistent gegeniiber dem inhibitorischen Effekt von TGF-; [55].

2.2.4.1 Transforming growth factor-3

Es sind drei unterschiedliche Formen des Transforming growth factor-p (TGF-8) beim Men-
schen bekannt (TGF-p1_3 [124]), wobei die Zellen des Immunsystems vor allem TGF-$
bilden. TGF-f stammt aus einer Familie mit iiber 40 strukturell verwandten Polypeptiden,
die urspriinglich vermutlich aus einem Gen entstanden sind. Ihren Namen tragen die Fak-
toren, da sie Rattenfibroblasten in Zellkultur morphologisch verdndern konnen. Entweder
fordern sie das Uberleben von Zellen in Kultur oder sie wirken auf Fibroblasten als Wachs-
tumsfaktoren. Durch diese Entdeckung gelang es, ein neues Konzept fiir das Verstdndnis
der autokrinen und parakrinen Stoffwechselregulation zu gewinnen. Eine der wichtigsten
Eigenschaften von TGF-f ist seine immunregulatorische Wirkung. So reguliert TGF- die
Migration, Adhision, Proliferation, Differenzierung und Apoptose der Zellen. Nach heuti-
gem Versténdnis spielt es eine entscheidende Rolle bei der Tumorgenese und der Entstehung
von Autoimmunerkrankungen. Da TGF-f; in den meisten Zellen als Wachstumsinhibitor
wirkt, hemmt es das Tumorwachstum maligner Zellen [146], kann andererseits aber auch
deren Metastasierung fordern [2].

TGF- B, hat eine sehr entscheidende Funktion bei der T-Zell Homdostase: so leiden TGF-
B1 knockout Miuse (-/-) unter einer ausgeprigten Multisystemerkrankung [71, 121]. TGF-4
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wird von nahezu allen Leukozyten gebildet [77], insbesondere von Monozyten, Makropha-
gen, antigen-stimulierten T-Zellen sowie von regulatorischen T-Zellen. Es ist auch in groBer

Menge in Thrombozyten enthalten und wird bei der Blutgerinnung freigesetzt.

Spezifische membranstindige Glykoproteinrezeptoren (TGF-B-Rezeptor Typ I - III) ver-
mitteln die Effekte von TGF-p. Typ-1II-Rezeptoren konnen selbst keine Signale transdu-
zieren, aber sie konnen TGF-p lokal anreichern und so die Wirkung iiber die Typ-I- und
Typ-1I-Rezeptoren modulieren. TGF-f bindet zunichst an den Typ-II-Rezeptor, anschlie-
Bend kommt es zu Wechselwirkungen zwischen dem Komplex (TGF-p/Typ-II-Rezeptor)
und dem Typ-I-Rezeptor. Hierdurch wird der Typ-I-Rezeptor aktiviert und phosphoryliert
anschliefend ein rezeptorreguliertes Smad?’-Protein (R-Smad). Dieses R-Smad bindet an
ein Co-Smad (Smad 4) und wandert als Komplex in den Zellkern [5, 29]. Dort bindet es an
Transkriptionsfaktoren, welche die Genexpression regulieren [85]. Smads lassen sich nach

strukturellen und funktionellen Aspekten in mehrere Klassen unterteilen:

* Rezeptorregulierte Smad-Proteine (R-Smads): Smad 1, 2, 3, 5 und 8
* Kooperative Smad-Proteine (Co-Smads): Smad 4
¢ Inhibitorische Smad-Proteine (I-Smads): Smad 6 und 7 [49]

Die I-Smads wirken antagonistisch zu R- und Co-Smads und konnen die Wirkung von TGF-
B1 abschwichen, indem sie R-Smads (2, 3) inhibieren [5]. Auch andere Proteine kdnnen
die TGF-p Signalkaskade unterbrechen, so kann beispielsweise das zytosolische Protein
FKBP122! an den Typ-I-Rezeptor binden und dadurch die Phosphorylierung durch den Typ-
II-Rezeptor verhindern [22].

Der biologische Effekt von TGF-£1 hingt vom Zelltyp, den Wachstumsbedingungen und
dem Differenzierungsgrad [43] der Zielzelle ab. So kann TGF-f die Proliferation und Diffe-
renzierung von B-Lymphozyten, NK-Zellen und zytotoxischen T-Zellen hemmen und ebenso
die Zytokinproduktion und die IL-2 abhéngige T-Zellproliferation blockieren. TGF-$ kann
auch die Proliferation von naiven T-Zellen und von Gedichtniszellen (Th1-Typ) hemmen.
Aktivierte T-Zellen und Th2-Zellen dagegen sind resistent gegeniiber dem inhibitorischen
Effekt von TGF-B1 [54]. Es gibt andere Forschungsgruppen, die zeigen, dass die regula-
torische Aktivitit der regulatorischen CD4CD25"8"+_T-Zellen durch auf der Oberfliche
gebundenes TGF-B; vermittelt wird [57, 95].

Auch die T-Zell abhingige Produktion von Antikorpern (durch B-Lymphozyten), die Ent-
stehung zytotoxischer T-Zellen und die Aktivierung von Makrophagen kann durch TGF-

20SMAD: Signaliibertragungsprotein, die Abkiirzung ist eine Fusion aus den Nematoden Genen SMA 2, 3 und
4 sowie dem Drosophilagen MAD (mothers against decapentaplegic)
2IFKBP12: 12-kDa groBes FK506-bindendes Protein
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B1 verhindert werden [52]. Hierdurch ergeben sich Auswirkungen auf die Synthese proin-
flammatorischer Zytokine und die Hochregulation von MHC-II-Molekiilen. Insgesamt wirkt
TGF-p1 daher der Entziindungsreaktion und der Immunantwort entgegen (= antiinflamma-
torischer Effekt).
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3 Zielsetzung

In anderen Arbeiten wurde gezeigt, dass es durch eine verminderte Wirkung des inhibitori-
schen Zytokins TGF-; bei Erkrankungen wie dem Morbus Crohn oder der Colitis Ulzerosa
zu einer chronischen Entziindungsreaktion kommt. Daraus lédsst sich schlie3en, dass @hnli-
che dysregulative Mechanismen auch bei der Juvenilen Idiopathischen Arthritis (JIA) eine
wichtige Rolle spielen konnten. Zu diesem Zweck wird in dieser Studie die Wirkung von
TGF-B1 auf periphere und synoviale T-Zellen von Patienten, die an der Juvenilen Idiopathi-
schen Arthritis erkrankt sind, untersucht. Hierfiir werden durch therapeutische bzw. diagno-
stische Punktion in Tiibingen (Frau Dr. Jasmin Kuemmerle-Deschner) und in Stuttgart (Herr
Prof. Giinther E. Dannecker) Proben von Kindern mit JIA gewonnen. Eine Genehmigung

der Ethikkommission liegt vor.

Phanotypisierung der T-Zellen

Um die Zellen hinsichtlich ihrer Art zu bestimmen, erfolgt eine phinotypische Charakterisie-
rung. Gleichzeitig werden hierbei auch der Aktivierungszustand (CD69 und CD45RO) der
Zellen, das Vorhandensein von regulatorischen T-Zellen (CD4+CD25hi3h+) und die Anwe-
senheit des TGF-B-Rezeptors-II bestimmt. Die T-Zellen werden mittels diskontinuierlicher
Dichtegradientenzentrifugation (Ficoll) aus Blut und SF isoliert, mit fluoreszenz-markierten
monoklonalen Antikdrpern gefirbt und anschlieBend durchflusszytometrisch charakterisiert
(CD4, CD8, CD45R0, CD69, CD25, HLA-DR, TGF-B-R-1II).

Zytokinsekretionsassay

T-Helferzellen lassen sich anhand ihres Zytokinmusters in Thl-, Th2- und dem Mischtyp
ThO-Zellen unterscheiden. Th1-Zellen produzieren vorrangig IL-2 und IFN-7, wohingegen
Th2-Zellen IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 produzieren. Fiir die Pathogenese der JIA gibt es
Hinweise, dass Th1-Zellen, die u. a. das proinflammatorische Zytokin IFN-7 sezernieren,
eine Schliisselrolle einnehmen. Um dies zu zeigen, soll die Zytokinsekretion von IL-4 und

IFN-7y bestimmt werden.
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Effekte von TGF-3, auf die Proliferation

TGF-f1, ein Zytokin mit pleiotropen Funktionen, kann sowohl die Proliferation naiver T-
Zellen als auch die von Gedichtniszellen vom Th1-Typ hemmen, wohingegen aktivierte T-
Zellen als resistent gegeniiber dem inhibitorischen Effekt von TGF-B; gelten. Wahrschein-
lich kann ebenso die Aktivitéit der Trpgs durch an der Oberfliche gebundenem TGF-f1 be-
einflusst werden. Ziel ist es, die Effekte von TGF-pB; auf die Proliferation von T-Zellen der
verschiedenen Verlaufsformen der JIA zu untersuchen. Dies ist von besonderem Interesse,
da die Subtypen sehr stark in ihrer Prognose variieren. Gleichzeitig soll gezeigt werden, ob
sich T-Zellen des Blutes von T-Zellen der Synovialfliissigkeit hinsichtlich ihrer Proliferation
mit oder ohne TGF-B; unterscheiden. Die Proliferationsrate soll mittels CFSE-Assay nach
5 Tagen gemessen werden. Durch Nachweis des TGF-pB-Rezeptor-1I wird geklirt, ob eine

Grundvoraussetzung fiir das Ansprechen auch TGF-; gegeben ist.
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4 Material und Methoden

Vorbemerkungen

In dieser Arbeit werden gesetzlich geschiitzte Warenzeichen ohne besondere Kennzeichnung
verwendet. Um die Ubersichtlichkeit zu verbessern, werden allgemein gebriuchliche Labor-
gerdte und Verbrauchsmaterialien ohne spezifische oder relevante Eigenschaften fiir diese
Arbeit nicht explizit aufgefiihrt. Hierunter fallen Pipetten, Waagen, Wasserbad, Vortexer etc.,
welche bei den Firmen EPPENDORF, GILSON und HEIDOLPH erworben wurden. Ebenso
wird verfahren mit Verbrauchsmaterialien wie Pipettenspitzen, Falcon-Rohrchen, EpiCups
der Firmen SIGMA, BIOCHROM, MERCK und ROTH.

4.1 Material

4.1.1 Standardverbrauchsmaterialien

48 Loch-Flachbodenplatte steril COSTAR (Corning Incorporated)
96 Loch-Flachbodenplatte steril COSTAR (Corning Incorporated)
96 Loch-Rundbodenplatte steril CELLSTAR, GREINER-BIO ONE

anti-CD3 Antikorper, OKT3 Orthoclone JANSSEN-CILAG GmbH

FACS Flow BECTON DICKINSON

FCS, Fotales Kiilberserum BIOCHROM AG

HEPES (1 M) BIOCHROM AG

Human Pooled Serum (HPS) Humanes Serum, eigene Herstellung im

Labor -s.4.4.2.1

L-Glutamin (200 mM) BIOCHROM AG
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PBS Puffer (ohne Ca und Mg) BIOCHROM AG
Penicillin/Streptomycin (10.000 IE , 10 mg/ml)
BIOCHROM AG
Propidium Iodid BD BIOSCIENCE
RPMI 1640 mit 2 g/l NaHCO3 BIOCHROM AG
Zellkulturmedium RPMI 1640 supplementiert mit Glutamin,

Penicillin, Streptomycin, HEPES und 5 %
Human Pooled Serum, s. 4.4.2

4.1.2 Standardgerate

Beckman L8-70M Ultrazentrifuge + Rotor TI 60

BECKMAN
Brutschrank HeraCell, eingestellt auf 37 °C und 5 % CO,

HERAEUS
Durchflusszytometer (FACS Calibur) BECTON DICKINSON
Rotixa SORS Zentrifuge HETTICH
Umkehrmikroskop LM Olympus IX50 OLYMPUS

4.1.3 Antikorper

In mehreren Versuchen wurden Zellen mit fluoreszenz-markierten Antikorper zur Charak-
terisierung mittels Durchflusszytometrie gefirbt. Informationen zu Art des Antigens, dem
Klon und Hersteller sind in Tab. 4.1 enthalten.

4.1.4 Material fur die T-Zellisolierung

Ficoll-Trennlosung (Biocoll separating solution)

BIOCHROM AG
Zellzihlgerit COBAS Micro ROCHE DIAGNOSTICS
Trypanblau ROTH
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Tabelle 4.1: Fluoreszenz, Marker, Klon, Isotyp und Hersteller der verwendeten monoklonalen Antikorpern

Fluoresz. Marker Klon Isotyp Hersteller

PE CD4 RPA-T4  Mouse IgGl1, k BD Pharmingen
CD19 SJ25C1 Mouse IgGl1, k BD Pharmingen
CD25 2A3 Mouse 1gGl1, k BD IS
CD45RO UCHL-1  Mouse IgG2a, k BD IS
CD69 L78 Mouse IgG1 BD IS
HLA-DR L.243 Mouse IgG2a BD IS
IgG1 BD
TGF-BR2 25508 Mouse IgG1 RD Systems

PE/FITC Simultest y1/92a X39, X40 (IgGI-FITC, IgG2a-PE) BDIS

FITC CD3 UCHT1 Mouse IgGl, k BD Pharmingen
CD4 RPA-T4  Mouse IgGl, k BD Pharmingen
CD8 HIT8a Mouse IgG1, k BD Pharmingen
CDh14 MSE2 Mouse IgG2a, k BD Pharmingen
PerCP CD3 SK7 Mouse IgGl1, k BD IS
CDS8 SK1 Mouse IgG1, k BD IS
CD14 MphiP9  Mouse IgG2b, k BD IS
APC CD4 SK3 Mouse IgG1 BD IS

4.1.5 Material fur die phanotypische Charakterisierung

Fiir die Phianotypisierung wurden die AK Simultest y1/7y2a (-PE/FITC), IgG1-PE, anti-CD3-
FITC, anti-CD8-FITC, anti-CD14-FITC, anti-CD4-PE, anti-CD45RO-PE, anti-CD69-PE,
anti-CD25-PE, anti-HLA-DR-PE, anti-TGF-$1-RII-PE, anti-CD19-PE, anti-CD3-PerCP
(jeweils 1 ul pro FACS-Rohrchen) und anti-CD4-APC (0,7 ul) Antikorper verwendet.

4.1.6 Material fir den Zytokinsekretionsassay

Fiir die FACS-Analyse wurden die fluoreszenz-markierten Antikorper Simultest y1/2a (-
PE/FITC), 1gG1-PE, anti-CD3-FITC, anti-CD8-FITC, anti-CD14-FITC, anti-CD4-PE, anti-
CD14-PerCP (jeweils 1 ul) und anti-CD4-APC 0,7 ul verwendet.

anti-CD28 Antikorper BD Pharmingen

BSA (Fraktion V, Proteasen frei > 98 % ) ROTH
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CSA Puffer D-PBSpH 7.2 +0,5 % BSA + 2 mM EDTA
D-PBS GIBCO
EDTA ROTH
IFN-- Zytokinsekretionsassay, Detection Kit (FITC)
MILTENYI BIOTEC
IL-4 Zytokinsekretionsassay, Detection Kit (PE)
MILTENYI BIOTEC
MACS mix, MX001 (Typ 001202) MILTENYI BIOTEC

4.1.7 Material fir den Thymidin-Proliferationsassay

[methyl-3H] Thymidine Aqueous solution, 925 GBqg/mmol
AMERSHAM BIOSCIENCE

Betaplatescint WALLAC SCINTILLATION PRODUCTS

Filterpapier (Printed Filtermat A, Glass fibre filter, 90 x 120 mm)
WALLAC SCINTILLATION PRODUCTS

Fliissigkeits-Szintillator (Betaplate Scint) WALLAC SCINTILLATION PRODUCTS
Heat Sealer (1295-012) WALLAC SCINTILLATION PRODUCTS

Mikrowelle SIEMENS

TRILUX, 1450 Microbeta (Liquid Scintillation & luminescences counter)
WALLAC SCINTILLATION PRODUCTS

4.1.8 Material fur den CFSE-Proliferationsassay

Fiir die FACS-Analyse wurden die fluoreszenz-markierten Antikorper CFSE, anti-CD4-PE,
anti-CD8-PerCP (jeweils 1 ul, auer CFSE) und anti-CD4-APC 0,7 ul verwendet.

CFSE = Carboxyfluoresceindiacetatsuccinimidylester
MOLECULAR PROBES

DMSO = Dimethylsulfoxid MERCK

TGF-(1(humanes, rekombinantes TGF-3;) R&D
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4.1.9 Verwendete Computerprogramme und Datenauswertung

Die mittels Durchflusszytometrie gewonnenen Daten wurden gespeichert und anschlieBend
mit den Programmen WinMDI (fiir Windows) bzw. CellQuest (fiir Macintosh) ausgewer-
tet. Fiir die statistische Auswertung wurden die Programme GraphPad PRISM Version 4.0
(GraphPad Software, Inc.) und JMP verwendet. Die Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit
mit Frau Dr. Tina Herberts vom Institut fiir Medizinische Statistik der Universitit Tiibingen.
Zum Erstellen dieser Arbeit wurden ferner das Programm IXTEX sowie diverse frei verfiig-
bare Hilfsprogramme (LaTable, TeXnic Center, JabRef, MikTeX) verwendet.

4.2 Patientenproben

Untersucht wurden T-Zellen aus Proben (jeweils Blut und Synovialfliissigkeit) von Kindern,
die an der Juvenilen Idiopathischen Arthritis (nach ILAR-Definition) erkrankt sind. Hier-
fiir lag die Zustimmung der Ethikkommission der Universitét Tiibingen sowie der Patienten
vor. Die einzelnen Schritte der Aufarbeitung werden unter Methoden genannt. Leider war es
nicht immer moglich, sdmtliche Untersuchungen mit einer einzigen Probe durchzufiihren,
da sowohl die Volumina als auch die Anzahl der darin enthaltenen Zellen (vor allem in der

Synovialfliissigkeit) starken Schwankungen unterlagen.
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4.3 Firmenverzeichnis

Beckmann
Beckman Coulter GmbH
Europark Fichtenhain B13
D-47807 Krefeld
Tel: 021 513335
Fax: 021 51333633

Becton Dickinson
BD Immunocytometry Systems
BD Pharmingen
Tullastrae 8-12
D-69126 Heidelberg
Tel: 06221 305 0
Fax: 06221 305 216

Biochrom AG
Leonorenstral3e 2-6
D-12247 Berlin
Tel: 030 779 906 0
Fax: 030 771 001 2

Cellstar, Greiner Bio-One
Greiner Bio-One GmbH
Maybachstralle 2
D-72636 Frickenhausen
Tel: 07022 948 0
Fax: 07022 948 514

Costar
Costar (Corning Incorporated)
Corning B.V
Life Sciences
Koolhovenlaan 12
1119 NE Schiphol-Rijk
The Netherlands
Tel: 0800 101 1153

Fax: 0800 101 2427

CSEurope @corning.com

Eppendorf

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH

Peter-Henlein-Strafle 2
D-50389 Wesseling-Berzdorf
Tel: 02232418 0

Fax: 02232 418 155
vertrieb@eppendorf.de

www.eppendorf.de

Gibco
Invitrogen GmbH
Technologiepark Karlsruhe
Emmy-Noether Strale 10
D-76131 Karlsruhe
Tel: 0800 083 09 02
Fax: 0800 083 34 35

euroinfo@invitrogen.com

Gilson
Gilson International B.V.
Laan van ’s-Gravenmade 80
2495 AJ DEN HAAG
The Netherlands
Tel: +31 70 307 36 00
Fax: +31 70 307 36 99

gilsoninternational @gilson.com

Hettich AG
Seestralle 204a
CH-8806 Béch
Tel: +41 1 786 80 20
Fax: +41 1 786 80 21
info@hettich-ag.ch
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Invitrogen GmbH

Technologiepark Karlsruhe
Emmy-Noether Strale 10
D-76131 Karlsruhe

Tel: 0800 083 09 02

Fax: 0800 083 34 35

euroinfo @invitrogen.com

JANSSEN-CILAG GmbH

Raiffeisenstralle 8
D-41470 Neuss

Tel: 02137 9 55-0
Fax: 02137 9 55-3 27
jancil@jacde.jnj.com

www.janssen—-cilag.de

Merck

MERCK BIOSCIENCES GmbH

Ober der Roeth 4

D-65824 Schwalbach/Ts.

Tel: 0800 6931 000

Fax: 0800 62361 00
customer.service @ merckbiosciences.de

www.merckbiosciences.de

Miltenyi

Miltenyi Biotec GmbH, Germany
Friedrich-Ebert-Stra3e 68
D-51429 Bergisch Gladbach

Tel: 02204 8306 0

Fax: 02204 85197

macs @miltenyibiotec.de

Molecular Probes

Technologiepark Karlsruhe
Emmy-Noether Strafle 10
D-76131 Karlsruhe

Tel: 0800 083 09 02

Fax: 0800 083 34 35

euroinfo@invitrogen.com

R&D Systems GmbH

Borsigstrasse 7

D-65205 Wiesbaden-Nordenstadt
Tel: 0800 909 4455

Fax: 06122 909819

infogmbh @RnDSystems.co.uk

Roche Diagnostics

Hoffmann-La Roche AG
Emil-Barell-Straf3e 1
D-79639 Grenzach-Wyhlen
Tel: 07624 14 0

Fax: 07624 14 3366

Roth

Carl Roth GmbH + Co. KG
Schoemperlenstrafle 3-5
D-76185 Karlsruhe

Tel: 0721 5606 0

Fax: 0721 5606 149
info@carlroth.de

www.carl—-roth.de

Sigma

Sigma-Aldrich Laborchemikalien
Wunstorferstrale 40

D-30926 Seelze

Tel: 05137 8238 0

Fax: 05137 8238 120

riedel @sial.com

Wallac Scintillation Products
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PerkinElmer LAS (Germany) GmbH
Ferdinand Porsche Ring 17

D-63110 Rodgau-Jiigesheim

Tel: 0800 1 81 00 32

Fax: 0800 1 81 00 31

cc.germany @perkinelmer.com
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4.4 Methoden

4.4.1 Isolieren der T-Zellen aus den Proben

Mit Hilfe der diskontinuierlichen Dichtegradientenzentrifugation wurden aus den Proben die
T-Lymphozyten bzw. die gesamten mononukleédren Zellen (MNZ), welche zusitzlich auch
B-Zellen, Monozyten, NK-Zellen und Thrombozyten enthalten, isoliert. Die Dichtegradien-
tenzentrifugation erfolgte durch eine Ficoll-Trennlosung (Biocoll seperation solution). Fi-
coll ist ein ungeladenes Polysaccharid, dessen Dichte (s. Tab. 4.2) so eingestellt ist, dass
Erythrozytenaggregate und tote Zellen die Ficollschicht passieren. Granulozyten dringen in
die Ficollphase ein, Lymphozyten sammeln sich in der Interphase (Phasengrenze zwischen

Blutplasma und Ficoll) an und kdnnen dort leicht aufgenommen werden (s. Abb. 4.1).

Abbildung 4.1: Dichtegradientenzentrifugation mittels Ficoll

Die mit Natrium-Heparin antikoagulierte Probe (5 U/ml) wurde mit sterilem PBS 1:2 ver-
diinnt und in ein 50 ml Falcon gegeben. Bei den Synovialfliissigkeiten erfolgte wegen der
teilweise hohen Viskositédten eine hohere Verdiinnung bis zu 1:4. Ansonsten wurde mit Blut
und Synovialfliissigkeit (SF) gleich verfahren. In ein weiteres Falcon-Réhrchen wurden 15
ml Ficoll vorgelegt, vorsichtig und langsam mit der verdiinnten Probe iiberschichtet und fiir
15 Minuten bei 2020 upm (entspricht 630 g) ohne Bremse zentrifugiert (Anlaufzeit 45 Se-
kunden, Raumtemperatur). Hierbei wurden die Zellen ihrer Dichte entsprechend aufgetrennt,
so dass Lymphozyten vorsichtig mit einer Pipette aus der Interphase entnommen werden
konnten. Aufgrund der zytotoxischen Eigenschaften des Ficolls wurde dieser in moglichst
geringer Mengen mitaufgenommen. Als nédchstes wurden die entnommenen Zellen mehr-
mals mit PBS + 2 % FCS gewaschen (1400 upm = 300 g, 6 min, Bremse auf 9) und in
10 ml PBS + 2 % FCS resuspendiert. Jetzt wurden 200 ul der Zellsuspension entnommen,
mit dem Zellzdhlgerit COBAS Micro (ROCHE DIAGNOSTICS) gezéhlt (zur Kontrolle teil-

weise auch manuell in der Neubauerkammer nach Tryptanblau-Fiarbung) und die restlichen
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Blutbestandteile Dichtebereich Dichte  Tabelle 4.2: Dichtewerte der Blutbe-
standteile: Deutlich erkennbar liegt der

Plasma/Serum 1,026 Ficoll zwischen der Dichte von Serum
Thrombozyten 1,040 - 1,060 1,058 und Erythrozyten. Die Lymphozyten und
Granulozyten liegen im Bereich der Dich-
Monozyten 1,059 - 1,068 1,065 te des Ficolls und sammeln sich daher in
Lymphozyten 1,066 - 1,077 1,070 der Interphase (= Phasengrenze zwischen
Basophile 1’075 _ 1,081 1,079 Blutplasma unfi Ficoll) an.' Aus di§ser
) Phase konnen sie nach der Dichtegradien-
Neutrophile 1,080 - 1,099 1,082 tenzentrifugation leicht mit einer Pipette
Eosinophile 1,088 - 1,096 1,092 entnommen werden. Werte in [g/cm®] aus
Erythrozyten 1,090 -1,110 1,100 [81]
Biocoll separating s. (Ficoll) 1,077

Zellen abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgeschiittet und die Zellpellets in PBS + 2 %
FCS resuspendiert (Zellzahl eingestellt auf 10° Zellen/ml).

4.4.2 Zellkulturmedium

Fiir die T-Zellproliferationsexperimente, die Phinotypisierung und die Zytokinbestimmun-
gen wurde ein Zellkulturmedium verwendet. Hierfiir wurde RPMI 1640 mit Glutamin 2 mM,
Penicillin 0,1 mg/ml, Streptomycin 0,1 mg/ml, HEPES 10 mM und 5 % Human Pooled Se-
rum (Herstellung s. 4.4.2.1) versetzt. In diesem Medium wurden die isolierten Zellen (s.
4.4.1) fiir bis zu 5 Tage bei 5 % CO, und 37 °C im Brutschrank kultiviert.

4.4.2.1 Herstellen des Human Pooled Serum (HPS)

Zur Gewinnung des HPS wurde von randomisierten Spendern jeweils 120 ml peripheres
Blut abgenommen (ohne Zugabe von Antikoagulantien), sofort in 50 ml Falcons iiberfiihrt
und 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde das geronnene Blut bei 3250 upm
(= 1700 g) fiir 10 Minuten zentrifugiert, das Serum mit einer Pipette abgenommen und von
allen Spendern gepoolt. Als nidchstes wurde es bei 56 °C im Wasserbad fiir 30 Minuten durch
Hitze inaktiviert, in Falcon Rohrchen aliquotiert und bei -20 °C tief gefroren. Nach Bedarf

wurde es im Wasserbad zur sofortigen Verwendung aufgetaut.

4.4.3 Durchflusszytometrie - FACS

Die phénotypische Charakterisierung der T-Zellen, der Sekretionsassay und die CFSE-
Proliferationsmessung erfolgte mit einem Durchflusszytometer (FACS). Eingesetzt wurde
ein Vierfarbengerit (FACS Calibur), mit dem neben der Gré8e der Zellen (FSC) und ihrer
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Granularitdt (SSC) gleichzeitig bis zu vier weitere Parameter tiber Fluoreszenzfarbstoffe

bestimmt werden konnen.
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Abbildung 4.2: FACS-Calibur: Dargestellt sind die drei Kernbestandteile einer Durchflusszytometrie. Die
Aufnahme der flissigen Probe mit den gelosten Zellen in einen laminaren Probenstrom, die optische zytome-
trische Analyse der einzelnen Zellen und die elektronische Datenverarbeitung, Speicherung und Auswertung
der Daten. Quelle: http://www.bdbiosciences.com/immunocytometry_systems/support/
training/online/ITF/index.htm
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Die fluoreszenz-markierten Zellen werden aus dem Proberohrchen aufgenommen, in einer
speziellen Fliissigkeit gelost (FACS-Flow) und einzeln von einem Laserstrahl erfasst (s. Abb.
4.2). Hierfiir wird ein komplexes optisches und elektronisches System aus Spiegeln, Filtern

und einer Vielzahl an Elektronik notwendig (Abb. 4.3 liefert einen Blick in ein FACS-Calibur
Gerit).

Abbildung 4.3: Innenansicht eines FACS-Calibur Gerit

Ein ldngs durch die Zelle treffender Laserstrahl liefert hierbei ein MaB fiir die Gro3e der
Zelle (FSC), ein quer (90 °) auftreffender Strahl stellt ein MaB fiir die intrazelluldre Granula-
ritdt (SSC) dar. So haben beispielsweise Granulozyten einen hoheren SSC-Wert, und somit
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eine hohere Granularitit als T-Lymphozyten und es wird moglich, diese Zellen grob zu unter-
scheiden. Aus den beiden Lasern werden durch Polarisationsfilter, welche jeweils Licht einer
bestimmten Wellenldnge passieren lassen, weitere Fluoreszenzkanidle gewonnen. Dadurch
konnen die Emissionsbereiche von vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen gleichzeitig
detektiert werden (Emissionsbereiche s. Tab. 4.3). In den Versuchen wurden FITC- (bzw.
CFSE-), PE- (bzw. PI-), PerCP- und APC-Farbstoffe verwendet. Diese Fluoreszenzfarbstoffe
sind an Antikorper gekoppelt, so dass es moglich wird Antigene mit einem Durchflusszyto-
meter indirekt zu detektieren. Uberlappungen der einzelnen Emissionsspektren wurden vor
der Messung mit zusitzlich gefirbten Zellen (s. Tab. 4.4, Rohrchen 1 - 6) softwareunterstiitzt
kompensiert. Die wihrend der anschlieBenden Messungen gesammelten Daten wurden mit

dem Computerprogramm CellQuest fiir eine spitere Auswertung gespeichert.

Tabelle 4.3: FACS: Emissionsspektren der verschiedenen Fluoreszenzen

Fluores- Farbstoff Absorptions- Emissions-

zenzkanal maximum maximum

FL 1 Fluoreszein-isothiocyanat (FITC) 495 nm 519 nm

FL2 R-Phycoerythrin (PE) 480/565nm 578 nm

FL 3 Peridinin-Chlorophyll-a (PerCP) 536 nm 617 nm
Propidiumiodid (PI)

FL 4 Allophycocyanin (APC) 650 nm 660 nm

Bei dem Zytokinsekretionsassay (CSA) und dem CFSE-Proliferationsassay wurden zu-
sdtzlich tote Zellen durch eine Propidium-lodid (PI) Fiarbung ausgeschlossen. Hierfiir wur-
den unmittelbar vor der Durchflusszytometrie in jedes FACS-Rohrchen 1 ul PI gegeben,
mittels Vortexer durchmischt und fiir mindestens eine Minute auf Eis inkubiert. Da tote Zel-
len vermehrt PI binden, konnten diese erkannt werden und von der weiteren Auswertung

ausgeschlossen werden.

4.4.4 Farben der Zellen mit Antikorpern (Phanotypisierung)

Die Zellen wurden phinotypisch charakterisiert, indem sie mit fluoreszenz-markierten An-
tikorpern gefdrbt und anschlieBend mit dem Durchflusszytometer untersucht wurden. Zur
Phinotypisierung wurden 10° Zellen pro FACS-Rohrchen verwendet. Insgesamt wurden bei
6 Versuchen 6 x 10° Zellen, jeweils aus Blut (s. Tab. 4.4, Rohrchen 7 - 12) und Synovial-
fliissigkeit (s. Tab. 4.4, Rohrchen 13 - 18) verwendet. Zusitzlich wurden noch ungefihr 3 x
10° Zellen aus dem peripheren Blut fiir die Einstellung der FACS-Kompensation (Rohrchen
1 - 6) verwendet. Diese Zellen wurden in die FACS-Rohrchen iiberfiihrt, abzentrifugiert und
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Tabelle 4.4: FACS-Schema Phinotypisierung

FITC PE PerCP APC
Einstell. 1 IgGl IgG2a
2 IgG1
3 CD3
4 CD3
5 CD4
6 CD4
Blut 7 CD8  CD45RO CD3 CD4
8 CD69 :
9 CD25
10 HLA-DR
11 TGF-p1-RII
12 CD14 CD19 :
SF 13 CD8  CD45RO CD3 CD4
14 CD69 '
15 CD25
16 HLA-DR
17 TGF-p1-RII
18 CDl14 CD19
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der Uberstand wurde abgeschiittet. Wie in Tabelle 4.4 angegeben, wurden jeweils 1 ul des
gewlinschten fluoreszenz-markierten Antikorpers hinzu gegeben (PE, FITC, PerCP) und in
dem Fliissigkeitsrest resuspendiert. Da der APC Antikorper eine sehr hohe Fluoreszenz hat,
wurden hiervon nur 0,7 ul verwendet. Nach 20-miniitiger Inkubation der Zellen (im Dun-
keln auf Eis) wurden die Zellen mit 2 ml PBS + 2 % FCS gewaschen und abzentrifugiert
(6 min, 4 °C, 1400 upm). Der Uberstand wurden abgeschiittet, die Zellen durchflusszyto-
metrisch untersucht und die Daten (30.000 Zellen pro Versuch) gespeichert. Vor Aufnahme
und Speicherung der Daten erfolgte eine Kompensation der einzelnen Fluoreszenzkanile (s.
4.4.3).

4.4.5 Zweifarben-Zytokinsekretionsassay

Zur Bestimmung der freigesetzten Menge der Zytokine IFN-7 und IL-4 wurde ein FACS-
Zytokinsekretionsassay durchgefiihrt. Von besonderem Interesse waren hierbei eventuelle
Unterschiede zwischen T-Zellen des Blutes und der Synovialfliissigkeit, ebenso zwischen
mit anti-CD3-Antikorpern stimulierten und unstimulierten Zellen (in Abb. 4.4 sind die we-

sentlichen Schritte des Assays dargestellt).

Die Zellen wurden aus den Proben isoliert (s. 4.4.1) und im Zellkulturmedium resuspen-
diert (10° Zellen/200 pl Medium). Auf einer 96 Loch-Flachbodenplatte wurden vier Versu-
che angesetzt, 2 Locher mit 5 yg/ml anti-CD3 als Stimulation (Blut/SF) und 2 Locher ohne
Stimulation. Pro Loch wurden eine Million Zellen verwendet. In spiteren Versuchen wurden
noch weitere zwei stimulierte Locher (Blut/SF) mit zusitzlich 5 ng/ml TGF-f; angesetzt, um
den Einfluss von TGF-f; auf die Zytokinsekretion zu untersuchen. Die Locher zur Stimu-
lation wurden fiir 30 Minuten mit anti-CD3 in PBS inkubiert (bei 37 °C), danach wurde die
anti-CD3-Losung abgesaugt. Zur FACS-Einstellung (Kompensation der unterschiedlichen
Fluoreszenzkanile) wurde ein weiteres Loch ohne Stimulation mit Zellen bestiickt (max.
106 Zellen je nach Anzahl der zur Verfiigung stehenden Zellen). Nach Aufteilen der Zellen
wurden die mit anti-CD3 stimulierten Locher zusitzlich mit 1 pg/ml anti-CD28 zur Kosti-
mulation versetzt. Es folgte fiir 16 Stunden eine Wachstumsphase im Brutschrank (5 % CO;
bei 37 °C).

Markierung der Zellen mit Zytokin Catch Reagent

Die Zellen wurden aus dem Brutschrank genommen, in den Locher resuspendiert, in 50
ml Falcons gegeben und mit 5 ml kaltem CSA-Puffer gewaschen (Zentrifugation 8 min, 4
°C, 1400 upm). Jeweils 32 ul (8 ul/10° Zellen) des IFN-7y Catch Reagent und des IL-4
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A. Praparation der Zellen
Mononukleére Zellen aus SF bzw. peripherem Blut

A

B. Antigenspezifische in vitro Stimulation

Antigenprobe
inkubation ohne
Antigen

Kontrolle

Inkubation mit

Antigen

3-16 Stunden,
37°C

| |

C. IL-4/ IFN-g Sekretionsassay

e Markieren mit
IL-4/ IFN-g Catch Reagent
(5 Minuten auf Eis)

\ o IL-4/ IFN-g Sekretionsphase
X (45 Minuten bei 37°C) Yy
U e Markieren mit U
IL-4/ IFN-g Detection
Antibody
(10 Minuten auf Eis)
| |

D. Analyse der IL-4/ IFN-g Sekretion der Zellen

Abbildung 4.4: Ubersicht iiber den IL-4/ IFN-7 Zytokinsekreti-
onsassay (abgewandelt nach Milteny Manual [89])

Tabelle 4.5: Plattenbelegung Zytokinsekretionsassay (96 Loch-Flachbodenplatte)

anti-CD3 in [pg/ml] 0 5 0
Blut 1.000.000 | 1.000.000 | 1.000.000
Blut + 5 ng/ml TGF-$4 1.000.000

SF 1.000.000 | 1.000.000

SF + 5 ng/ml TGF-, 1.000.000
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Y Abbildung 4.5: Sekretion von IFN-y bzw. IL-4. Nach-
IL4/IFN-g Catch dem der ,,Catch-Reagent™ (ein bispezifischer Antikor-
A Resoent y \L4/1FN-g Detecton per) an CD45-Strukturen der Zelle gebunden wurde,
), ’( Antibody (PE) werden die Zellen zur Zytokinsekretion (IFN-v, IL-
4) stimuliert. Der Catch Reagent bindet jetzt auch das

’( }’ Zytokin. Anschlieend wird ein fluoreszenz-markierter
@ ,{ ,Detection® Antikorper hinzu gegeben, so dass die Zy-
}’ tokinsekretion mittels Durchflusszytometer gemessen

~ werden kann (nach Milteny-Manual [89]).

Catch Reagent wurden mit 256 u1 Medium vermischt und auf Eis gekiihlt. Die Zellpellets
wurden in jeweils 80 ul dieser Losung resuspendiert und fiir mindestens 5 Minuten auf Eis
inkubiert. Der Catch Reagent ist ein bispezifischer Antikorper, der an CD45-Strukturen der
Zelle bindet. Nach Stimulation der Zellen zur Zytokinsekretion bindet das Zytokin auch an
diesen Antikorper (s. Abb. 4.5).

Zytokinsekretionsphase

Nach Inkubation mit dem Catch Reagent wurde in jedes Falcon 10 ml auf 37 °C im Wasser-
bad vorgewirmtes Medium gegeben. Nun folgte die eigentliche Sekretionsphase, in der die
Zellen Zytokine freisetzen. Hierfiir wurden die Zellen in 50 ml Falcons im Brutschrank (45
min, 37 °C, 5 % CO») inkubiert. In der Sekretionsphase gilt es eine unspezifische Bindung
der Zytokine durch benachbarte Zellen zu vermeiden. Deshalb ist es sehr wichtig, die Zel-
len in moglichst geringer Konzentration (Zellen haben maximalen Abstand) im Medium zu
inkubieren (hier 10° Zellen/ml). Zusitzlich wurden die Falcons kontinuierlich und langsam
rotiert (mittels MACSmix). Am Anfang der Versuche stand hierfiir noch kein geeignetes Ge-
rit zur Verfiigung, so dass die Zellen in konstanten Zeitabschnitten (5 Minuten) kurzzeitig

dem Brutschrank entnommen werden mussten, um sie manuell zu drehen.

Markieren der Zellen mit dem Detection-Antikorper

Nach 45 Minuten wurden die Zellen abzentrifugiert (6 min, 4 °C, 1400 upm) und somit die
Sekretionsphase gestoppt. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und die Zellen mit 5
ml CSA Puffer gewaschen (6 min, 4 °C, 1400 upm). Nun wurden die Detection-Antikdrper
(IFN-y, IL-4 je 32 ul) mit 256 ul CSA Puffer, 4 ul anti-CD14-PerCP und 2,8 ul anti-CD4-
APC nach Tab. 4.6 gemischt. Die Zellpellets der 4 Falcons wurden in je 80 ul dieser Losung
resuspendiert, die Zellsuspension wurde in FACS-R6hrchen transferiert und fiir 10 Minuten
im Dunkeln auf Eis inkubiert. Zellen zur FACS-Kompensation wurden nach entsprechendem

Schema geférbt und ebenso inkubiert.
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Tabelle 4.6: FACS-Schema Zytokinsekretionsassay

FITC PE PerCP APC

Einstell. 1 IgG1 IgG2a

2 IgG1

3 CD4

4 CD4

5 CD8

6 CD4
Blut 7 IFN-y-CSA 1IL-4-CSA CDl14 CD4

8 : : : :
SF 9 IFN-y-CSA IL-4-CSA CDl14 CD4

Anschlielend wurden die Zellen mit 3 ml PBS + 2 % FCS gewaschen (6 min, 4 °C, 1400
upm), samtliche Zellen jedes einzelnen FACS-Rohrchens durchflusszytometrisch untersucht

und die Daten gespeichert. Zuvor erfolgte eine Kompensation der einzelnen Fluoreszenz-
kanile (s. 4.4.3)

4.4.6 Messen der Zellproliferation mittels Thymidinassay

Zur Evaluation und Plausilitédtspriifung der CFSE-Proliferationsmessung wurde zusitzlich
der seit langem etablierte Einbau des (radioaktiven “%*) Tritium-markierten DNA Bausteins
Thymidin angewandt. Gemessen wurde dabei die DNA-Syntheseleistung der Zellen, und

somit indirekt die Proliferationsrate.

Die MNZs wurden entsprechend 4.4.1 isoliert und in Zellkulturmedium geldst. Anschlie-
Bend auf einer 96 Loch-Rundbodenplatte in unbehandelte oder anti-CD3 vorinkubierte Lo-
cher (5 pg/ml) aliquotiert und im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,) inkubiert. Zu Beginn der
Versuche wurden Doppelwerte, spiter Dreifachwerte verwendet. Es wurden 10° Zellen pro
Loch in 200 1 Medium, somit insgesamt 12 Locher (2,4 ml Medium) mit 1,2 x 10° Zellen
(Plattenbelegung s. Tab. 4.7) verwendet. Nach 24 Stunden im Inkubator wurden die Zellen in
den Lochern resuspendiert, auf die unbehandelte Hilfte der Platte versetzt und fiir weitere 60
Stunden inkubiert. Im Anschluss daran erfolgte der eigentliche Thymidineinbau. Pro Loch
wurden 20 ul Thymidin-Losung (Thymidine Aqueous solution, 37 MBg/ml im Verhiltnis
1:20 in Medium gel6st) zugegeben und die Platte wurde nach ca. 6 Stunden Inkubation bei

-20 °C eingefroren. Die spiter gemessene Proliferation fand nur in dieser Inkubationszeit
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statt, im Gegensatz hierzu wird bei der CFSE Firbung die Zellteilung iiber den gesamten

Zeitraum der Kultur (5 Tage) gemessen.

Tabelle 4.7: Plattenbelegung fiir den Thymidineinbau (96 Loch Rundbodenplatte)

anti-CD3 in [p]] 0 0 ) 5 5 (5)

Blut 100.000 | 100.000 | (100.000) | 100.000 | 100.000 | (100.000)
Blut + 5 ng/ml TGF-B; | 100.000 | 100.000 | (100.000) | 100.000 | 100.000 | (100.000)
SF 100.000 | 100.000 | (100.000) | 100.000 | 100.000 | (100.000)
SF + 5 ng/ml TGF-p 100.000 | 100.000 | (100.000) | 100.000 | 100.000 | (100.000)

Tritium (°H) ist ein B-Strahler mit einer Halbwertszeit von 12,3 Jahren. Da die beim radio-
aktiven Zerfall freigesetzte Strahlung zu schwach ist, um sie direkt zu messen, z.B. iiber ein
Geigerzihlrohr, kann sie nur indirekt mit Hilfe eines Szintilationszédhlers gemessen werden.
Hierzu wurden die Zellkulturplatten in den Harvester eingelegt, in diesem wurden die Lo-
cher gespiilt und die Spiillosung anschlieend durch ein mikrozellulose Filterpapier geleitet.
Dieses Filterpapier hilt die Zellen zusammen mit ihrem inkorporierten Thymidin zuriick, ist
aber durchlidssig fiir das restliche nicht zellgebundene Thymidin. Somit ist die anschlie3end
gemessene Strahlung proportional zu der Anzahl der proliferierten Zellen. Nach dem voll-
standigen Trocknen (Mikrowelle 360 W, 25 min) wurden die Filter in Folie eingeschweil3t
und mit 4 ml Szintillationsfliissigkeit (Betaplatescint) vollstindig benetzt. Die Anzahl der
Szintillationen (des radioaktiven Zerfalls) der eingeschweiliten Filterpapiere wurden vollau-
tomatisch im TRILUX 1450 Microbeta Zihler gezidhlt. Hierbei wurden bereits die Hinter-
grundstrahlung und die Uberlagerungen der Strahlungswerte benachbarter Locher weitge-
hend durch die Software eliminiert. Die registrierten counts per minute (cpm) entsprechen
kleinen Lichtblitzen, welche in der Szintillationsfliissigkeit durch radioaktiven Zerfall ent-

stehen.

4.4.7 Messen der Proliferationsrate CD4 -/ CD8"-T-Zellen
mittels CFSE-Assay

Zur Messung der isolierten Zellproliferationsrate der CD4 " - sowie der CD8'-T-Zellen wur-
de eine CFSE (5(6)-Carboxyfluorescein di-acetate N-succinimidylester) Proliferationsmes-
sung durchgefiihrt. Der CFSE Farbstoff verteilt sich hierbei zu gleichen Teilen bei jeder
Zellteilung auf die zwei neu entstandenen Zellen. Somit ldsst die Abnahme der Fluores-

zenz auf die Anzahl der Zellteilungen schlieBen. Durch zusitzliches Anfidrben der Zellen
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mit fluoreszenz-markierten Antikdrpern (anti-CD4, anti-CD8) ldsst sich im Gegensatz zu

dem 3H-Thymidineinbau die Proliferationsrate zellspezifisch bestimmen.

Die isolierten Zellen (s. 4.4.1) wurden ein weiteres Mal mit reinem PBS gewaschen. Dies
ist notwendig, da der CFSE Farbstoff ansonsten mit FCS (und anderen Proteinen) reagieren
wiirde. Anschlieend wurden die Zellen in 1 ml PBS resuspendiert, zu dieser Zellsuspen-
sion wurde 0,8 yM CFSE-Farbstoff gegeben und fiir exakt 9 Minuten bei 37 °C und 5 %
CO; inkubiert. Nach dieser Inkubationsphase hat der Farbstoff an die Zellmembran gebun-
den und die Reaktion wird durch die Zugabe von reinem FCS gestoppt. Nach weiteren 2
Minuten wurden 6 ml RPMI 1640 (mit Glutamin, Penicillin/Streptomycin und HEPES, oh-
ne Serum) zugegeben, fiir 6 Minuten bei 1400 upm zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt
und die Zellen im Medium (Anzahl der Locher x 200 pl) resuspendiert. Von dieser Zellsus-
pension wurden jeweils 200 ul in die Locher ohne TGF-f; ausplattiert. Zu der restlichen

Zellsuspension wurde anschlieBend 5 ng/ml TGF-f; gegeben und ebenso ausplattiert.

Tabelle 4.8: Antikorperschema des CFSE-Assays, anti-CD3-Konzentrationen in g/ml

Probe anti-CD3 FITC PE PerCP APC

Einstell. 1 0,1 ungefirbt
2 CFSE
3 CD4
4 CDs8
5 : CD4
Blut 6 0 CFSE CD8 (D4
” 5 ) ) )
8 5 + TGF-p4 : :
SF 9 0 CFSE CD8 (D4
10 5 ) ) )
11 5 + TGF-B4

Nach 24 Stunden Inkubation im Brutschrank wurde die Stimulation der Zellen beendet, d.
h. die Zellen wurden in den Lochern resuspendiert und auf der Platte in nicht inkubierte Lo-
cher gegeben. Nach weiteren 4 Tagen wurden die Zellen resuspendiert, auf FACS-Rohrchen
aufgeteilt und gemif3 Tabelle 4.8 mit jeweils 1 ul Antikdrpern bestiickt. Nach 20 Minuten
Inkubation im Dunkeln auf Eis wurden die Zellen mit PBS + 2 % FCS gewaschen, der Uber-

stand abgeschiittet und mit dem Durchflusszytometer die Verdiinnung des Farbstoffes und
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somit die Proliferationsrate bestimmt. Es wurden jeweils die gesamten Zellen eines Rohr-
chens gezihlt und die Daten zur weiteren Auswertung zusammen mit den Daten der FACS-
Kompensation (Rohrchen 1 - 5: je 10.000 Zellen) gespeichert.

4.4.7.1 Phanotypische Charakterisierung der CFSE-Zellen

Um zu untersuchen, ob die Zellen im Vergleich zu der Eingangstypisierung nach 5 Tagen
Zellkultur die Anzahl ihrer Oberflachenrezeptoren (Antigene) moduliert haben, wurde bei
einem Teil der Proben eine Charakterisierung der Zellen direkt vor dem CFSE-Assay ent-
sprechend 4.4.4 durchgefiihrt. Hierfiir wurden zusitzliche Zellen in Kultur genommen (24
Loch Platte, 10° Zellen/Loch). Bis auf die eigentliche CFSE-Firbung wurde mit ihnen eben-
so verfahren wie beim CFSE-Ansatz, d.h. es wurden jeweils ein unbehandeltes Loch, ein
anti-CD3 inkubiertes (24 Stunden mit 5 pg/ml plattengebundenem anti-CD3) ohne TGF-f
und ein anti-CD3 inkubiertes Loch mit TGF-f; angesetzt. Nach 5 Tagen Kultur wurden sie
gefidrbt und mittels FACS analysiert.
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5 Ergebnisse

5.1 Phanotypisierung der Zellen

T-Zellen aus peripherem Blut und Synovialfliissigkeit wurden isoliert und mittels Durch-
flusszytometrie (FACS) phénotypisch charakterisiert (CD4, CD8, CD45RO, CD69, CD25,
HLA-DR, TGF-B-RII, siehe hierzu auch 4.4.4). Es wurden Proben von 17 Patienten mit per-
sistierender Oligoarthritis und 8 Patienten mit einer Rheumafaktor negativen Polyarthritis

untersucht.

Bei Charakterisierung der Zellen hinsichtlich CD4 und CD8 wurde bei der persistierenden

oligoartikuldren Verlaufsform eine 2,9-fache Anreicherung (Verhiltnis SF % zu Verhalt-

nis Blut SB47 s Abb. 5.1) und damit ein Uberwiegen von CD8*-T-Zellen (E24 = 0,930)

in der SF beobachtet. Zu einer schwicheren Anreicherung um den Faktor 2 kommt es bei der
RF-negativen Polyarthritis, so dass CD4 " -T-Zellen immer noch gering iiberwiegen (% =
1,664). Wie in Abbildung 5.3 dargestellt, ergab die Charakterisierung von CD4"-T-Zellen
der Synovialfliissigkeit, dass es sich dabei groftenteils um aktivierte Gedachtniszellen han-
delt (CD4"CD45RO™). Zwischen beiden Verlaufsformen ergibt sich bei einem Anteil von
annihernd 97 % an CD4"CD45RO™-T-Zellen kein signifikanter Unterschied. Im periphe-
ren Blut haben die CD41TCD45RO™-Zellen nur einen geringeren Anteil von 27,44 % bzw.
32,11 % . Bei CD8"-T-Zellen liegt ein deutlich geringerer Anteil an Gedichtniszellen im
peripheren Blut vor (20,08 % bzw. 18,51 % ). Der Anteil an CD8TCD45RO ™ -Zellen in
der SF ist erneut deutlich hoher als im peripheren Blut und bei beiden Verlaufsformen &hn-
lich hoch (59,49 % vs. 60,49 % ). Betrachtet man nun die regulatorischen T-Zellen (s. Abb.
5.2), fillt auf, dass der Anteil an CD4TCD25"8"+_T-Zellen in der SF im Vergleich zu peri-
pherem Blut bei beiden Verlaufsformen deutlich erhoht ist (Anmerkung: Zur Auswertung der
FACS-Daten wurden die CD41CD25" 8"+ T-Zellen im peripheren Blut auf 3 % der CD25 -
T-Zellen definiert). Zwischen der persistierenden Oligoarthritis und der RF negativen Polyar-
thritis bestehen hingegen keine signifikanten Unterschiede (13,09 vs. 13,72 %). Wie bereits
oben erwihnt ergab die phinotypische Charakterisierung eine vermehrte Anreicherung von
CD8™"-T-Zellen in der Synovialfliissigkeit gegeniiber peripherem Blut (s. Abb. 5.4).
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Abbildung 5.1: Phinotypisierung mono-
nukledrer Zellen aus peripherem Blut und
Synovialfliissigkeit.  Analysiert  wurden
CD3TCD4TFSS/SSC-Lymphozyten  und
CD3"CD8"FSS/SSC-Lymphozyten.
Legende: rot = persistierende Oligoarthritis,
griin = RF-negative Polyarthritis, [@] = Blut,
[®] = SE. Y-Achse: Verhiltnis (ratio) ggg .
Unter den Abbildungen sind die jeweiligen
Mittelwerte und Standardabweichungen
aufgelistet.

Abbildung 5.2: Phénotypisierung mononu-
kleérer Zellen aus peripherem Blut und Syn-
ovialfliissigkeit. Analysiert wurden CD3*
CD4tCD25"8"* _Lymphozyten. Legende:
rot = persistierende Oligoarthritis, griin =
RF-negative Polyarthritis, [@] = Blut, [®]
= SE. Y-Achse: Anteil CD4*+CD25"igh+.
T-Zellen an allen CD4"-T-Zellen in % .
Unter den Abbildungen sind die jeweili-
gen Mittelwerte und Standardabweichungen
aufgelistet.
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Abbildung 5.3: Phinotypisierung mononukledrer Zellen aus peripherem Blut und Synovialfliissigkeit. Ana-
lysiert wurden CD3+TCD41TFCS/SSC-Lymphozyten. Legende: rot = persistierende Oligoarthritis, griin = RF-
negative Polyarthritis, [@] = Blut, [] = SF. Y-Achse: Anteil der untersuchten Zellen an allen CD4"-T-Zellen.
Unter den Abbildungen sind die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen aufgelistet.
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Abbildung 5.4: Phinotypisierung mononukledrer Zellen aus peripherem Blut und Synovialfliissigkeit. Ana-
lysiert wurden CD31TCD8TFSS/SSC-Lymphozyten. Legende: rot = persistierende Oligoarthritis, griin = RF-
negative Polyarthritis, [@] = Blut, [] = SF. Y-Achse: Anteil der untersuchten Zellen an allen CD4 " -T-Zellen.
Unter den Abbildungen sind die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen aufgelistet.
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Bei den Aktivierungsmarkern CD69 und HLA-DR fillt auf, dass jeweils ein deutlich gro-
Berer Anteil an Zellen der Synovialfliissigkeit im Vergleich zum Blut CD69" bzw. HLA-
DR ist (Abb. 5.3). Dies gilt sowohl fiir CD4"-T-Zellen als auch fiir CD8 " -T-Zellen. Zwi-
schen der oligoartikuldren und der polyartikuldren Verlaufsform besteht kein signifikanter
Unterschied. Es bestehen aber durchaus Unterschiede zwischen CD4-T-Zellen (s. Abb. 5.3)
und CD8'-T-Zellen (s. Abb. 5.4). So ist der Anteil an CD4TCD69"-T-Zellen mit 1,52 %
(oligoartikulire Verlaufsform) bzw. 2,36 % (polyartikulire Verlaufsform) von allen CD4 ™ -
T-Zellen im peripheren Blut niedriger als der Anteil CD8TCD69 " -T-Zellen mit 4,90 % (oli-
goartikulire Verlaufsform) bzw. mit 11,18 % (polyartikulire Verlaufsform) an allen CD8 -
T-Zellen (s. Abb. 5.3 und 5.4). Wohingegen in der SF dhnliche Werte gemessen werden mit
tendenziell hoheren Werten in der CD8"-Population. Bei der Analyse der HLA-DR™"-T-
Zellen kann man Folgendes beobachten: Wiihrend sich im Blut der Anteil an HLA-DR*-T-
Zellen (CD4" und CD8™") im unteren einstelligen Prozentbereich befindet, ist in der SF der
Anteil an CD4THLA-DR*-T-Zellen hoher als bei den CD8 " -T-Zellen.

Bei der Expression des TGF-B-Rezeptors-1I fillt auf, dass auf CD4"-T-Zellen aus SF
mehr Rezeptoren anfarbbar sind als im peripheren Blut (oligo- 3,1 bzw. 3,5 mal so viele
bei polyartikulirer Verlaufsform). Die beiden Verlaufsformen unterscheiden sich dabei nicht
signifikant. Interessanterweise ist es bei den CD8'-T-Zellen umgekehrt. Es fillt hier bei
beiden Formen eine Abnahme der Rezeptoren in der SF im Vergleich zum peripheren Blut
auf. So betrigt die Expression der TGF-f-Rezeptoren-II nur das 0,65- (oligo) bzw. 0,74-
fache (poly) der Expression im Blut. Auch hier ist die Rezeptorenexpression minimal héher
bei der RF-negativen Polyarthritis. Insgesamt ist die Expression von TGF-pB-Rezeptoren-II
auf CD8'-T-Zellen aus peripherem Blut héher als bei CD4 " -T-Zellen.

5.2 CFSE-Proliferationsmessung

Ziel der Untersuchung ist es, den Einfluss des immunregulatorischen Enzyms TGF-1 auf
die Zellproliferationsrate unterschiedlicher T-Zellpopulationen zu bestimmen. Hierzu wur-
den mononukleére Zellen aus peripherem Blut und SF mit CFSE-Farbstoff gefirbt. Zur Un-
terscheidung verschiedener T-Zellpopulationen wurden die Zellen zusitzlich mit anti-CD4-
und anti-CD8-Antikorpern geférbt (s. hierzu auch 4.4.7). Die Zellen wurden mit und ohne
Zugabe von TGF-$1 mit anti-CD3 stimuliert. Mittels Durchflusszytometrie wurde nach 5 Ta-
gen die Dilution des Fluoreszenzfarbstoffes gemessen. Die Abnahme des CFSE-Farbstoffes
entspricht dabei den Zellteilungen (s. Abb. 5.5). Tote Zellen wurden mittels PI-Fiarbung aus-

geschlossen. Zu Beginn wurden fiir die Versuche anti-CD3-Konzentrationen in Héhe von 0,
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a.) unstimuliert b.) stimuliert

8 ohne mit TGF-B1

Zellzahl

CFSE-Farbung

Abbildung 5.5: CFSE-Proliferationsmessung: aufgetragen sind CD4TCD8~-T-Zellen, tote Zellen wurden
durch PI Firbung ausgeschlossen. In a.) wurden T-Zellen unstimuliert nach 5 Tagen Wachstum gefacst. Bei
b.) erfolgte zuvor eine 24-stiindige Stimulierung mit 5 yg/ml plattengebundenem anti-CD3. Der membrange-
bundene Farbstoff verteilt sich gleichmaBig auf die Tochterzellen. Dadurch entspricht die Abnahme der CFSE-
Konzentration (der Fluoreszenz von rechts nach links) einer Zellproliferation. Deutlich erkennbar fehlen bei
den unstimulierten Zellen Zellteilungen (Gipfel). Dagegen zeigen sich bei den stimulierten Zellen mehrere
Gipfel, welche jeweils einer Zellteilung entsprechen. Marker [M1] ist fiir die Auswertung relevant (siehe Text).
Legende: Rote Fliache = mit 5 ng/ml TGF-f1, schwarze Linie = ohne TGF-f,

0,1 und 5 pg/ml verwendet (jeweils mit oder ohne 5 ng/ml TGF-f31). Es zeigte sich aber, dass
nur bei einer hohen Stimulation (5 yg/ml) eine ausreichende Proliferation stattfindet. Dies
ist wichtig, da sich ansonsten keine eventuell vorhandene Proliferationshemmung durch das
Zytokin TGF-p zeigen kann.

Da sich in den Histogrammen des CFSE-Assays nicht immer mehrere Zellteilungen dar-
stellen lassen, wurde der erste Gipfel (in Abb. 5.5 rechts, abgegrenzt durch Marker M 1) zur
Auswertung herangezogen. Zellen dieses Gipfels wurden als unproliferiert angenommen und
alle Gipfel links davon als proliferierte Zellen definiert. Diese Zellen haben sich mindestens
einmal geteilt und wurden daher zur Auswertung in den nachfolgenden Diagrammen her-
angezogen. Angegeben wird in den Diagrammen der prozentuale Anteil der proliferierten

Zellen an allen Zellen.

5.2.1 Optimaler Zeitpunkt der Proliferationsmessung

Um den optimalen Zeitpunkt der Analyse der CFSE-Farbung zu finden, erfolgte eine Unter-
suchung des zeitlichen Verlaufs. Hierfiir wurden die Zellen zweier Proben nach 4, 5 und 6
Tagen Inkubation (Proliferation) mittels FACS analysiert. Dadurch zeigte sich, dass einzelne
Zellteilungen am besten nach 5 Tagen Wachstum abgrenzbar sind (s. Abb. 5.6). Nach 6 Ta-

gen Proliferation konnten keine Floreszenzgipfel, die einer Teilung entsprechen, abgegrenzt
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a.) 4 Tage b.) 5 Tage c.) 6 Tage

Zellzahl

CFSE-Farbung

Abbildung 5.6: CFSE-Verdiinnung im zeitlichen Verlauf. Dargestellt sind drei Histogramme mit CFSE ge-
firbten CD4 " CD8 ™~ -T-Zellen. In b. (5 Tage Proliferation) zeigt sich rechts im mittleren Histogramm ein Peak
bestehend aus nicht proliferierten Zellen (Mutterzellen) und einigen gut abgrenzbaren Zellteilungen (Tochter-
populationen). In a. (4 Tage Proliferation) und in c. (6 Tage Proliferation) zeigen sich zu wenige bzw. zu viele
Zellteilungen, die keine klaren Analysen zulassen. Legende: Rote Fliche = mit 5 ng/ml TGF-;, schwarze
Linie = ohne TGF-p;. X-Achse: CFSE-Firbung. Y-Achse: Zellzahl.

werden. Bei den nachfolgenden CFSE-Versuchen wurde dieser Sachverhalt beriicksichtigt
und die FACS Analyse erfolgte nach 5 Tagen.

5.2.2 CD4"- und CD8"-T-Zellen

In Abbildung 5.7 sind die Ergebnisse der Auswertung von 15 gepaarten Proben (T-Zellen aus
peripherem Blut und Synovialfliissigkeit) dargestellt. Bei der FACS-Auswertung wurde eine
Region um die Lymphozytenfraktion gelegt (FSC/SSC Lymphozyten) und fiir die Analyse
herangezogen. Durch PI-Farbung wurden tote Zellen weitgehend ausgeschlossen.

Dargestellt sind die Ergebnisse differenziert in die Subtypen persistierende Oligoarthritis,
RF-negative Polyarthritis und andere JIA Arthritiden (inklusive der extended Oligoarthritis).
In Abbildung 5.7 ist zu erkennen, dass CD4+-T-Zellen sich in ihrem Verhalten von CD8 " -T-
Zellen unterscheiden. Die Proliferation von CD8"-T-Zellen wurde durch Zugabe von TGF-
B1 sowohl bei Zellen des peripheren Blutes als auch der SF deutlich gehemmt. Dieser Effekt
tritt bei allen Verlaufsformen auf und ist durch die hohere Fallzahl am besten bei Zellen von
Patienten, die an einer persistierenden Oligoarthritis erkrankt sind, erkennbar (p = 0,0112
bei Blut bzw. p = 0,0004 bei SF). Betrachtet man die CD4 " -T-Zellen, fillt auf, dass Zellen
des Blutes (pers. Oligoarthritis: p = 0,0078) ebenfalls durch Zugabe von TGF-; in ihrer
Proliferation gechemmt werden. Bei Zellen der Synovialfliissigkeit dagegen kann nur bei der
seronegativen polyartikuldren Verlaufsform eine Hemmung festgestellt werden. Synoviale
CD4"-T-Zellen von Patienten mit persistierender Oligoarthritis (p = 0,4447) zeigen dagegen

zum grof3en Teil keine bzw. eine geringe Proliferationshemmung durch Zugabe von TGF-f;.
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Abbildung 5.7: CFSE-Proliferationsmessung CD4 " - und CD8"-T-Zellen (mit oder ohne Zugabe von TGF-
B1). Mononukleére Zellen aus peripherem Blut und SF wurden nach Dichtegradientenzentrifugation mit CFSE-
Fluoreszenzfarbstoff gefarbt. Die Zellen wurden mit und ohne Zugabe von TGF-B; fiir 24 Stunden mit 5
ug/ml plattengebundenem anti-CD3 stimuliert. Nach 5 Tagen erfolgte die Messung der CFSE-Dilution mittels
Durchflusszytometrie. Zur Differenzierung unterschiedlicher Zellpopulationen wurden die Zellen zuvor mit
anti-CD4- und anti-CD8-Antikorper gefiarbt. Tote Zellen wurde mittels PI-Farbung ausgeschlossen. Zur Aus-
wertung wurden die Zellen herangezogen, die sich mindestens einmal geteilt haben (Zellen links des Markers
M1 in Abbildung 5.5. Legende: X-Achse: TGF-B1-Zugabe in ng/ml. Y-Achse: Anteil der proliferierten Zellen
an allen Zellen. Rot [@]: persistierende Oligoarthritis, blau [O]: extended Oligoarthritis, griin [(0]: RF-negative
Polyarthritis, schwarz [*]: andere JIA Arthritiden.
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Abbildung 5.8: Mononukledre Zellen aus peripherem Blut und SF wurden nach Dichtegradientenzentrifu-
gation mit CFSE-Fluoreszenzfarbstoff gefirbt. Die Zellen wurden mit und ohne Zugabe von TGF-f fiir 24
Stunden mit 5 pg/ml plattengebundenem anti-CD3 stimuliert. Nach 5 Tagen erfolgte die Messung der CFSE-
Dilution mittels Durchflusszytometrie. Zur Differenzierung unterschiedlicher Zellpopulationen wurden die Zel-
len zuvor mit anti-CD4- und anti-CD8-Antikorper geférbt. Tote Zellen wurde mittels PI-Fiarbung ausgeschlos-
sen. Legende: X-Achse: TGF-f1-Zugabe in ng/ml. Y-Achse: Anteil der proliferierten Zellen an allen Zellen.
Rot [@]: persistierende Oligoarthritis, blau [O]: extended Oligoarthritis, griin [O]: RF-negative Polyarthritis,
schwarz [*]: andere JIA Arthritiden..

In Abbildung 5.8 ist erkennbar, dass der Anteil der CD41-T-Zellen in der Synovialfliis-
sigkeit mit zunehmender TGF-f1-Konzentration steigt. Dieser Effekt kommt zustande, da
synoviale CD8"-T-Zellen von TGF-B1 gehemmt werden und CD4 " -T-Zellen nicht bzw. nur
sehr gering. Dadurch steigt insgesamt auch der Anteil der CD4"-T-Zellen. Das Verhiltnis

—gggi verschiebt sich zugunsten der CD4 " -T-Zellen.

5.2.3 Phanotypisierung der CFSE-Zellen nach 5 Tagen
Wachstum

Anhand der Daten des CFSE-Proliferationsassays stellt sich die Frage, welche Zellen vor
allem durch die Zugabe von TGF-f beeinflusst werden. Bei der CFSE-Firbung wurden die
Zellen zusitzlich nur mit anti-CD8- und anti-CD4-Antikorpern gefirbt, so dass eine weitere
Differenzierung leider nicht méglich ist. Um néhere Informationen iiber den Aktivierungs-
zustand und die Eigenschaften der Zellen zu erhalten, wurde daher bei einem Teil der Proben
eine phinotypische Charakterisierung analog zur Eingangstypisierung durchgefiihrt (s. auch
4.4.4). Die durchflusszytometrische Messung wurde ebenso wie die Messung der CFSE-

Dilution nach 5 Tagen durchgefiihrt.
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Abbildung 5.9: Die Zellen wurden bis auf die eigentliche CFSE-Firbung identisch verarbeitet wie Zellen
des CFSE-Ansatzes. Nach 5 Tagen Wachstum (24 Stunden Stimulation mit 5 pg/ml plattengebundenem anti-
CD3, stimulierte Zellen mit und ohne 5 ng/ml TGF-f1) wurden die Zellen analog zur Eingangstypisierung mit
Antikorpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Legende: X-Achse: Stimulation mit oder ohne 5
pg/ml anti-CD3, stimulierte mit oder ohne 5 ng/ml TGF-B1. Y-Achse: Antigen-positive Zellen in %. Rot [@]:
persistierende Oligoarthritis, griin [O]: RF-negative Polyarthritis, schwarz [*]: andere JIA Arthritiden, braun
gestrichelt [M]: Blut von gesunden erwachsenen Probanden
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In Abbildung 5.9 sind die Ergebnisse aufgeteilt in CD4 - und CD8'-T-Zellen dargestellt.
Zur Kontrolle wurden T-Zellen aus peripherem Blut zweier gesunder erwachsener Probanden
ausgewertet. Bei stimulierten CD4"-T-Zellen des Blutes fillt auf, dass sie durch alle Proben
hinweg groftenteils aus Gedichtniszellen bestehen. Ist exogenes TGF-f1 anwesend, verrin-
gert sich der Anteil an Gediichtniszellen etwas. In der SF liegt der Anteil CD41TCD45RO™
nahezu bei 100 % unabhingig von der Anwesenheit von TGF-f1 (bei CD81-T-Zellen deut-
lich niedriger). Anhand der Expression von CD69 und HLA-DR kann man den hohen Akti-
vierungszustand der Zellen erkennen. Die Anwesenheit von TGF-1 scheint aufer bei syn-
ovialen CD4" und CD8™" der persistierenden Oligoarthritis bei CD69"-T-Zellen eine ver-
minderte Expression in Blut und SF zu bewirken. Das kann einer Hemmung der Zellak-
tivierung durch TGF-B; entsprechen. Dagegen kann man eine gesteigerte Expression von
HLA-DR in allen Zellgruppen beobachten, wenn TGF-B; vorhanden ist. Beides gilt fiir
CD4*- und CD8"-T-Zellen, ebenso wie fiir die gesunden Probanden. Sowohl der Anteil
an CD41tCD25% als auch der Anteil an CD41CD25"8"+_T-Zellen nimmt unter Stimulati-
on mit anti-CD3 stark zu und vermindert sich unter Anwesenheit von TGF-; geringfiigig.
Dies geschieht nicht bei synovialen Zellen der persistierenden Oligoarthritis. Hierbei nimmt
der Anteil an CD4TCD25"8"*_T-Zellen mit der TGF-p-Konzentration zu. Bei den gesun-
den Probanden fiihrt die Stimulierung in Kombination mit TGF-p; zu keiner vermehrten
Expression von CD4TCD25"8"+_T-Zellen.

Die Expression des TGF-B-Rezeptors-1I ist uneinheitlich. Bei den CD4"-T-Zellen zeigt
sich im Blut bei 2 Proben (Polyarthritis, pers. Oligoarthritis) ein Abfall der Expression bei
Stimulation mit anti-CD3. Die Zugabe von TGF-; bewirkt wieder eine verstirkte Expressi-
on des Rezeptors. Im peripheren Blut sinkt der Anteil an CD8 " TGF-B-Rezeptor-11T-Zellen
durch anti-CD3-Stimulation zunéchst ab, steigt aber unter Anwesenheit von TGF-f1, insbe-
sondere bei der seronegativen Polyarthritis, erneut an. Bei synovialen CD4™ und CD8"-T-
Zellen kommt es zu keiner eindeutigen Reaktion. Bei der persistierenden Oligoarthritis zeigt

sich aber ein tendenziell dhnliches Verhalten wie im Blut.

5.3 Unterscheidung von Th-Zellen anhand ihres
Zytokinmusters

T-Helferzellen lassen sich anhand ihres Zytokinmusters in Th1- und Th2-Zellen weiter unter-
scheiden, da Th1-Zellen vorrangig IFN-7, Th2-Zellen dagegen vorrangig IL-4 produzieren.
Hierfiir wurden mononukleidre Zellen mittels Ficoll isoliert und fiir 16 Stunden mit plat-
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tengebundenem anti-CD3 und anti-CD28 im Brutschrank inkubiert. Nachdem der ,,Catch-
Reagent* (ein bispezifischer Antikorper) an CD45 Strukturen der Zelle gebunden hat , wur-
den die Zellen in einer 45-miniitigen Sekretionsphase zur Zytokinsekretion stimuliert. Der
bispezifische Antikorper bindet dabei an einer zweiten Bindungsstelle das freigesetzte Zy-
tokin (spezifisch fiir IL-4 oder IFN-y). In einer letzten Inkubationsphase (auf Eis) wurden
zytokinspezifische fluoreszierende ,,Detection-Antibodies* hinzugegeben und die Zytokin-
sekretion mittels FACS-Analyse bestimmt (s. auch 4.4.5).
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(logarithmisierte Werte) pers. Oligoarthritis RF- Polyarthritis (logarithmisierte Werte) pers. Oligoarthritis ~ RF- Polyarthritis
P value | 0.0019 0.2867 P value | 0.4013 0.0640
Mean of differences -0.3629 -0.3030 Mean of differences 0.1164 0.1720
95% confidence interval | -0.5723t0-0.1536 -0.9878t0 0.3819 95% confidence interval | -0.1690 to 0.4019  -0.01600 to 0.3600

Abbildung 5.10: Analyse der Zytokinsekretion (IFN-<y, IL-4) mononukledrer Zellen aus peripherem Blut und
SF. Nach Dichtegradientenzentrifugation wurden die Zellen 16 Stunden im Brutschrank stimuliert (mit 5 pg/ml
plattengebundenem anti-CD3 und 1 pg/ml anti-CD28). Danach wurden die sezernierte Zytokine mittels bispe-
zifischer Antikorper an die Zellen gebunden. Durch zytokinspezifische fluoreszierende AK wurde anschlieBend
die Zytokinsekretion bestimmt. Tote Zellen wurden durch PI-Farbung ausgeschlossen. Betrachtet wurden die
CD4"CD14~-T-Zellen. Legende: Y-Achse: Anteil der zytokinsezernierenden Zellen an allen Zellen in %. Rot
[@]: persistierende Oligoarthritis, griin [O0]: RF-negative Polyarthritis.

Die Analyse der in vitro Sekretion von IFN-7 und IL-4 hat gezeigt, dass vor allem in der
Synovialfliissigkeit von Patienten mit einer oligoartikuldren Arthritis IFN--y sezernierende
Zellen einen signifikant hoheren Anteil als im peripheren Blut haben (p = 0,0019 s. Abb.
5.10). Dieser Effekt lédsst sich auf niedrigerem Niveau auch bei der RF-negativen polyarti-
kuldren Verlaufsform beobachten. Betrachtet man hingegen 1L-4-sezernierende Zellen, kann
man kein eindeutiges Verhalten erkennen. Vor allem bei der oligoartikuldren Arthritis ergibt
sich ein sehr gemischtes Bild, eine Tendenz ist nicht sicher zu erkennen. Bei der seronegati-
ven Polyarthritis scheinen IL-4-sezernierende Zellen im peripheren Blut im Vergleich zur SF
zu iiberwiegen (p = 0,0640). Insgesamt ist der Anteil IL-4-sezernierender Zellen (maximal 2

%) gegeniiber IFN-y sezernierenden Zellen (maximal 24 %) deutlich niedriger.
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5.3.1 Empfindlichkeit von Th1- und Th2-Zellen gegentliber TGF

Um zu untersuchen, ob Th1- und Th2-Zellen unterschiedlich auf TGF-f; reagieren, wurden
zusitzlich Zellen mit 5 ng/ml TGF-f; in Kultur genommen und ebenso verarbeitet (Ergeb-
nisse s. Abb. 5.11).
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Abbildung 5.11: Analyse der Zytokinsekretion (IFN-7y, IL-4) mononukleirer Zellen aus peripherem Blut und
SF unter Einfluss von TGF-$; von Patienten mit persistierender Oligoarthritis. Nach Dichtegradientenzentri-
fugation wurden die Zellen 16 Stunden im Brutschrank stimuliert (mit 5 ug/ml plattengebundenem anti-CD3
und 1 pug/ml anti-CD28). Bei der Hilfte der Zellen erfolgte dabei die Zugabe von 5 ng/ml TGF-;. Danach
wurden die sezernierten Zytokine mittels bispezifischer Antikorper an die Zellen gebunden. Durch zytokinspe-
zifische fluoreszierende AK wurden anschlieend die Zytokinsekretion bestimmt. Tote Zellen wurden durch
PI-Farbung ausgeschlossen. Legende: X-Achse: Konzentration an TGF-f1 in ng/ml. Y-Achse: Anteil der se-
zernierden Zellen an allen Zellen in %. Links Blut, rechts SF

Trotz weniger Daten zeigte sich dennoch, dass nur die Sekretion von IFN- unter der An-
wesenheit von TGF-B;1 abnimmt (s. Abb. 5.11). Am besten ist dieser Effekt bei Zellen aus
dem peripheren Blut erkennbar. Das bedeutet, dass TGF-f; scheinbar vor allem eine hem-
mende Wirkung auf Th1-Zellen hat. Gegensitzlich verhalten sich Th2-Zellen. Sie scheinen
nicht gehemmt zu werden. Die IL-4 Sekretion steigt eher an unter dem Einfluss von TGF-f;.
D. h. TGF-p; fiihrt zu einer Favorisierung von Th2-Zellen.

5.4 Ergebnisse der Proliferationsmessung mittels
3H-Thymidineinbau

Mononukledre Zellen wurden durch Dichtegradientenzentrifugation aus peripherem Blut
und Synovialfliissigkeit isoliert und fiir 3 Tage inkubiert. Anschliefend wurde anhand des

3H-Thymidineinbaus die Proliferation gemessen.

Wie in Abbildung 5.12 ersichtlich, lédsst sich bei Zellen aus peripherem Blut bei niedri-

gen und hohen anti-CD3-Konzentrationen keine hemmende Wirkung von TGF-p; belegen.

53



Kapitel 5. Ergebnisse

0.1 pg/ml anti-CD3

Blut
Oligo, pers. Poly, RF- Andere JIA
2.O><105I
1.8x10°
E
o
L
5 1.0x10°
©
Q
£
w 4
T+ 5.0x10
@
—
0+ - J
0 5 0 5
TGF-B1 [ng/ml]
Ratio T-Test
(logarithmisierte Werte) pers. Oligoarthritis RF- Polyarthritis
P value | 0.5303 0.1623
Mean of differences -0.06094 0.4506

95% confidence interval -0.2721t0 0.1503  -0.2806 to 1.182

SF
Oligo, pers. Poly, RF- Andere JIA

2.0x105

1.8x10°
T -
o
L,
S 1.0x105¢ &
@ “\E
a
£
w
L 50x1044 \

0 o—H = B
0 5 0 5 0 5
TGF-B1 [ng/ml]
Ratio T-Test
(logarithmisierte Werte) pers. Oligoarthritis RF- Polyarthritis
P value | 0.0397 0.7100

Mean of differences 0.1785 0.06099

95% confidence interval 0.01049 t0 0.3465 -0.3629 to 0.4849

5 pg/ml anti-CD3

Blut
s Oligo, pers. Poly, RF- Andere JIA
2.0x10
1.8x105 \
E
o
L
S 1.0x10%
3
i —
' soxi0tp e———*
- ——8
0+ J
0 5 0 5 0 5
TGF-B1 [ng/ml]
Ratio T-Test
(logarithmisierte Werte) pers. Oligoarthritis RF- Polyarthritis
P value | 0.8043 0.5841
Mean of differences 0.01251 0.07034

95% confidence interval | -0.09704 to 0.1221 -0.2389 to 0.3796

SF
Oligo, pers. Poly, RF- Andere JIA

2.0x10°

1.8x10°
T -
o
2
S 1.0x10°¢
©
Q
£
i . Eka
+ 5.0x10
»

B\
0 g—H — .
0 5 0 5 0 5
TGF-B1 [ng/ml]
Ratio T-Test
(logarithmisierte Werte)  pers. Oligoarthritis RF- Polyarthritis
P value | P<0.0001 0.1080

Mean of differences 0.3006 0.1322

95% confidence interval 0.207510 0.3937  -0.04168 to 0.3061

Abbildung 5.12: Mononukledre Zellen wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation aus peripherem Blut
und SF isoliert und fiir 24 Stunden nach Beschichtung mit 0,1 bzw. 5 ug/ml plattengebundenem anti-CD3
(mit und ohne Zugabe von 5 ng/ml exogenem TGF-f1) stimuliert. Nach weiteren 48 Stunden erfolgte durch
Zugabe von H-Thymidin die Proliferationsmessung. Legende: rot [@]: persistierende Oligoarthritis, griin []:
RF-negative Polyarthritis, schwarz [*]: andere JIA Arthritiden.
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Weder bei der oligoartikuldren noch bei der RF-negativen polyartikuldren Verlaufsform er-
gab sich eine statistisch signifikante proliferationshemmende Wirkung. Anders stellt es sich
bei Zellen der SF dar. Vor allem Zellen von Patienten mit einer oligoartikuldren Verlaufs-
form zeigen eine ausgeprigte (hochsignifikante) Proliferationshemmung unter der Anwesen-
heit von TGF-f;. Dieser Effekt ist bei Zellen, die mit einer hohen anti-CD3-Konzentration
stimuliert wurden, am ausgeprégtesten. Bei synovialen Zellen von Patienten mit einer RF-
negativen Polyarthritis ist das Bild inhomogen, aber es scheint zumindest bei den hoch stimu-
lierten Zellen eine hemmende Wirkung von TGF-; vorzuliegen. Bei niedriger Stimulation
ist das Ergebnis aufgrund der niedrigen Fallzahl bei der seronegativen Polyarthritis nicht

eindeutig.

Da bei dieser Analyse alle CD3 " -Zellen erfasst sind, kann nicht zwischen CD4 " -T-Zellen
und CD8"-T-Zellen unterschieden werden. Zusammen mit den vorhergehenden Untersu-
chungen scheint die Hemmung aber vor allem durch den Effekt auf CD8"-T-Zellen zustande

zu kommen.

5.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Isolierte T-Zellen aus peripherem Blut und Synovialfliissigkeit wurden mittels Durchfluss-
zytometrie (FACS) phénotypisch charakterisiert (CD4, CD8, CD45RO, CD69, CD25, HLA-
DR, TGF-B-RII) und auf ihre Empfindlichkeit gegeniiber TGF-f1 sowie ihre Zytokinsekre-
tion (IFN-y und IL-4) untersucht.

In der Synovialfliissigkeit dominierten aktivierte Gedéchtniszellen (CD4TCD45RO™) bei
allen Patienten. Dabei zeigten CD4"-T-Zellen die hochste Expression (97 %). Neben der
hohen Expression der Aktivierungsmarker HLA-DR und CD69 fillt bei synovialen T-Zellen
eine starke Zunahme regulatorischer CD4+CD25"8"+_T-Zellen auf. Ebenfalls zeigte sich
bei der Phinotypisierung (vor allem bei der oligoartikulidren Verlaufsform) eine Zunahme an

CD8"-T-Zellen in SF gegeniiber peripherem Blut.

Die Analyse der Zytokinsekretion ergab, dass es vor allem bei Patienten mit einer oli-
goartikuldren Arthritis zu einer starken Akkumulation IFN-7-sezernierender Th1-Zellen in
der Synovialfliissigkeit kommt. Bei den IL-4-sezernierenden Th2-Zellen zeigte sich dage-
gen ein indifferentes Bild. Bei Patienten mit seronegativer Polyarthritis scheinen sogar 1L-4-
sezernierende Th2-Zellen im peripheren Blut zu iiberwiegen. Unter Anwesenheit von TGF-
B1 kommt es zu einer Abnahme von IFN-7y (Th1-Zellen), d.h TGF-f; fiihrt zu einer Favori-

sierung von Th2-Zellen.
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Der Einfluss von TGF-B; auf die Proliferation mononukleirer Zellen wurde mittels H-
Thymidineinbau und CFSE-Firbung analysiert. Beim Thymidineinbau zeigte sich eine deut-
liche Hemmung synovialer Zellen unter Anwesenheit von TGF-p (bei oligo- und polyarti-
kulérer Verlaufsform). Durch CFSE-Firbung gelang eine Differenzierung zwischen CD4+-
und CD87"-T-Zellen. CD8"-T-Zellen wurden sowohl aus peripherem Blut als auch aus SF
von Patienten mit oligoartikuldrer JIA durch TGF- 1 deutlich gehemmt, wéhrend bei CD4t-
T-Zellen eine eindeutige Proliferationshemmung nur im peripheren Blut nachzuweisen war.
Lediglich synoviale Zellen von Patienten mit seronegativer Polyarthritis zeigten eine Hem-
mung durch exogenes TGF-f1. Dabei konnte gezeigt werden, dass bei peripheren wie auch
synovialen CD4"- und CD8"-T-Zellen der TGF-p-Rezeptor-1I ausreichend vorhanden ist
und somit auch eine Grundvoraussetzung fiir eine Sensitivitit gegeniiber TGF-B; gegeben

ist.
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6 Diskussion

6.1 Pathogenese der JIA

Die Juvenile Idiopathische Arthritis (JIA) ist eine heterogene Gruppe entziindlicher Erkran-
kungen der Gelenke im Kindesalter, deren Pathogenese und Atiologie noch immer weitge-
hend ungekliart sind. Grundlage der JIA ist eine Immunreaktion der Synovia, welche wahr-
scheinlich T-Zell vermittelt ist [44, 143].

Man geht davon aus, dass genetische Faktoren (bestimmte MHC-Molekiile [53, 88]) im
Zusammenspiel mit exogenen Faktoren die Erkrankung verursachen. Es handelt sich hierbei
vermutlich um einen komplexen genetischen Hintergrund [93], wobei sich die unterschiedli-
chen Subtypen der JIA unterschiedlich verhalten. So ergaben Studien fiir den frithkindlichen
Typ! der Oligoarthritis Assoziationen mit bestimmten MHC Molekiilen [3]. Vor allem drei
unterschiedliche Regionen des HLA-Systems (s. auch Abb. 2.2) scheinen damit assoziiert
zu sein. Erstens: HLA-A2, zweitens: HLA-DRS, -DR11 und -DR12 und drittens: HLA-
DQA1*0401, -DQA1*0501, -DQA1*0601 sowie -DPB1*0201. Detaillierte Untersuchun-
gen zur Kldrung der HLA-Assoziationen einzelner Subtypen der JIA ergaben beispielsweise
fiir die persistierende und die extended oligoartikuldre Form eine Assoziation mit HLA-
DRB1*08-DQA1*0401-DQB1*0402 und -DRB1*11-DQA1*05-DQB1*03 [131].

Offensichtlich erkranken aber nicht alle Menschen mit demselben genetischen Hinter-
grund an einer Autoimmunkrankheit. Vermutlich ist deshalb selbst bei einer genetischen
Disposition ein Entgleisen diverser Regulationsmechanismen fiir einen Ausbruch der Er-
krankung erforderlich. Diese verschiedenen Regulationsmechanismen wirken normalerwei-

se supprimierend auf die autoaggressiven Tendenzen des Immunsystems.

Die Immunantwort kann durch Zytokine oder iiber regulatorische Zellen moduliert wer-
den [57, 120]. Beispielsweise fiihrt die systemische Applikation von TGF-f1 im Mausmodell
zu einer deutlichen Besserung der Arthritis, wihrend sich das Krankheitsbild durch die Ga-
be von TGF-f1-Antikorpern verschlechtert [72, 132]. Beobachtungen an TGF-; knockout
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Miusen (-/-), die an einer ausgeprigten Multisystemerkrankung leiden [71, 121], erhirten
die Hinweise darauf, dass TGF-f eine Schliisselrolle in der T-Zellhomdostase einnimmt.
Eventuell liegen auch Parallelen zwischen den chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen,
dem M. Crohn und der Colitis ulzerosa und der chronisch-entziindlichen JIA vor. Inter-
essant ist dies, da in verschiedenen Arbeiten [6, 37] erstaunlicherweise eine Erhhung des
(immuninhibitorischen) TGF-B; in der Darmmukosa dieser Patienten nachgewiesen wurde.
Wabhrscheinlich ist diese erhohte TGF-B-Konzentration durch einen Defekt in der TGF-1-
Signalkaskade verursacht. Insbesondere gibt es Hinweise auf einen Mangel an inhibitori-
schem Smad7 [92], welcher so eine suffiziente Funktion des TGF-B; verhindert (s. hierzu
auch 2.2.4.1 der Einleitung).

Auch T-Helferzellen spielen eine Rolle bei dem Krankheitsgeschehen. Sie lassen sich an-
hand ihres Zytokinmusters in Th1- und Th2-Zellen unterscheiden (s. Tab. 2.4). Th1-Zellen
produzieren vorrangig IL-2 und IFN--y, Th2-Zellen dagegen vor allem IL-4, IL-5, IL-10 und
IL-13 [79]. Inzwischen mehren sich die Hinweise, dass IFN-7y-sezernierende Th1-Zellen ei-
ne Schliisselrolle einnehmen und es sich daher wahrscheinlich um eine Th1-Pathogenese der
JIA handelt [140, 142]. Dabei ist vor allem erwihnenswert, dass TGF-p; die Proliferati-
on von naiven T-Zellen und von Gedéchtniszellen vom Th1-Typ hemmen kann. Aktivierte

T-Zellen und Th2-Zellen zeigen sich dagegen als weitgehend resistent gegeniiber dem inhi-
bitorischen Effekt von TGF-p1 [55].

6.2 Phanotypisierung synovialer vs. peripherer Zellen

Die zelluldren Elemente des Blutes entstehen aus pluripotenten himatopoetischen Stamm-
zellen des Knochenmarks. Diese teilen sich in eine lymphatische-Zelllinie, aus dieser ent-
stehen die NK-, B- und T-Zellen, und in eine myelopoetische-Zelllinie (Granulozyten, Mo-
nozyten, Megakaryozyten und Erythrozyten) auf. Nachdem im Thymus das T-Zellrezeptor
Rearrangement der Thymozyten (CD2TCD7"CD3™) stattgefunden hat, kommt es wihrend
der weiteren Ausreifung zur T-Zell-Selektion, der sogenannten negativen Selektion. Nach
ihrer Reifung im Thymus treten die T-Lymphozyten in die Blutbahn iiber und werden fortan
als naiv bezeichnet. Sie tragen das Oberflichenantigen CD45RA. Durch eine phinotypi-
sche Charakterisierung der Zellen ist es moglich, Aussagen iiber den Entwicklungszustand
der Zelle, die Funktion und den Aktivitidtszustand zu treffen [125]. Friithere Studien haben
gezeigt, dass die Wirkung von TGF-p; abhéngig ist von dem Aktivierungs- und Differenzie-
rungsstatus der Zellen [43].

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass es zu einem Uberwiegen von CD8'-T-Zellen
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Tabelle 6.1: Typische Normbereiche der wesentlichen Lymphozyten-Subpopulationen im Blut von Erwachse-
nen (modifiziert nach [130]). Im peripheren Blut sind nur 2 % des gesamten Lymphozytenpools des Menschen
enthalten. Pro Tag werden die Lymphozyten circa 50 mal ausgetauscht. Dadurch passieren insgesamt téglich
500 x 10° Lymphozyten den Blutkreislauf. Neben exogenen Faktoren, wie beispielsweise Medikamenten, ha-
ben auch viele physiologische Faktoren (Stress, korperliche Anstrengung, Alter, circandianer Rhythmus) einen
Einfluss auf die Lymphozytenverteilung im Blut.

Zelltyp Oberflichenmarker Anteil an gesamter
Lymphozytenpo-
pulation

Reife T-Zellen CD3" 69 -93 %

T-Helferzellen CD4+ 35-72 %

Zytotoxische T-Zellen CD8™ 7-33%

Naive T-Zellen CD4"CD45RA™ 14 -43 %

Aktivierte T-Zellen CD3+tCD25" 1-7%

CD3"HLA —DR" 1-11%

Reife B-Zellen CD19" 3-13%

in der Synovialfliissigkeit gegeniiber peripherem Blut kommt. So ergab sich bei der persistie-
renden oligoartikuliren Verlaufsform durch eine 2,9-fache Anreicherung sogar ein Uberwie-
gen von CD8'-T-Zellen (% = 0,93). Dies ist bemerkenswert, da nur sehr wenige Daten
zur Wirkung von TGF-fB; auf CD8"-T-Zellen vorliegen [46]. Zu einer schwicheren Anrei-

cherung kommt es bei der RF-negativen Polyarthritis, so dass CD4"-T-Zellen hier immer

noch gering iiberwiegen (% = 1,60). Diese Ergebnisse bestitigen frithere Untersuchun-

CDh4t
CD8*

gnifikant niedriger ist als bei der polyartikuldren Verlaufsform. Betrachtet man die Rheuma-

gen [94], die zeigten, dass das -Verhiltnis bei der oligoartikuldren Verlaufsform si-
toide Arthritis, eine verwandte Erkrankung, so scheint dort eine persistierende Aktivierung
autoreaktiver CD4 " -T-Zellen eine wichtige Rolle zu spielen [114]. Aber es wurde auch, im
Einklang mit den eigenen Daten, eine Anreicherung von CD8'-T-Zellen in der SF von RA
Patienten beobachtet [39, 45]. Das %-Verhéltnis lag dabei in der SF bei Patienten mit
RA bei diesen Untersuchungen bei 1,1 + 0,5 [39]. Die in Kap. 5.1 vorgestellten Ergebnis-
se zeigten dagegen ein %—Verhéiltnis von 0,93 + 0,86 (pers. Oligoarthritis) bzw. 1,66 £
0,69 (RF- Polyarthritis). Eine verstiirkte Anreicherung CD8"-T-Zellen ist bei der JIA eher
mit einem oligoartikuldren Verlauf assoziiert, wihrend bei der RA ein polyartikulédrer Ver-
lauf vorliegt. Bei der RA ist das Uberwiegen von CD8-T-Zellen auf eine Akkumulation
von CD8%-T-Zellklone zuriickzufiihren [86]. Auch fiir die JIA scheinen synoviale T-Zellen
ein oligoklonales Muster zu besitzen [23].

Es scheint so, dass bei der RA am Ablauf der Gelenkdestruktion CD8'-T-Zellen unmit-

telbar beteiligt sind. Interessant ist, dass es gerade bei der gutartigeren oligoartikulédren Ver-
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laufsform der JIA zu einer stirkeren Anreicherung mit CD8"-T-Zellen kommt als bei der
seronegativen polyartikuldren Verlaufsform. Bemerkenswert ist, dass sich auch im periphe-
ren Blut von JIA Patienten ein dhnlicher Trend beobachten lisst. Das gg; -Verhiltnis lag
bei der oligoartikuldren Verlaufsform bei 2,70 4= 1,78 und bei der seronegativen Polyarthri-
tis bei 3,34 = 1,30. Bei der zuvor erwihnten Untersuchung an Patienten mit Rheumatoider
Arthritis zeigte sich ein gg; -Verhiltnis von 2,4 £ 0,3 [39]. Wiederum scheint der immu-
nologische Zellstatus der RA eher der oligoartikuldren Form der JIA zu dhneln. Insgesamt
deuten die Untersuchungen auf unterschiedliche Pathomechanismen bei den Untergruppen

der autoimmunen Gelenkentziindungen hin.

Die synovialen und peripheren Zellen wurden auf weitere Oberflichenantigene untersucht,

die im Folgenden kurz dargestellt werden.

CD45RO

Aktivierung

CD45RA CD45RA CD45R0O CD45R0O

00O

naive T- Ubergangs- Antigen erfahrene
Helferzelle fraktion T-Helferzelle

Abbildung 6.1: naive Th-Zellen vs. Antigen-erfahrene Th-Zellen

Bei Antigenkontakt interagieren T-Zellen mit antigenprisentierenden Zellen (APZ). Die-
se APZ verarbeiten das Fremdantigen und présentieren es durch MHC-Klasse-II-Molekiile
auf ihrer Oberflache. Nachdem eine spezifische T-Zelle das gebundene Antigen erkannt hat,
wird ein Komplex aus T-Zellrezeptor (TZR), Antigen-Peptid und MHC-Molekiil gebildet.
Hierfiir muss auch ein kostimulatorisches Signal zwischen dem B7-Molekiil der APZ und
CD28 der T-Zelle vorhanden sein. Durch intrazelluldre Signaltransduktion kommt es zu ei-
ner Gen-Aktivierung u. a. zur Transkription des Interleukin-2-Gens. Es entwickeln sich nun
aus den naiven T-Zellen zytokinproduzierende Effektorzellen. Ein Teil dieser Zellen treten
in einen Pool ruhender Gedichtniszellen ein (CD45RO™-T-Zellen, siche Abb. 6.1) und kon-
nen bei einem zweiten Antigenkontakt erneut Effektorzellen werden. Dies geschieht sehr
schnell und sorgt fiir eine Boosterung der Immunantwort durch beschleunigte Proliferation
und Zytokinproduktion. Daneben besitzen Gedéchtniszellen auch die Eigenschaft, verstirkt

auf Aktivititsstimuli reagieren zu konnen [1, 113, 125]. Die getroffenen Aussagen sind so

60



Kapitel 6. Diskussion

nur giiltig fiir CD4"-T-Zellen. Bei CD8"-T-Zellen ist es leider nicht méglich, mittels Ex-
pression von CD45RA bzw. CD45RO ausreichend gut zwischen naiven und Antigen erfah-
renen Zellen zu unterscheiden [98]. CD8TCD45RA ~-T-Zellen sind bereits gereifte Zellen.
Die CD8TCD45RA™-T-Zellen lassen sich in CD27" naive T-Zellen und in CD27~ reife

zytotoxische T-Zellen weiter unterteilen [47].

CD69

CD69 ist das fritheste Glykoprotein, das nach Aktivierung von T-Lymphozyten, B-
Lymphozyten und NK-Zellen auf der Zelloberfliche exprimiert wird. Die Expression von
CD69 wird dabei durch Aktivierung der Proteinkinase C induziert [73]. Des Weiteren zeigt
CD69 auch eine gesteigerte Zytokinproduktion der Zelle an [103]. CD69 besteht aus 27 kD
und 33 kD grof3en Polypeptiduntereinheiten und ist ein heterodimerer Proteinkomplex [123].
Der Hauptkomplex besteht aus einer Reihe von Homodimeren, die iiber Disulfidbriicken
miteinander verbunden sind und ebenso aus Untereinheiten gleicher Core-Proteine bestehen.
Diese sind unterschiedlich glykosyliert [10]. CD69 ist auch als Aktivierung induziertes
Molekiil (AIM) [17], Early Activation Antigen (EA-1) [48], Leu-23 [73] oder als MLR-3
Antigen [26] bekannt.

Die Expression von CD69 erfolgt in vivo kurz nach Expression der Antigene CD2 und
CD7. CD69 wird nach allogener Aktivierung primir von aktivierten T-Zellen aber auch von
B-Zellen und NK-Zellen exprimiert. Andere Aktivierungsmarker wie u. a. CD25 oder HLA-
DR werden erst spéter exprimiert [74, 129]. Nach der Zellaktivierung ist CD69 das friitheste
induzierbare Glykoprotein auf der Zelloberfliche [26, 48, 73]. Es ist an der Lymphozyten-
proliferation und der Zytokinsynthese beteiligt [74] und besitzt mehrere Funktionen eines

Signaliibertragenden Rezeptors fiir T-Lymphozyten, NK-Zellen und Thrombozyten.

Anhand von Proteinsequenzanalysen konnte gezeigt werden, dass CD69 ein Mitglied der
Calcium abhingigen Transmembranrezeptoren vom Typ II ist und der Superfamilie der C-
Typ Lektine angehort [128]. Zwischen CD69 und anderen Typ II Lektin-Rezeptoren gibt
es auch strukturelle Ahnlichkeiten. So dhnelt es u.a. CD23, dem IgE Rezeptor (CD23) von
aktivierten B-Zellen und Monozyten [8, 9, 59, 67, 75] oder auch dem T-Zellantigen Ly4 bei
Mausen [18, 144] und dem hepatozytiren Asialoglykoproteinrezeptor [31]. In Verbindung
mit PMA? oder anti-CD3 Antikorpern kann CD69 aber auch als kostimulatorisches Molekiil
fungieren [145].

2PMA: Phorbol-Myristate-Acetate
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HLA-DR

T-Lymphozyten besitzen die Fihigkeit, kurze Peptide zu erkennen, wenn diese (nicht-
kovalent) in der zentralen Grube bestimmter Proteine gebunden sind. Gemeinsam bilden
diese Proteine den Haupthistokompatibilititskomplex (MHC, Aufbau s. Abb. 2.1.1). Durch
Bindung des TZR an das Oberflichenepitop, welches vom MHC-Molekiil in Verbindung
mit dem passenden Peptid gebildet wird, wird die T-Zellaktivierung initiiert. MHC-Klasse-II
Molekiile sind Heterodimere und bestehen aus zwei transmembrandsen Ketten. Unter dem
Einfluss von IFN- kommt es zur Expression von MHC II Molekiilen auf vielen Zellen.
Ihre Aufgabe ist es, Peptide zu binden, die lysosomal oder endosomal aus extrazelluldren
Proteinen abgebaut wurden. Der MHC-Klasse-II-Komplex (s. auch Einleitung Punkt 2.1.1)
besteht aus 4 Genfamilien: HLA-D, -DR, -DQ und -DP. HLA-DR wird neben B-Zellen und
Monozyten vor allem auch auf aktivierten T-Zellen exprimiert. Durch den Nachweis von

HLA-DR kann somit indirekt eine Analyse der T-Zellaktivierung erfolgen.

Die genauere Analyse ergab, dass in der SF aktivierte hochdifferenzierte Gedichtniszel-
len mit hoher Expression von CD45RO dominieren. Wie bei fritheren Studien [11] konnte
auch eine starke Zunahme der Aktivierungsmarker CD69 und HLA-DR in der SF gegen-
tiber peripherem Blut beobachtet werden. Auffillig ist dabei vor allem das unterschiedli-
che Verhalten von CD4"-T-Zellen und CD8"-T-Zellen. Der Anteil an CD4THLA-DR'-T-
Zellen war deutlich héher als der von CD8THLA-DR ' -T-Zellen. Dagegen war der Anteil
an CD8TCD69"-T-Zellen hoher als bei CD4"CD69 " -T-Zellen.

CD69 ist das fritheste Glykoprotein, das nach Aktivierung exprimiert wird. Es repri-
sentiert daher eine frische Aktivierung. HLA-DR dagegen kann als Langzeitaktivitits-
marker angesehen werden. Die gegensiitzliche Konstellation von CD4"HLA-DR*- und
CD47CD69"-T-Zellen bzw. CD8THLA-DR™- und CD8TCD69"-T-Zellen konnte daher
auf unterschiedliche Aktivierungszeitpunkte der T-Zellen zuriickzufiihren sein. Zwischen
den beiden Verlaufsformen der persistierenden Oligoarthritis und der seronegativen

polyartikuldren Verlaufsform zeigen sich keine deutlichen Unterschiede.

CD25

Einer der bedeutsamsten physiologischen Faktoren fiir die Aktivierung von T-Zellen ist In-
terleukin 2 (IL-2). Der spezifische Rezeptor fiir IL-2 besteht aus einer alpha-Kette (p55,
CD25) und einer beta-Untereinheit (p75). Diese sind iiber nicht kovalente Bindungen mit-
einander verbunden. Isoliert ist die alpha-Kette nur ein Rezeptor mit niedriger Affinitét fiir
IL-2 und die beta-Kette ein Rezeptor mit mittlerer Affinitiit. Aktivierte T-Zellen, aber auch B-
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Zellen, Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen exprimieren den hochaffinen IL-2
Rezeptor [137]. Eine Blockade des IL-2 Rezeptors kann durch Bindung an CD25 (alpha-
Kette des Rezeptors) erfolgen. Hierdurch wird die T-Zellaktivierung durch IL-2 verhindert.
In der Transplantationsmedizin, in der die Supprimierung der T-Zellaktivierung notwendig
ist, konnte dieses Prinzip erstmals angewandt werden. Zur Blockade des CD25 stehen u. a.

die Substanzen Basiliximab und Daclizumab zur Verfiigung [16, 100].

Eine bestimmte Gruppe, die CD41CD25"8"+_T-Zellen, bezeichnet man auch als regu-
latorische T-Zellen (Tyegs ). Ihre Rolle bei autoimmunen Krankheiten wie der JIA und der
Rheumatoiden Arthritis wird intensiv untersucht. So kann bei erwachsenen Patienten, die an
einer Rheumatoiden Arthritis leiden, eine Zunahme an CD41tCD25"8"+ _T-Zellen beobach-
tet werden [15]. Bemerkenswert ist, dass diese Zellen eine gesteigerte Suppressoraktivitit
gegeniiber T-Zellen zeigten [4]. Noch fraglich ist das exakte Zusammenspiel von TGF-f
und CD41TCD25"8"+_T-Zellen. Es gibt auch Hinweise darauf, dass TGF-p; die Induktion
von regulatorischen T-Zellen fordert [20]. Da TGF-B; auch sehr wichtig fiir die Expansi-
on von CD41TCD25"8"+_T-Zellen in vivo ist [57, 58], wirken diese beiden Regulations-
mechanismen eng zusammen. Die Ergebnisse in 5.1 zeigten keine unterschiedliche Anrei-
cherung von CD4+CD25"8"+_T-Zellen bei der prognostisch giinstigeren oligoartikuldren
und der ungiinstigeren polyartikuldren Verlaufsform. Daher kann durch eine Analyse der
Tregs keine direkte Aussage iiber den Krankheitsverlauf getroffen werden. Der Anteil der
CD4tCD25"8"+_T-Zellen war aber in der SF im Vergleich zum peripheren Blut deutlich
erhoht. Dies bestétigen auch frithere Untersuchungen, bei denen sich kein Unterschied zwi-
schen der persistierenden Oligoarthritis und der ungiinstigeren extended Oligoarthritis hin-
sichtlich der Zahl synovialer Tregs (CD4+CD25hi3h+—T—Zellen) zeigte [69]. Auch die Zunah-
me der regulatorischen Zellen in der SF gegeniiber peripherem Blut stimmt mit dieser Studie
gut iiberein. In der Studie zeigten sich mehr Tyegs im peripherem Blut bei der polyartikuldren
Verlaufsform. Dies ist aber aufgrund der Definition (3 % = hochpositive) eine schwierige
Aussage, da es interindividuell sehr unterschiedlich ist. Deshalb wurde der Schwerpunkt in

der vorliegenden Arbeit auf den Vergleich peripheres Blut vs. SF gelegt.

6.3 Das regulatorische Zytokin TGF-£,

Die TGF-B-Superfamilie umfasst viele verschieden Proteine, die neben dem TGF auch Acti-
vin, BMP3 und AMP* beinhalten [63]. Obwohl sie fiir die Signaltransduktion [50] verschie-

3Bone Morphogenetic Proteins
4 Anti-Miillerian Hormone
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dene Typen von Rezeptorregulierten-Smads® [90, 109] verwenden, ist immer das Co-Smad 4
beteiligt [91]. Von den drei bekannten Formen (TGF-B1_3, [124]) des Transforming growth
factor-B bilden Zellen des Immunsystems wiederum vor allem TGF-f1, dessen wichtigste
Eigenschaft seine immunregulatorische Wirkung ist, mit der es u. a. die Proliferation und
Differenzierung der Zellen reguliert [12, 85]. Der Aufbau der TGF-p-Rezeptoren und die
TGF-B-Signalkaskade ist ausfiihrlich in der Einleitung unter 2.2.4.1 erklért.

TGF-p; wird eine entscheidende Rolle bei der Tumorgenese und der Entstehung von Au-
toimmunerkrankungen zugeschrieben. Aus Studien, bei denen TGF-f1 knockout Miuse (-/-)
unter einer ausgepriagten Multisystemerkrankung [71, 121] litten, ldsst sich schlieBen, dass

TGF-p; ebenfalls eine entscheidende Funktion bei der T-Zell Homdostase einnimmt.

Paradoxerweise kann aktiviertes TGF-B zwei gegensitzliche Einfliisse auf die T-
Zellfunktion ausiiben: hemmende und stimulierende Wirkungen [19, 136]. Der eigentliche
biologische Effekt von TGF-B; hingt dabei stark vom Zelltyp, den Wachstumsbedingun-
gen und dem Differenzierungsgrad [43] der Zielzelle ab. Losliches TGF-B; kann direkt
inhibierend auf die T-Zellfunktion wirken, die Makrophagenaktivierung verhindern und
die Funktion von dendritischen Zellen durch seine immunregulatorische Eigenschaften
verandern. Ein Defekt dieses Zytokins fiihrt zu einer todlichen Immundysregulation und
zu einem Multiorganversagen [24, 71]. Der proliferationshemmende Effekt von TGF-;
wurde vor allem fiir naive T-Zellen sowie Th1-Zellen (Gedéchtniszellen) gezeigt, aktivierte
T-Zellen oder Th2-Zellen sind weitgehend resistent gegeniiber diesem inhibitorischen Effekt
[54]. TGF-p; zeigt durch Hemmung der T-zellabhingigen Produktion von Antikdrpern und

der Entstehung zytotoxischer T-Zellen iiberwiegend antiinflammatorische Effekte [52].

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass bei CD41-T-Zellen und CD8"-T-Zellen aus-
reichend TGF-pB-Rezeptoren vorhanden sind und somit eine Sensitivitdt gegeniiber TGF-
B1 moglich sein muss. Auffallend ist, dass bei CD4"-T-Zellen die Expression des TGF-f-
Rezeptors-1II in der SF im Mittel dreimal hoher ist als im peripheren Blut. Dabei scheint es
zwei verschiedene Gruppen zu geben. Eine Gruppe mit 6 Patienten, bei der die Expression
des TGF-B-Rezeptors-II steigt, und eine Gruppe mit 10 Patienten, bei der die Expression
nahezu unverindert bleibt. Dagegen ist bei CD8"-T-Zellen die Expression in der SF et-
was geringer als im Blut. In beiden Fillen zeigten Zellen von Patienten mit seronegativer
polyartikuldrer Verlaufsform eine hohere Expression des Rezeptors als Patienten mit einer

persistierenden Oligoarthritis.

SSMAD: Signaliibertragungsprotein, Smad leitet sich ab von mad, einem Drosophila-Protein (mothers against
decapentaplegic) und von sma (smaller worms), einem Gen aus Caenorhabditis elegans.
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Fraglich bleibt dabei, wie CD4"-T-Zellen auf TGF-B ansprechen. Denkbar wiire einer-
seits, dass durch die erhohte Rezeptorenexpression synoviale CD4'-T-Zellen besser auf
TGF-p1 ansprechen konnen. TGF-f; konnte also seine immuninhibitorische Wirkung bes-
ser entfalten. Die erhohte Expression des TGF-B-R-II kann aber auch darauf hinweisen, dass
CD47"-T-Zellen schlechter auf TGF-B1 ansprechen und dadurch mehr Rezeptoren fiir die
gleiche Wirkung notwendig sind. Um diese kontrdren Fragestellung zu kldren, wurden Pro-

liferationsversuche mit und ohne Zugabe von TGF-; durchgefiihrt (s. 6.5).

6.4 Th1- und Th2-Zellen

Die Differenzierung zu Th1- und Th2-Zellen wird durch das Zytokinumfeld und durch ande-
re Faktoren bestimmt. So ist die Anwesenheit kostimulatorischer Molekiile, die Antigenkon-
zentration und die Interaktion zwischen dem antigenprisentierenden MHC-II-Molekiil und
dem T-Zellrezeptor von Bedeutung [110, 111, 127]. Inzwischen hdufen sich die Hinweise,
dass Th1-Zellen, die das proinflammatorische Zytokin IFN-7y sezernieren, eine Schliisselrol-
le in der JIA Pathogenese einnehmen [140, 142].

Frithere Untersuchungen an T-Zellen haben gezeigt, dass sie zur optimalen Aktivierung
und Zytokinproduktion einen kostimulatorischen Faktor benotigen. Vor allem Th2-Zellen be-
notigten die Anwesenheit von anti-CD28 Antikdrpern [54]. Deshalb erfolgte auch bei diesen
Versuchen die Stimulation zur Zytokinsekretion mit anti-CD3- und anti-CD28-Antikorpern.
Die Analyse der in vitro Sekretion von IFN-7 und IL-4 hat gezeigt, dass vor allem in der
Synovialfliissigkeit von Patienten mit einer oligoartikuldren Arthritis IFN-y-sezernierende
Zellen einen signifikant hoheren Anteil als im peripheren Blut haben (s. Abb. 5.10). Dieser
Effekt ldsst sich auf niedrigerem Niveau auch bei der RF-negativen polyartikuldren Verlaufs-
form beobachten. IL-4-sezernierende Th2-Zellen zeigten kein eindeutiges Verhalten. Vor al-
lem bei der oligoartikuldren Arthritis ergibt sich ein sehr gemischtes Bild, eine Tendenz
ist nicht sicher zu erkennen. Bei der seronegativen Polyarthritis scheinen IL-4-sezernierende
Zellen im peripheren Blut im Vergleich zur SF vermehrt vorzuliegen. Insgesamt ist der Anteil
IL-4-sezernierender Th2-Zellen gegeniiber IFN-7y-sezernierenden Zellen deutlich niedriger.
Insgesamt kann man daher von einer Beteiligung der Th1-Zellen bei der Pathogenese der
JIA ausgehen. Dies bestitigen auch frithere Analysen einzelner synovialer T-Zellklone. Bei
insgesamt 44 synovialen T-Zellklonen von Patienten mit JIA ergab sich 27-mal ein Th1- und
17-mal ein ThO-Phinotyp. Ein Th2-Phinotyp konnte in keinem der Fille beobachtet werden
[41].

Bei der Rheumatoiden Arthritis deuten aktuelle Daten ebenfalls auf eine Th1-Pathogenese
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hin [35, 42]. Des Weiteren wurde bereits gezeigt, dass das proinflammatorische Zytokin
IFN-v auch bei anderen autoaggressiven Erkrankungen wie beispielsweise dem Diabetes
mellitus Typ 1 [78] eine wichtige Rolle spielt. Auch der seit Jahren erfolgreiche klinische
Einsatz des 16slichen TNF-a-Rezeptors Etanercept bei therapieresistenter JIA spricht fiir
eine Schliisselrolle von Th1-Zellen bei der Pathogenese der JIA [80]. Geht man von der
fiilhrenden Rolle von Thl-Helferzellen aus, so ist es interessant, dass gerade diese Zellen
in ihrer Proliferation von TGF-f; gehemmt werden. Sie zeigen ebenso wie naive T-Zellen
und Gedichtniszellen eine Empfindlichkeit gegeniiber TGF-3;. Dagegen gelten aktivierte T-
Zellen und Th2-Helferzellen als weitgehend resistent gegeniiber dem inhibitorischen Effekt
von TGF-B; [55].

Zur Evaluation dieser Daten wurden zusitzlich Versuche auch unter Zugabe von TGF-f4
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich trotz weniger Daten, dass der Anteil IFN--y-sezernierender
Th1-Zellen bei Anwesenheit von TGF-f1 sowohl bei Zellen aus peripherem Blut als auch
aus SF deutlich abnimmt. IL-4-sezernierende Th2-Zellen zeigten dagegen erwartungsgemaif
keinen hemmenden Effekt von TGF-f1 (s. Abb. 5.11). Dies bestitigt die o. g. Hypothese,
dass TGF-B1 vor allem auf Thl-Zellen eine hemmende Wirkung besitzt. Anders ausge-
driickt, TGF-pB; fiihrt zu einer Favorisierung von Th2-Zellen und konnte dadurch indirekt

anti-inflammatorisch wirken.

6.5 TGF-3,; Empfindlichkeit synovialer vs. peripherer
T-Zellen

Da mit dem positiven Nachweis der TGF-B-1I-Rezeptorenexpression die Grundvorausset-
zung fiir ein Ansprechen auf TGF-f; gegeben war, konnte durch Zugabe von exogenem
TGF-B1 dessen Wirkung auf die Proliferation der isolierten Zellen aus peripherem Blut und

SF untersucht werden.

Bei Patienten mit JIA und RA ist das Krankheitsbild durch Hyperplasie und Entziindung
der Synovia geprigt. Neben einer erhohten Konzentration an TGF-B; in der Synovialfliis-
sigkeit [32] kann auch eine erhohte TGF-f1-Konzentration in der Synovia von RA-Patienten
nachgewiesen werden [25]. In Mausmodellen fiir arthritische Erkrankungen konnten diese
Beobachtungen bestitigt werden. Die systemische Gabe von TGF-B; fiihrt zu einer deutli-
chen Besserung des Krankheitsbildes. Damit im Einklang fiihrt die Applikation von Anti-
korpern gegen TGF-f; zu einer Verschlechterung der Krankheit [72, 132]. Im Widerspruch
dazu steht aber die Beobachtung, dass die Injektion von TGF-B; in die Gelenke gesunder
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Ratten zu einer Synovitis mit einer schnellen Leukozyteninfiltration und einer massiven Hy-
perplasie der Synovia fiihrt [33]. Obwohl die Rolle von TGF-f; in der Pathogenese der JIA
noch weitgehend unbekannt ist, ergab eine Studie bereits, dass alle isolierten synovialen T-
Zellklone (n = 10) von JIA-Patienten TGF-; exprimierten [41].

In verschiedenen Arbeiten wurde bei anderen chronisch-entziindlichen Erkrankungen, wie
dem M. Crohn oder der Colitis Ulzerosa, erstaunlicherweise eine Erhhung des (immuninhi-
bitorischen) TGF-f1 in der Darmmukosa nachgewiesen [6, 37]. Dieser erhohte Wert kommt
wahrscheinlich durch einen Defekt in der Signalkaskade des TGF-f; zustande (Mangel an
inhibitorischem Smad7 [92], s. 2.2.4.1). Trotz dieser hohen Konzentration des eigentlich
immunsupprimierend wirkenden Zytokins TGF-f; bestand die Entziindungsreaktion fort.
Denkbar wire es daher, dass in der Pathogenese der JIA dhnliche Defekte eine Rolle spie-
len. Es konnte sein, dass synoviale T-Zellen schlecht auf TGF-f; ansprechen, obwohl sie
den TGF-B-Rezeptor-II in ausreichendem MafBe exprimieren. Durch phinotypische Charak-
terisierung konnte gezeigt werden, dass der TGF-B1-Rezeptor-II exprimiert wird. Zu klédren
bleibt daher die TGF-f1-Empfindlichkeit der synovialen und peripheren Zellen und ob Un-

terschiede zwischen den verschiedenen Verlaufsformen bestehen.

Bei der Proliferationsmessung zeigen die Ergebnisse des H-Thymidineinbaus (5.4) , dass
synoviale T-Zellen einer deutlichen Proliferationshemmung unter Anwesenheit von exoge-
nem TGF-B; unterliegen. Am deutlichsten waren diese Effekte bei der oligoartikuldren Ver-
laufsform zu beobachten. Bei der seronegativen Polyarthritis fand sich nur eine schwache
Hemmung bzw. ein indifferentes Bild. Besonders interessant sind diese Daten, wenn man
die Ergebnisse zusammen mit den Ergebnissen der Phiinotypisierung betrachtet. Hier ergab
sich gerade in der SF bei oligoartikuldrem Verlauf eine fast 3-fache Anreicherung CD8-T-
CD4™_Verhiltnis,

CDS8*
so betrigt es 0,93 + 0,86 und zeigt hierdurch ein Uberwiegen von CD8*-T-Zellen an. Bei

Zellen gegeniiber peripherem Blut. Berechnet man aus diesen Werten das

der seronegativen Polyarthritis, welche keine eindeutige Proliferationshemmung nach Zuga-
be von TGF-f; zeigte, fand sich nur eine deutlich schwichere Anreicherung von CD8'-T-
Zellen. Damit iiberwogen weiterhin CD41-T-Zellen. Es ist also anzunehmen, dass der ge-
messene proliferationshemmende Effekt von TGF-f1 vor allem durch Hemmung von CD8 -
T-Zellen zustande kommt. Zur Bestitigung dieser Hypothese wurde zusitzlich auch eine
Messung der T-Zellproliferation mit einer CFSE-Firbung durchgefiihrt (5.2.2). Hierbei er-
folgte durch weitere Anfirbung der Zellen mit anti-CD4- und anti-CD8-Antikorpern eine
getrennte Analyse der Proliferation von CD4"- und CD8"-T-Zellen. So konnte nachgewie-
sen werden, dass CD8'-T-Zellen des peripheren Blutes ebenso wie synoviale Zellen deut-

lich durch TGF-B; gehemmt werden. Im Einklang mit den o. g. Daten konnte dies erneut
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am deutlichsten bei der persistierenden Oligoarthritis beobachtet werden. CD4"-T-Zellen
zeigten dagegen erwartungsgemif ein indifferentes Verhalten. Nur synoviale Zellen von Pa-
tienten mit seronegativer Polyarthritis zeigten eine Proliferationshemmung. CD4"-T-Zellen

von JIA-Patienten mit pers. Oligoarthritis waren gegeniiber TGF-1 resistent.

Ein Grund dafiir, warum gerade bei der giinstigeren oligoartikulidren Verlaufsform die
CD4 " -T-Zellen nicht durch TGF-p1 gehemmt werden, kann darin liegen, dass sie auch die
CD4+CD25"8"+_T-Zellen, die sogenannten regulativen T-Zellen, enthalten. Es konnte sein,
dass durch den verminderten antiproliferativen Effekt auch die CD4*+CD25" 8"+ _T-Zellen
weniger gehemmt werden und so ihre immunregulative Funktion besser ausiiben konnen.
Fiir diese Hypothese spricht die deutliche Anreicherung von CD4tCD25"8"+_T-Zellen in
der SF im Vergleich zum peripheren Blut (siehe Abb. 5.2). Eine neuere Studie konnte zeigen,
dass im peripheren Blut bei der oligoartikuldren Verlaufsform gegeniiber der polyartikuldren
Verlaufsform ein deutlich hoherer Prozentsatz an CD4TCD25"8"+_T-Zellen vorliegt [141].
Noch fraglich ist aber das exakte Zusammenspiel von TGF-B; und CD4*+CD25"8h+.T
Zellen. Es gibt Hinweise darauf, dass TGF-; die Induktion von regulativen T-Zellen fordert
[20]. Da TGF-; andererseits auch sehr wichtig ist fiir die Expansion von CD4TCD25"8/+.
T-Zellen in vivo [58, 57], wirken diese beiden Regulationsmechanismen eng zusammen.
Bei der phinotypischen Charakterisierung zeigte sich eine erhohte Expression des TGF-f-
Rezeptor-II in der SF im Vergleich zum peripheren Blut nur bei CD4 " -T-Zellen. Bei CD8*-
T-Zellen war die Expression sogar im peripheren Blut hoher als in der SE. Wie oben bereits
erldutert, konnte der TGF-1-Rezeptor-II aufgrund des schlechteren Ansprechens der Zellen

hoher exprimiert werden.

Uber intrazellulidre Defekte der Signalkaskade kann dadurch natiirlich keine Aussage ge-
troffen werden. Einen Ansatz hierfiir liefern Studien zu anderen chronisch entziindlichen
Erkrankungen. So wurde in der chronisch entziindeten Mukosa von Patienten mit Morbus
Crohn und Colitis ulzerosa eine paradoxe Erhohung von TGF-f; festgestellt [6, 37]. Ge-
naue Untersuchungen zeigten, dass dabei eine erhohte Konzentration von Smad?7, einem in-
trazelluldren Inhibitor der TGF-B-Signalkaskade, vorliegt [92]. Ein solcher Zusammenhang
konnte fiir die JIA noch nicht gefunden werden. Aber, obwohl auf allen Zellen der TGF-
B-Rezeptor-1I vorhanden ist, zeigen sie eine unterschiedliche TGF-f; Empfindlichkeit. Da-
fiir konnten bei den verschiedenen Verlaufsformen durchaus Unterschiede im intrazelluldren

TGF-p1-Signalweg, eventuell durch erhohte Expression von Smad?7, verantwortlich sein.

Eine sinnvolle Fortfithrung dieser Studie konnte daher darin bestehen, die Signaltransduk-
tion von TGF-f; im Detail zu untersuchen. Abzukléren ist, ob es durch eine lokale Dysre-

gulation zu einer Autoimmunreaktion kommt. Von besonderem Interesse ist dabei, ob eine
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erhohte intrazellulire Konzentration des inhibitorischen Smad7 in CD4"-T-Zellen vorliegt.
Ein tieferes Verstindnis der Pathogenese der JIA konnte sich auch aus weiteren Experimen-
ten mit synovialen und peripheren Zellen ergeben. Beispielsweise wire ein interessanter An-
satz Zellen aus SF mit CFSE zu markieren, hierzu Zellen aus peripherem Blut hinzuzugeben
und anschlieBend die Proliferation zu bestimmen. Dadurch konnten sich weitere interessante

Aspekte, u. a. iiber die Zell-Interaktion, ergeben.

Auch die genaue Rolle der CD41CD25"8"+ regulatorischen T-Zellen konnte von wei-
terem Interesse sein. Neben der zuvor beschriebenen Wechselwirkung zwischen TGF-p
und CD4+CD25"8"+_T-Zellen existieren noch viele weitere Wechselwirkungen, die die Ex-
pression oder die Effekte von CD41CD25"8"+ T-Zellen beeinflussen konnen. So konnte
beispielsweise im Mausmodell gezeigt werden, dass CTLA-4° (entspricht CD152) die hem-
mende Wirkung von CD4"CD25"8"+ aufheben bzw. sogar umkehren kann [108, 126] und
CTLA-4 in vivo blockieren kann. Diese anti-CTLA-4 Behandlung kann dazu fiihren, dass
(im Mausmodell) bei Diabetes mellitus oder bei entziindlichen Darmerkrankungen die pro-
tektiven Effekte der CD41TCD25"8"T_T-Zellen aufgehoben werden [115, 126]. CTLA-4
knockout Miuse (-/-) beispielsweise entwickeln eine schwere autoimmunéhnliche Erkran-
kung und versterben daran innerhalb des ersten Lebensmonats [133, 139]. Letztlich konnte
gezeigt werden, dass der Grad der Expression von CTLA-4 bei humanen CD4 T CD25"8h+
Zellklonen korreliert mit deren hemmenden Wirkung [13, 112]. Auch die Produktion von
TGF-p durch CD4"-T-Zellen (Thl- und Th2-Zellen) wird durch Wechselwirkungen mit
CTLA-4 induziert [21]. Eine wichtig Rolle spielt hierfiir auch der T-Zellrezeptor (TZR). Die
Stimulation des CD3-T-Zellrezeptorkomplexes bewirkt zwar keine unabhéngige Produktion
von TGF-B, sie ist aber erforderlich fiir eine optimale CTLA-4 vermittelte Produktion von
TGF-p.

Schwierig ist nach wie vor die exakte Identifizierung der CD41CD25"8"+_T-Zellen . Erst
vor wenigen Jahren gelang der Nachweis von Foxp3. Hierbei handelt es sich um einen Tran-
skriptionsfaktor, der spezifisch in diesen Zellen exprimiert wird und fiir deren Entwicklung
wichtig ist [38, 56, 65]. Diese Entdeckung ermdoglicht es, durch Nachweis von Foxp3, et-
wa durch einen Westernblot, CD4TCD25"8"+ regulatorische T-Zellen mit hoher Spezifitiit
nachzuweisen. Bei anderen Autoimmunerkrankungen, wie dem Systemischen Lupus erythe-
matosus (SLE), konnte bereits gezeigt werden, dass ein Defekt bei CD4TCD25"8"+ Foxp3+
regulatorischen T-Zellen eine entscheidende Rolle spielt. Bei unbehandelten Patienten er-
reichte die Gesamtzahl der regulatorischen Zellen nur die Hilfte der von gesunden Pro-

banden [96]. Nach einer immunsuppressiven Behandlung (mit Methylprednisolon und Cy-

6Cytotoxic T-lymphocyte Associated Antigen
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clophosphamid) fand sich ein signifikanter Anstieg an CD4TCD25"8"+Foxp3™ regulatori-
schen Zellen bei diesen Patienten, der Ausgangswert Gesunder wurde aber nicht erreicht.
In einer experimentellen Therapiestudie, mit Patienten die an einer Rheumatoiden Arthritis
leiden, konnte ein weiterer interessanter Effekt beobachtet werden. Diese Patienten wur-
den fiir 6 Monate mit dnaJP1 behandelt. DnaJP1 ist ein Peptid, das bei unbehandelten RA-
Patienten eine proinflammatorische T-Zellantwort induziert. Hier zeigte sich ein Anstieg der
CD4tCD25"8"+ Foxp3t Zellen und legt daher die Vermutung nahe, dass die Behandlung
den Anstieg von regulatorischen T-Zellen induziert [104]. Dies erhértet den Verdacht, dass
bei der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen wie der JIA nicht ein spezifischer De-
fekt vorliegt. Vielmehr kommt die Erkrankung durch ein Versagen mehrerer Regulationsme-
chanismen, u. a. vermutlich auch der regulativen T-Zellen im Zusammenspiel mit TGF-f1,

zustande.
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7 Zusammenfassung

Die Juvenile Idiopathische Arthritis (JIA) ist eine heterogene Gruppe entziindlicher Erkran-
kungen der Gelenke im Kindesalter. Grundlage der JIA ist eine Immunreaktion der Synovia,
welche wahrscheinlich T-Zell vermittelt ist [44, 143]. Wahrscheinlich liegt der Erkrankung
ein komplexer genetischer Hintergrund zugrunde [53, 88, 93]. Auch wenn sich das Bild der
JIA weiter vervollstindigt, bleiben grundlegende Fragen zur Pathogenese und Atiologie wei-

terhin unklar.

Durch eine phinotypische Charakterisierung von Zellen ist es moglich, Aussagen iiber
deren Entwicklungszustand, Funktion und Aktivititszustand zu treffen [125]. Da friihere
Studien gezeigt haben, dass die Wirkung von TGF-B; von dem Aktivierungs- und Diffe-
renzierungsstatus der Zellen [43, 55] abhédngig ist, wurden in dieser Arbeit die isolierten
T-Zellen aus peripherem Blut und Synovialfliissigkeit (SF) zunidchst mittels Durchflusszy-
tometrie (FACS) phénotypisch charakterisiert. Es zeigte sich, dass es bei der JIA, dhnlich
wie bei der Rheumatoiden Arthritis (RA) [39, 45], zu einer Anreicherung von CD8'-T-
Zellen in der SF im Vergleich zum peripheren Blut kommt. Wihrend in der SF bei der
pers. Oligoarthritis CD8"-T-Zellen iiberwiegen, scheinen bei der seronegativen Polyarthritis
weiterhin CD4 " -T-Zellen zu dominieren. Insgesamt dominierten aktivierte Gedéchtniszellen
(CD4TCD45RO™) bei allen Patienten.

Wie in fritheren Studien [11] konnte eine starke Zunahme der Aktivierungsmarker CD69
und HLA-DR in der SF gegeniiber peripherem Blut beobachtet werden. Auffillig ist dabei
das unterschiedliche Verhalten von CD4 - und CD8"-T-Zellen. Der Anteil an CD4 " HLA-
DR -T-Zellen war deutlich hoher als an CD8THLA-DR ™ -T-Zellen. Dagegen war der Anteil
an CD8TCD69 " -T-Zellen hoher als bei CD4TCD69 " -T-Zellen. Diese gegensitzliche Kon-
stellation von HLA-DR und CD69 konnte auf unterschiedliche Aktivierungszeitpunkte der
CD4*- und CD8"-T-Zellen zuriickzufiihren sein. Wihrend CD69 die frische Aktivierung
reprisentiert, in diesem Fall wiirden also die CDS8T-T-Zellen vor den CD4 1 aktiviert, kann

HLA-DR als Langzeitaktivititsmarker angesehen werden.

Auffallend war auch eine starke Zunahme CD41TCD25"8"+_T-Zellen (Tregs). Ihre Rolle

bei autoimmunen Krankheiten wie der JIA und der RA ist Gegenstand vieler Untersuchun-
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gen. Bei erwachsenen RA-Patienten konnte eine Zunahme an Tyegs beobachtet werden [15].
Im Einklang mit anderen Studien [69] zeigte sich keine unterschiedliche Anreicherung von
CD4+CD25"8"+_T-Zellen in der SF bei der prognostisch giinstigeren oligo- und der ungiins-
tigeren polyartikuldren Verlaufsform. Dabei war der Anteil an Tyegs in der SF im Vergleich
zum peripheren Blut aber deutlich erhoht. Offene Fragen gibt es auch noch in Bezug auf das

Zusammenspiel von Ty,gs und TGF-pB1.

Bei anderen chronisch-entziindlichen Erkrankungen, wie dem M. Crohn oder der Colitis
Ulzerosa, konnte erstaunlicherweise eine Erhohung des (immuninhibitorischen) TGF-f; in
der Darmmukosa nachgewiesen werden [6, 37]. Dieser erhohte Wert kommt wahrschein-
lich durch einen Defekt in der Signalkaskade des TGF-B; zustande (Mangel an inhibitori-
schen Smad7 [92]). Obwohl dieses immunsupprimierend wirkende Zytokin vorhanden war,
bestand die Entziindungsreaktion fort. Denkbar ist auch, dass in der Pathogenese der JIA
dhnliche Defekte eine Rolle spielen. Es konnte sein, dass synoviale T-Zellen schlecht auf
TGF- ansprechen, obwohl sie den TGF-p-Rezeptor-II in ausreichendem Mafle exprimie-
ren. Die durchgefiihrten Versuche konnten bestitigen, dass sowohl periphere als auch syn-
oviale CD4 - und CD8"-T-Zellen diesen Rezeptor ausreichend exprimieren. Die TGF-$4
Empfindlichkeit synovialer Zellen im Vergleich zu peripheren Zellen wurde anschlieend
mittels *H-Thymidineinbau und CFSE-Firbung analysiert. Wihrend sich bei dem Thymi-
dineinbau eine deutliche Hemmung synovialer Zellen unter Anwesenheit von TGF-p; zeigte
(bei oligo- und polyartikuldrer Verlaufsform), ergab sich bei der CFSE-Féarbung aufgrund der
Unterscheidung von CD47" - und CD8*"-T-Zellen ein differenzierteres Bild. Synoviale und
periphere CD8-T-Zellen wurden durch TGF-B1 deutlich gehemmt, wihrend bei CD4™-T-
Zellen eine eindeutige Proliferationshemmung nur im peripheren Blut nachzuweisen war.
Lediglich synoviale CD4"-Zellen von Patienten mit oligoartikuldrer JIA zeigten keine Pro-

liferationshemmung durch exogenes TGF-p1.

Die Differenzierung der CD4"-T-Zellen in Thl- und Th2-Zellen erfolgte anhand ihrer
Zytokinsekretion. Die Analyse ergab, dass es vor allem bei Patienten mit einer oligoarti-
kuldren Arthritis zu einer starken Akkumulation IFN--y-sezernierender Thl-Zellen in der
Synovialfliissigkeit kommt. Bei den IL-4-sezernierenden Th2-Zellen zeigte sich dagegen
ein indifferentes Bild. Bei der seronegativen Polyarthritis scheinen sogar IL-4-sezernierende
Th2-Zellen im peripheren Blut zu tiberwiegen. Unter Anwesenheit von TGF-1 nimmt die
Sekretion von IFN-7y ab, d. h. TGF-§ fiihrt zu einer Favorisierung von Th2-Zellen.

In weiteren Studien bleibt zu klédren, ob durch einen Defekt in der TGF-p1-Signalkaskade
(Smad7) eine lokale Dysregulation und schlieBlich die Autoimmunreaktion entsteht. Be-
sonders interessant ist sicher auch die Funktion der CD41TCD25"8"+_T-Zellen in der JIA-
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Pathogenese. Am wahrscheinlichsten kommt die Erkrankung aber durch ein Versagen ver-
schiedener Regulationsmechanismen zustande, bei denen neben TGF-; auch weitere Zyto-

kine eine fithrende Rolle einnehmen.
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