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1 Einleitung

1.1 Juvenile Idiopathische Arthritis

Die Juvenile Idiopathische Arthritis (JIA) beschreibt eine klinisch heterogene
Gruppe von Arthritiden, die sich vor dem 16. Lebensjahr mit einer Dauer von
mindestens sechs Wochen und unbekannter Atiologie manifestiert [1].

1.1.1 Epidemiologie

Die Epidemiologie der JIA ist weltweit unterschiedlich, jedoch die haufigste
chronisch rheumatische Erkrankung bei Kindern. Des Weiteren hat die JIA
weltweit eine Inzidenz von ~1:1000 Kindern/Jahr [2]. Untersuchungen in
entwickelten Landern zeigen eine Pravalenz zwischen 16 und 150 pro 100 000
[1]. In SUddeutschland liegt die Inzidenz der JIA bei 7.5 und die Pravalenz bei
16.5 pro 100 000 [3].

Daruber hinaus werden in Deutschland 1400 Neuerkrankungen pro Jahr und
insgesamt 140.000 an JIA erkrankte Kinder und Jugendliche unter 16 Jahren
gezahlt [4]. Bis auf einen Subtyp, der Enthesitis assoziierten Arthritis, erkranken
Madchen haufiger an JIA als Jungen [4].

Anzumerken ist, dass der Umfang der Pravalenz- und Inzidenzangaben deswe-
gen so grol} ist, weil unterschiedliche Diagnosekriterien, verschiedene Definitio-
nen von klinischen Fallen, Fallerhebungen, Qualifikationen und Erfahrungen
von Klinikern und anderen Faktoren (Lebensstandard, Gesundheitsressourcen)
dabei eine Rolle spielen [5].

1.1.2 Klinik

Im Vordergrund steht bei der JIA die Synovialentzindung der Gelenke. Typi-
sche Entziindungszeichen wie Schwellung, Schmerzen, Rétung, Uberwarmung

und Bewegungseinschrankung treten ebenfalls auf. Des Weiteren kann es zu



Knorpel- und Knochenzerstérungen, Gelenkfehlstellungen und

Gelenkversteifungen (Ankylosen) kommen [6].

Hauptmanifestationsort der JIA ist das Kniegelenk [7]. Je nach Verlaufsform
konnen zu den artikularen Symptomen extraartikulare Manifestationen wie
Fieber, Exantheme, Uveitiden, Enthesitiden, Psoriasis, Tenosynovitiden,
Vaskulitiden, Serositiden und Rheumaknoten hinzutreten [6]. Besondere
Verlaufsformen stellen die Psoriasis Arthritis und Ankylosierende Arthritis dar.
Bei der Psoriasis Arthritis treten haufig zuerst die Gelenkerscheinungen auf,
bevor es zu dermatologischen Manifestationen kommt. Es ist die einzige Form,
bei der Jungen und Madchen gleich haufig betroffen sind und gehauft eine
positive Familienanamnese und HLA-CW6 Assoziation vorliegt [8].

Die Ankylosierende Arthritis (Spondylarthritis) zeichnet sich durch die Be-
sonderheit aus, dass eine Arthritis und/oder Enthesitis mit Beteiligung der Wir-
belsaule, Sakroiliakalgelenken und peripheren Gelenken auftritt. Weiterhin sind
im Serum weder IgM Rheumafaktor noch antinukleare Antikorper messbar, je-
doch liegt eine HLA-B27 Assoziation vor [9-11].

1.1.3 Klassifikation

Um die heterogene Gruppe der chronischen Arthritis weltweit hinsichtlich Gene-
tik, Serologie, Epidemiologie und Therapieschemata vergleichbar zu machen,
wurden 1994 die Klassifikationskriterien durch die ,International League of
Associations for Rheumatology® (ILAR) in Santiago de Chile erstmals
eingefuhrt. 1997 wurden die Kriterien in Durban Uberarbeitet und der Begriff
Juvenile Idiopathische Arthritis als Oberbegriff fur die chronische Arthritis, die
vor dem 16. Lebensjahr auftritt, langer als mindestens sechs Wochen anhalt
und aus unbekannter Ursache entsteht, geschaffen [12]. Dadurch wurden die
Begriffe ,Juvenile Chronische Arthritis“ und ,Juvenile Rheumatoide Arthritis®, die
in Europa oder Nordamerika Verwendung fanden, von der Bezeichnung

»~Juvenile Idiopathische Arthritis“ abgelost [13].

Da es sich bei der JIA um eine Ausschlussdiagnose handelt, missen folgende
Krankheitsbilder bei der entsprechenden Subklassifikation ausgeschlossen wer-



den, bevor die Diagnose JIA mit dem entsprechenden Subtyp klassifiziert/ge-

stellt werden kann:

a. Psoriasis oder fruhere Psoriasis bei dem betroffenen Patienten oder Ver-
wandten 1. Grades.

b. Arthritis bei einem HLA-B27 positiven Jungen nach dem 6. Lebensjahr.

c. Ankylosierende Spondylitis, Enthesitis assoziierte Arthritis, Sakroiliitis bei
chronisch entzindlicher Darmerkrankung, Reiter-Syndrom, akute anteri-
ore Uveitis oder das Auftreten einer dieser Erkrankungen bei einem Ver-
wandten 1. Grades.

d. Der Nachweis vom IgM Rheumafaktor bei mindestens zwei Untersu-
chungen im Abstand von mindestens drei Monaten.

e. Der Nachweis einer systemischen JIA bei dem Patienten.

Welche der jeweiligen Exklusion angewandt wird, ist unter der jeweiligen Kate-

gorie erkennbar.

Tabelle 1 zeigt die Einteilung der JIA nach ILAR, welche die JIA aufgrund unter-
schiedlicher Kriterien in acht Subtypen gliedert [14]. Die Besonderheiten sind

entnommen [4].



Tab. 1 Einteilung der JIA nach ILAR Kriterien

ANA = Antinuklearer Antikoérper; RF = Rheumafaktor; CCP = citrullinierte Peptide; HLA-B27 Antigen = hu-
manes Leukozytenantigen Typ B27

Subtyp Definition Kriterien / Exklusionen Besonderheit

1. Arthritis = 1 Gelenk + ak- | - fllichtiges Exanthem

Systemische | tuell oder vorher aufgetre- | — generalisierte Lymphknoten-

Arthritis tenes Fieber Giber = 2 Wo- schwellungen
chen und Uber 2 3 Tage | - Hepato- und/oder Splenomegalie
taglich + = 1 Kriterium — Serositis
Exklusionen: a, b, c, d

Oligoarthritis | Arthritis < 4 Gelenken | Exklusionen: a, b, c, d, e - haufigste Form
wahrend der ersten 6 - jlingstes Alter zum
Krankheitsmonate. Erkrankungsbe-
2. persistierend: < 4 Ge- ginn
lenke - 60% ANA+
3. extended: > 4 Gelenke — beste Prognose
nach den ersten 6 Mona- [15]
ten

4. Arthritis = 5 Gelenke wah- | Exklusionen: a, b, c, d, e
RF negative | rend der ersten 6 Krank-

Polyarthritis | heitsmonate;
kein RF Nachweis.

5. Arthritis 25 Gelenke wah- | Exklusionen: a, b, c, e -83% 2
RF positive | rend der ersten 6 Krank- - mittleres Erkran-
Polyarthritis | heitsmonate; kungsalter 12. Le-

> 2 positive RF Nach- bensjahr

weise im Abstand von 23 - haufig Autoantikér-
Monaten wahrend der ers- pern gegen CCP
ten 6 Krankheitsmonate [16]

6. Arthritis und Enthesitis, - aktuelle oder zuvor aufgetretene | - haufiger bei &
Enthesitis- | oder Arthritis oder Schmerzen im Sakroiliakalge- | - 66% HLA-B27+
assoziierte Enthesitis + = 2 Kriterien lenk und/oder entziindliche lum-

Arthritis bosakrale Schmerzen

- Nachweis von HLA-B27 Antigen

- Arthritisbeginn bei & > 6 Jahre

- akute symptomatische anteriore
Uveitis

- Ankylosierende Spondylitis, Ent-
hesitis assoziierte Arthritis, Sak-
roilitis bei entziindlicher Dar-
merkrankung, Reiter Syndrom
oder akute anteriore Uveitis bei
einem Verwandten 1. Grades.

Exklusionen: a, d, e

7. Arthritis und Psoriasis, o- | - Daktylitis

Psoriasis- der Arthritis und = 2 der | - Tiipfelndgel oder Onycholyse

Arthritis Kriterien - Psoriasis bei einem Verwandten
1. Grades
Exklusionen: b, ¢, d, e
8. Arthritis, welche entweder
"andere Kriterien von keinem oder
Arthritis" von = 2 der oben genann-
ten Subtypen erfillt




1.1.4 Pathogenese

Die Atiologie der JIA ist noch nicht geklart, es wird jedoch vermutet, dass
genetische Einflusse, Umweltfaktoren und (bakterielle/virale) Infektionen bei der

Pathogenese eine Rolle spielen [1, 17].

Die JIA ist eine Autoimmunerkrankung, bei der es ohne erkennbare Ursache zu
Gelenkentzindungen kommt, jedoch keine hohen Titer von Autoantikdrpern

oder antigenspezifischen T Zellen gefunden werden konnen [18].

Je nach Subtyp greifen unterschiedliche Pathomechanismen, was an den Be-
sonderheiten der jeweiligen Kategorien erkennbar ist.

Zum einen liegen histopathologische Hinweise vor, dass es zu einer antigenab-
hangigen und T-zellvermittelten Immunreaktion in der Synovia kommt, welil
CD4" und CD8" T Zelle und B-Zellen sowie Makrophagen, dendritische Zellen
und Plasmazellen in der Synovia nachgewiesen werden konnen. Der Einstrom
von diesen Zellen aus dem Peripherblut in die Synovia und fibroblast- und mak-
rophagenahnliche Synovialozyten verursachen eine Gelenkentzindung und
Knorpelzerstorung [19, 20].

Zum anderen kennzeichnet das Vorhandensein von ANAs, Antikdrper gegen
unterschiedliche nukleare Strukturen, die Beteiligung von B-Zellen an der JIA
[17]. ANAs werden hauptsachlich mit der early-onset Oligoarthritis assoziiert,

konnen aber keinem JIA-spezifischen nuklearen Angriffsort zugeordnet werden
[1].
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass regulatorische T Zellen an der Pa-

thogenese der JIA beteiligt sind und ausschlaggebend dafur sind, ob es zu der

persistierenden oder extended Form der Oligoarthritis bzw. Polyarthritis kommt.

Untersuchungen zeigten, dass der Anteil von aktivierten regulatorischen T
Zellen in der Synovialflussigkeit bei Patienten mit persistierender Oligoarthritis
groBer ist als bei Patienten mit der extended Form der Oligoarthritis [21, 22].
Die Ergebnisse dieser Studien lassen vermuten, dass regulatorische T Zellen
eine krankheitslimitierende Eigenschaft besitzen.



AulBerdem spielt die Genetik bei der Entstehung der JIA eine essentielle Rolle.
Darunter fallen unterschiedliche Gene, welche fur die HLA (Humanes Leukozy-
tenantigen) Proteine kodieren [23]. HLA Proteine werden dem adaptiven
Immunsystem zugeordnet und kdnnen in HLA Klasse | Antigene (A, B, C) und
HLA Klasse Il Antigene (DR, DQ, DP) eingeteilt werden. HLA-DR und HLA-DQ
Molekule werden von dendritischen Zellen exprimiert [24]. Makrophagen
werden uber eine Entzindung aktiviert und leiten diese MHC Il (=HLA 1)
vermittelt an die T Zellen weiter [15].

Es ist bekannt, dass die T Zellinfiltrate in der Synovia (iberwiegend aus CD4"
Th1 Zellen bestehen. Diese erkennen HLA Klasse Il Antigene, aktivieren
Gedachtniszellen und exprimieren hohe Konzentrationen von den Che-
mokinrezeptoren CCR5 und CXCR3 [25, 26]. Chemokine tragen zur Migration

von Immunzellen aus der Blutbahn in die Synovia bei.

Besonders der Subtyp der Oligoartikularen Arthritis ist mit einer geringeren Kon-
zentration der HLA Antigene HLA-A2 und HLA-DRS verbunden. Bei dem
Subtyp der RF-positiven Arthritis spielt HLA-DR4 [27] und bei der Enthesitis
assoziierten Arthritis HLA-B27 eine Rolle [28].

AuBerdem wird vermutet, dass die proinflammatorischen Zytokine TNF-a, der
Makrophagen-Migrations-Inhibitions-Faktor (MIF), Interleukin-6 (IL-6) und Inter-
leukin-1 (IL-1) zur Pathogenese beitragen.

Die Konzentration des MIF ist bei der systemischen Arthritis, einem aggressiven
Subtyp, unter allen JIA Subtypen am hochsten [29]. Es wird vermutet, dass der
Grund fur die hohen Konzentrationen von MIF im Serum und in der
Synovialflussigkeit bei Patienten mit der systemischen Form ein Single-
Nukleotide-Polymorphism (=Variationen einzelner Basenpaare in einem DNA-
Strang) in der Regulatorregion fur die Zytokine des IL-6 Gens und des MIF ist.
Erwahnenswert ist, dass die hohen MIF Konzentrationen mit der
Krankheitsaktivitat und dem Langzeitergebnis korrelieren [29, 30, 31, 32].

Daruber hinaus ist die proinflammatorische Zytokinkonzentration des IL-6 bei
der systemischen Form sehr hoch und korreliert mit dem Ausmal} der
Gelenkbeteiligung [33, 34].



Die uberschiel3ende IL-6 Produktion kann auch eine Erklarung fur die extraarti-
kularen Manifestationen wie der mikrozytaren Anamie [35, 36] und fur die
Wachstumsverzogerung sein [37]. Daher wird vermutet, dass IL-6 eine
Schlusselrolle im Verlauf einer JIA besitzt [38].

Eine andere wichtige Rolle spielt das proinflammatorische Zytokin IL-1.
Patienten mit systemischer JIA, die mit einem rekombinanten IL-1-
Rezeptorantagonisten behandelt wurden, zeigten eine klinische Besserung [39].
AuRerdem wurde in einer Studie dargestellt, dass die Inkubation von gesunden
PBMCs mit dem Serum von Patienten mit systemischer JIA die Transkription
von Genen, welche dem angeborenen Immunsystem angehdren, wie auch das
Gen fur IL-1, aktiviert werden [39].

Da Stress eine vermehrte Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine verur-
sacht, kommt Stress bei der JIA auch eine entscheidende Bedeutung zu [17].

1.1.5 Therapie

Die Therapie der JIA richtet sich nach dem Schweregrad und kann in nicht-me-
dikamentdose und medikamentdose Therapien eingeteilt werden. Oberstes
Therapieziel ist die Lebensqualitatssteigerung durch den Ruckgang der
Beschwerden und die Unabhangigkeit von Schmerzen [6].

Zur nicht-medikamentosen Therapie gehoren die Physio- und Ergotherapie mit

der Intention, die Funktionalitat der Gelenke zu erhalten [6].

Die medikamentose Therapie beabsichtigt die Schmerzfreiheit und erfolgt grof3-
tenteils nach einem Stufenschema. Es wird mit den nichtselektiven nichtsteroi-
dalen Antirheumatika (NSAR) begonnen. Haufig verwendet werden
Indometacin, Naproxen, Ibuprofen und Diclofenac. Diese hemmen die
Cyclooxygenasen 1 und 2, wodurch die Synthese von Prostaglandinen,
Gewebshormone, welche fur Schmerz und Entzindung verantwortlich sind,

vermindert wird [6].

Die nachste Stufe bilden Corticosteroide, welche die hochste Potenz gegen

Entzindungen  aufweisen. Diese vermindern u.a. die Sekretion



proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und IL-1. Sie koénnen lokal, also

intraartikular, oder systemisch (zeitlich begrenzt) verabreicht werden [40].

Patienten, welche auf die konventionellen antirheumatischen Medikamente
nicht ansprechen, profitieren von der Einfuhrung immunsuppressiver Therapien
mit Methotrexat (MTX) und Biologika [1, 41, 42].

1.1.5.1 Methotrexat

MTX ist ein Dihydrofolatreduktase-Inhibitor und zahlt zu den disease modifying
antirheumatic drugs (DMARD) und Antimetaboliten.

Therapeutischen Effekt zeigt MTX, weil es immunsuppressiv wirkt, die
Zellproliferation reduziert, die Rate an Apoptose von T Zellen und die
Adenosinfreisetzung erhdht und die  Expression von  zellularen
Adhasionsmolekulen, die humorale Immunitat verandert. Des Weiteren
vermindert MTX die Knochendichte, was eine nicht zu vernachlassigende

Nebenwirkung von MTX bei Kindern und Jugendlichen darstellt.

Daruber hinaus beeinflusst MTX die Zytokinproduktion, insbesondere hemmt es
die Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie IL-1, IL-6, IL-8 und TNF- [43].
Neben der Wirkung von MTX auf zellularer Ebene, fuhrt es zur Steigerung der

Lebensqualitat [41].

1.1.5.2 Biologika

Die Therapie mit Biologika wird erst begonnen, wenn mit NSAR und DMARD
kein Therapieerfolg erzielt werden kann. Biologika sind Antikorper, welche die
Aktivitat der proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-18 und IL-6 blockieren

und somit die Aufrechterhaltung der Entzindung unterbinden.

Zur Gruppe der TNF-a Inhibitoren gehdren Etanercept, Adalimumab und Inflixi-

mab.

Etanercept (Enbrel®) ist ein gentechnologisch hergestelltes Fusionsprotein, bei
dem zwei identische Ketten vom rekombinanten extrazellularen I6slichen huma-

nen TNF-Rezeptor (TNF-R) p75 Monomer mit dem Fc-Teil des humanen 1gG1



Einleitung

fusioniert sind. Die Ligandenbindungsstelle TNF-R1 bindet TNF-a und TNF-3
(=Lymphotoxin-a) und blockiert somit dessen Aktivitat [44], [45].

Abbildung 1 zeigt die molekulare Struktur von Etanercept [46].

Ligandenbindungsdomaéane

2 extrazelluldre humane lsliche
p75 TNF Rezeptor Doméanen

Fc Teil eins
humanen IgG1

Abb. 1 Struktur von Etanercept

Etanercept ist ein Fusionsprotein, bestehend aus der TNF-Ligandenbindungsdomane, welche
zwei extrazellulare Ketten des humanen, l6slichen TNF-R p 75 besitzt und dem humanen IgG
Fc Fragment.

Adalimumab (Humira®) ist ein humaner monoklonaler Antikorper und Infliximab
(Remicade®) ist ein chimarer monoklonaler Antikorper gegen TNF-a, welche an
TNF-a binden und deren Wirkung inhibieren.

Des Weiteren gehoren die IL-1 Zytokinantagonisten Anakinra, Canakinumab,
Rilonacept sowie Tocilizumab, ein Antikorper gegen den IL-6 Rezeptor, zu den
Biologika.

Insgesamt wird die Wirkung von Biologika erzielt, indem die proinflammatori-
schen Zytokine (TNF-a, IL-6, IL-1), deren Rezeptoren und Signalkaskaden blo-
ckiert werden. Dazu zahlen B und T Zellantworten, Unterbindung von Zell-Zell-
Kontakten, Zelladhasionsmolekulen, Endothelaktivierung und Einwandern von



Entzindungszellen ins Gewebe [47]. Dadurch greifen Biologika aktiv in den

Entzindungsprozess ein und verhindern das Fortschreiten.

1.2 CD4'T Zellen

Aus naiven CD4" T Zellen kénnen sich je nach Antigen- und Umwelteinfliissen
sowie Zytokinmilieu, nachdem sie von dendritischen Zellen (APCs) aktiviert
worden sind, vier Unterformen der T Zellen entwickeln: Die proinflammatori-
schen T-Helfer Zellen vom Th1-, Th2- und Th17-Typ, auch Effektorzellen ge-
nannt, und die antiinflammatorischen regulatorischen T Zellen. Diese grenzen
sich voneinander ab, indem sie zur Differenzierung verschiedene Zytokine
bendtigen, Uber unterschiedliche Transkriptionsfaktoren aktiviert werden und
selbst verschiedenartige Zytokine sezernieren. Sie sind jedoch sehr plastisch
und kénnen ihr Zytokinprofil andern [48].

Abbildung 2 stellt die Subtypen der CD4" T Zellen dar [49].

CD4" progenitors
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Abb. 2 Subtypen der CD4" T Zellen

Dargestellt ist die Differenzierung von naiven CD4" T Zellen. Nachdem naive CD4" T Zellen von
APCs aktiviert werden, differenzieren sie je nach Zytokinmilieu und Transkriptionsfaktoren zu
unterschiedlichen Subtypen mit entsprechender Zytokinsekretion. So ist IL-12 verantwortlich fir
die Differenzierung zu Th1 Zellen, welche IFN-y sezernieren. IL-4 fiihrt zur Entwicklung von Th2

Zellen, die IL-13, IL-5 und IL-4 ausschitten. Des Weiteren werden unter dem Einfluss von IL-1,



IL-6, IL-23 Th17 Zellen gebildet, die dann IL-17, IL-22 und IL-26 sezernieren. Die Anwesenheit
von IL-2 und TGF-( fihrt zur Bildung von Tregs.

T-bet= T box expressed in T cells; GATA= GATA binding protein; RORYyt: retinoic acid-related

orphan receptor gamma t; FoxP3= forkhead box P3.

Wahrend Effektorzellen durch proinflammatorische Zytokinsekretion die Entzin-
dung aufrechterhalten bzw. fordern, tragen regulatorische T Zellen zur Entzin-

dungsminderung bei [48, 50].

Zytokine sind eine grofl’e Gruppe von Polypeptiden und kleinen Proteinen, wel-
che Effektormolekule fur Zellen sind, die bei der Immun- und Entzindungsant-
wort eine Rolle spielen. Es wird vermutet, dass bei Autoimmunerkrankungen die
Immunhomoostase gestort ist und ein Ungleichgewicht zwischen pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen und T Helferzellen besteht [51].

Das Zytokin TGF-B, welches eine wichtige Rolle bei der Differenzierung naiver
CD4" T Zellen spielt, nimmt eine Sonderstellung bei der Entwicklung von Auto-
immunerkrankungen ein, indem es uber die Immunantwort und die Immuntole-
ranz entscheidet [52, 53]. In Studien mit Mausen konnte gezeigt werden, dass
die Ausschaltung von Signalwegen in T Zellen, die TGF- abhangig sind, eine
unkontrollierte T Zellproliferation, Entzindungen und Autoimmunerkrankungen
auslost. Deshalb wird angenommen, dass fur eine intakte T ZellhomoOostase
TGF-B Signale notwendig sind [54].

Des Weiteren fuhrt TGF-B ohne Anwesenheit von IL-6 zur Differenzierung von
antiinflammatorischen Tregs [55]. In Mausen hat TGF-$ in Anwesenheit von IL-
6 eine Differenzierung von proinflammatorischen Th17 Zellen zur Folge (siehe
Abb.1) [56].

Demnach hat IL-6 eine entscheidende Bedeutung fur die Differenzierung naiver
CD4" T Zellen.



1.2.1 CD4'CD25'FOXP3" regulatorische T Zellen

Die phanotypische Charakterisierung naturlicher regulatorischer T Zellen
(nTregs) wird anhand folgender Eigenschaften der Tregs ermoglicht: Tregs sind
CD4", weil sie Rezeptoren fir MHC Il Molekiile besitzen und CD25", weil sie die
a-Kette des IL-2 Rezeptors auf ihrer Oberflache tragen. Durch die Eigenschaft,
dass nTregs den Transkriptionsfaktor FoxP3 exprimieren, konnen sie am deut-
lichsten von anderen T Zellpopulationen abgegrenzt werden. nTregs
differenzieren aus naiven T Zellen unter Anwesenheit von TGF-B1 und
sezernieren IL10, IL-4 und TGF-B1 [57].

Es wurde in Studien nachgewiesen, dass nTregs eine Schlusselrolle bei der Im-
munregulation zukommt. nTregs konnen sowohl die Aktivierung als auch die Ef-
fektorfunktion von autoreaktiven T Zellen, die der Toleranzentwicklung entkom-

men sind, supprimieren [22].

Somit spielen nTregs eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der immuno-
logischen Selbsttoleranz und der Immunhomoostase [58]. Bei Nichtvorhanden-
sein von nTregs oder Mutationen im FoxP3 Gen treten Uberschiellende Immun-
reaktionen auf, die spontan zur Entstehung von Autoimmunerkrankungen, Aller-
gien und einer gestorten Immunitat, sowohl bei Menschen als auch bei Mausen,
fuhrt [59, 60].

Untersuchungen zeigten, dass nTregs in Mausen und Ratten fahig sind, die
Entwicklung von Autoimmungastritiden zu verhindern, nachdem diese drei Tage

nach der Geburt thymektomiert worden waren [61].

Des Weiteren ist bekannt, dass nTregs durch Sekretion von IL-10 in vivo die
Proliferation weiterer T Zellen verhindert [62]. Ferner haben in vitro-Versuche
demonstriert, dass nTregs fahig sind, die T Zellaktivierung zu inhibieren [63]

und autoaggressive T und B Zellen zu kontrollieren [64].

Weitere Experimente legten dar, dass Tregs anerg sind und die
Suppressorfunktion von Tregs nicht Uber die Zytokine IL-4, IL-10 oder TGF-$3
vermittelt ist, sondern Uber direkten Zell-Zell-Kontakt [64].



In einer Studie wurde auRerdem beschrieben, dass Tregs die Differenzierung
von naiven T Zellen zu pathogenen Th1 Zellen inhibieren [65] sowie nach
Aktivierung Gber den TCR die Proliferation von CD4" UND CD8" T Zellen supp-

rimieren konnen [66].

1.2.2 Th1 Zellen

Naive T Zellen werden von APCs — hauptsachlich dendritischen Zellen und
Makrophagen — uber den TCR mithilfe des MHC |l Komplexes aktiviert. APCs,
welche aufgrund ihrer Aktivierung IL-12 ausschutten, fuhren zur Proliferation

und Differenzierung von Th1 Zellen [67].

Abbildung 3 stellt schematisch den Mechanismus der Th1 Zelldifferenzierung
dar [68].
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Abb. 3 Th1 Differenzierung

Die Abbildung zeigt schematisch Signalwege, die zur Th1 Differenzierung beitragen. Wichtige

Transkriptionsfaktoren, Zytokine, Zytokinrezeptoren und Chemokinrezeptoren sind dargestellt.

Th1 Zellen produzieren die proinflammatorischen Zytokine IFN-y, IL-2 und TNF-8
(Lymphotoxin-a = LTa) [69]. Diese Zytokine aktivieren Makrophagen und CD8"
zytotoxische Zellen, IgG produzierende B Zellen und weitere IFN-y sezernie-
rende CD4" T Zellen, welche zur Aufrechterhaltung einer Entziindung beitragen

[59].

Es ist bekannt, dass Th1 Zellen die Transkriptionsfaktoren T-bet, Stat1 und
Stat4 exprimieren. T-bet stellt den Hauptregulator fur die Th1 Differenzierung



dar [70], wohingegen sich Stat1 als Hauptubermittler von IFN-y Signalen
erweist. Folglich ist Stat1 fur die IFN-y abhangige Induktion von T-bet in
aktivierten CD4" Zellen verantwortlich [71]. Des Weiteren ist Stat4 fir die
Transduktion von IL-12 Signalen verantwortlich und bedeutsam fur die
Verstarkung der Th1 Antwort [72, 73]. Daruber hinaus kann Stat4 direkt die IFN-
y Produktion in aktivierten CD4 T Zellen induzieren, die Uber einen positiven
Feedbackmechanismus zur verstarkten IFN-y abhangigen Aktivierung von T-bet
fuhrt und somit zur weiteren Ausschuttung von IFN-y [70, 74].

IL12/Stat4 konnen unabhangig von einer Aktivierung Uber den TCR die Produk-
tion von IFN-y auslésen. Das Fehlen von Signalen uUber den TCR fuhrt dazu,
dass T-bet die Expression von IL-12B2 Rezeptoren, welche sich auf der
Oberflache von Th1 Zellen befinden, induziert. Des Weiteren wird das
Ansprechen von Th1 Zellen gegenuber IL-12 verstarkt, wodurch wiederum die T-
bet Expression hochreguliert wird [74—76]. Dadurch, dass die Expression vom IL-
12R  Komplex hochreguliert wird, resultiert bei aktivierten Zellen eine
Hyperreagibilitat gegenuber IL-12 [77].

Auf der Oberflache von Th1 Zellen befinden sich auRerdem die Chemokinrezep-
toren CXCR3 [78, 79] und CCRS5 [80], welche fur die Chemotaxis von Bedeutung
sind.

Eine weitere Eigenschaft von IL-12 ist die Aktivierung von NK Zellen zur
Produktion von IFN-y. Dadurch kann IFN-y in den CD4" Zellen den
Transkriptionsfaktor Stat1 aktivieren, was eine Hochregulierung der Expression
von T-bet zur Folge hat. T-bet wiederum fuhrt zur Expression von IFN-y in den
Th1 Zellen und reguliert den IL-12RB2 hoch. Diejenigen T Zellen, welche den
IL-12RB2 exprimieren und hohe Spiegel von T-bet aufweisen, kdnnen durch IL-
12 zu Th1 Zellen differenzieren. IL-12 kann Uber die Aktivierung von Stat4 die
IFN-y Produktion induzieren und die Expression von IL-12R32 aufrechterhalten.
Folglich ist das Zusammenwirken von IFN-y und IL-12 fUr die vollstandige Th1
Differenzierung notwendig [81].

Zu einem spateren Zeitpunkt der Th1 Differenzierung werden IL-18a
Rezeptoren hochreguliert. Die Hochregulation von IL-18Ra bendtigt Signale von



IL-12/Stat4 und wird durch IFN-y verstarkt. IL-12 und IL-18 induzieren
zusammen die Produktion von IFN-y durch Th1 Zellen ohne TCR Stimulierung.
Derartige Antigen-unabhangige Zytokinsekretionen sind wahrscheinlich wichtig
fur erweiterte Th1 Antworten durch Rekrutierung anderer bereits existierender
Th1 Zellen [82].

In vitro-Studien zeigten, dass Prostaglandine E2 (PGEZ2) direkt auf T Zellen wir-
ken und die Differenzierung von Th1 Zellen férdern [83].

Die Hauptfunktion von Th1 Zellen ist die Immunabwehr gegen intrazellulare
Bakterien und Virusinfektionen. Th1 Zellen schitten IFN-y aus, wodurch
Makrophagen aktiviert werden und intrazellulare Erreger, die sich in den
Makrophagen befinden (z.B. Mykobakterien) durch Phagozytose und
lysosomale Verdauung eliminieren konnen [84]. Dadurch ist es moglich,
Krankheiten wie Lepra und Tuberkulose zu bekampfen [85, 86].

Insgesamt gelten Th1 Zellen als sehr entzindungsfordernd und werden mit der
Entstehung und Progression von vielen Autoimmunerkrankungen in Verbindung
gebracht [87].

1.2.3 Th17 Zellen

Die Differenzierung naiver T Zellen zu T Helfer Zellen vom Th17-Typ wird durch
TGF-f in Kombination mit dem proinflammatorischen Zytokin IL-6 induziert, weil
der Transkriptionsfaktor retinoid-related orphan Rezeptor (ROR) gamma T akti-
viert wird [88].

Th17 Zellen produzieren die proinflammatorischen Zytokine IL-17A, IL-17F, IL-
23, IL-22, den Oberflachenrezeptor IL-23R und die Chemokinrezeptoren CCR6
und CCR4 [89, 90]. Weitere Untersuchung zeigten, dass IL-23 die Expression
von den Zytokinen und Chemokinen IL-17A, IL-17F, IL-22, IL-26, IFN-y und
CCL 20 (der Ligand von CCRG6) reguliert [90].

Fir die Aufrechterhaltung von murinen Th17 Zellen ist das Zytokin I1L-23 bedeu-
tend und aktiviert — wie IL-6 — den Transkriptionsfaktor Stat3, der fur die Ent-

wicklung von Th17 Zellen notwendig ist [91].



Des Weiteren wird IL-21, welches ein Aktivator von Stat 3 darstellt, von Th17
Zellen produziert und kann gleichzeitig in einem autokrinen Feedback
Mechanismus die Entstehung von Th17 Zellen induzieren [92-94].

AuBerdem wurde in Studien gezeigt, dass IL-1 ein starker Induktor von IL-17
Expression in aktivierten humanen CD4" T Zellen ist, obwohl IL-1 nur
vorubergehend RORyT aktiviert. IL-6 und IL-1 zusammen fuhren zur
Aufrechterhaltung der RORyT Expression und zur Sekretion von IL-17 und IFN-
y [95].

Des Weiteren ergaben in vitro-Untersuchungen, dass Prostaglandine E2 die
Proliferation von Th17 Zellen induzieren konnen [83] und TNF-a. in vitro zur Bil-
dung von IL-17 fihrt [96].

Ein weiterer Aspekt ist, dass aktivierte CD14" Monozyten die Differenzierung zu
Th17 Zellen fordern, nicht jedoch zu Th1 oder Th2 Zellen [97].

Uberraschenderweise konnten in vivo aktivierte Monozyten die intrazellulére IL-
17 Expression uber Zell-Zell-Kontakte unabhangig von TNF-a und IL-18, indu-
zieren. Demgegenuber waren Th17 Zellen, die von Monozyten, die in vitro mit
Lipopolysacchariden aktiviert worden waren, von TNF-a und IL-1 abhangig. Es
wird angenommen, dass bei Menschen neu rekrutierte CD4" Gedachtnis T
Zellen nach Zell-Zell-Kontakt mit aktivierten Monozyten die IL-17 Sekretion in

nichtlymphatischem entzindetem Gewebe induzieren kdnnen.

Verschiedene Signalwege werden abhangig von der Lage oder Richtung der
APCs fur die Erzeugung von Th17 Antworten in situ genutzt [97].

Die Hauptfunktion von Th17 Zellen ist es, die antimikrobielle Immunitat auf
Epithelien und Schleimhautbarrieren aufrechtzuerhalten, indem sie extrazellu-
lare Erreger wie Bakterien (Staphylokokken) oder Pilze (Candida) durch
Zytokine bekampfen. Sie sind verantwortlich fur die Induktion von
organspezifischen Autoimmunerkrankungen oder nehmen an ihnen teil [98].
AuRerdem konnte in Untersuchungen von Patienten mit Immunschwache nach-
gewiesen werden, dass das Fehlen von Th17 Zellen die Entwicklung von
opportunistischen Infektionen begunstigte [99].



In vitro-Studien stellten dar, dass fur die Th17 Differenzierung der Interferon Re-
gulator Faktor 4 (IRF4) eine Rolle spielt, weil Mause die IRF4-defizient sind,
keine Th17 Zellen und keine experimentell induzierte Autoimmunenzephalitis

entwickelten [100].

Daruber hinaus bewiesen Experimente mit Mausen, dass IL-23 maligeblich an
der Entstehung von autoimmunen Erkrankungen wie autoimmuner Enzephalo-
myelitis, CEDs und Kollagen-induzierter Arthritis beteiligt ist [101-104].

Besonders IL-17 hat bei rheumatischen Erkrankungen eine wichtige Bedeutung,
da sich IL-17 Rezeptoren an der Synovialmembran befinden und das Binden von
IL-17 an die spezifischen Rezeptoren zur Zerstorung des Knorpelgewebes fuhrt
[105].

Zellen, die den IL-17 Rezeptor exprimieren, sind an der Entstehung und
Aufrechterhaltung der Gelenkentzindung beteiligt. Darunter fallen Th17 Zellen,
CD8" T Zellen, NK Zellen [106].

Bemerkenswert ist, dass in der Synovialflissigkeit bei JIA Patienten mehr IL-17
produzierende Zellen vorhanden sind als im Peripherblut und die
Krankheitsaktivitat mit dem Anteil an synovialen Th17 Zellen korreliert [107,
108].

Zusammenfassend wird vermutet, dass Th17 Zellen aufgrund ihrer Zytokinsek-

retion eine wichtige Rolle bei Gelenkentziundungen spielen.

1.2.4 Th1/Th17 Zellen

Wie in 1.2.2 und 1.2.3 dargestellt, entscheiden Einflisse aus der Umwelt, Anti-
gene und Zytokine Uber die Entwicklung der CD4" Zellen.

Untersuchungen legten dar, dass Th1 oder Th17 differenzierte Zellen plastisch
sind [49] und IFN-y Th1 /IL-17 Th17 doppelt positive Zellen existieren.

Weitere Studien belegten, dass das Zusammenwirken von Th1 und Th17 Zellen
die Abwehrfunktion unterstitzt [109]. Ferner legen einige Erkenntnisse nahe,
dass eine fruihe Th17 Antwort die Rekrutierung von Th1 Zellen an den Infektion-
sort erleichtert und die Entstehung von Th1 Gedachtniszellen férdert [110].



Dem Wechselspiel zwischen Th1 und Th17 Zellen liegen Mechanismen zu-

grunde, die genauer erforscht werden mussen [111].

1.3 Ausgangspunkt und Zielsetzung

Es ist bekannt, dass CD4"CD25"FOXP3" regulatorische Zellen eine entschei-
dende Bedeutung fur die Aufrechterhaltung der Immunhomadostase und die Er-
haltung der Selbsttoleranz haben [112, 113]. Es wird vermutet, dass Tregs bei
der Pathogenese und Krankheitsaktivitat der JIA einen krankheitslimitierenden
Effekt ausuben. Ziel der vorliegenden Arbeit war es herauszufinden, ob Thera-
peutika, die in die Signaltransduktionskaskade der Entzundungsentstehung ein-
greifen, einen Einfluss auf den Anteil an Tregs im peripheren Blut von Patienten
mit Arthritis haben.

Ausgangspunkt hierfur war die Studie von Dr. Susanne Haufe, in welcher in
vitro-Versuche zeigten, dass durch die Stimulation von CD4" T Zellen mit
Etanercept funktionale CD4"CD25"FOXP3" Tregs induziert werden kénnen.

Es wird davon ausgegangen, dass Th17 Zellen durch die Sekretion von IL-17
im Gelenk proinflammatorisch wirken und zur Knorpeldegeneration beitragen.
Deshalb war ein weiteres Ziel der Arbeit, den therapeutischen Effekt von TNF-a

Inhibitoren auf die Th17 Zellen in vivo zu untersuchen.

Um die Wirkung von Th17 Zellen in vivo zu demonstrieren, wurde in friheren
Arbeiten dargelegt, dass die IL-17-Sekretion von Th17 Zellen sowohl vom Akti-
vierungszustand als auch von der anatomischen Lokalisation der APCs
abhangig sind. Aulierdem konnten in vivo aktivierte Monozyten aus
entzindeten Gelenken von Patienten mit aktiver RA isoliert werden. Es wurde
festgestellt, dass die aktivierten CD14" Monozyten spontan und spezifisch die
Differenzierung zu Th17 Zellen fordern, aber nicht zu Th1 oder Th2 Zellen, im
Vergleich zu nicht aktivierten CD14" Monozyten im Blut [97]. Deshalb war ein
weiteres Ziel zu Uberprufen, ob in vivo aktivierte Monozyten die IL-17 Sekretion

von Th17 Zellen in vitro induzieren konnen.



Zusammenfassend sollte der Einfluss von verschiedenen Medikamenten,
insbesondere von TNF-a blockierenden Substanzen wie Etanercept, auf die
Balance von proinflammatorischen  Th17/Th1  Zellen (Teffs) und
immunregulatorischen CD4'CD25'FOXP3" Regulationszellen (Tregs) bei
Patienten mit JIA analysiert werden.



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patienten und gesunde Spender

Die Patientenblutproben wurden von Patienten der Kinderklinik Tubingen
(Rheumaambulanz) und des Olgahospitals Stuttgart entnommen. Die
Blutentnahmen  erfolgten im Rahmen der medizinisch indizierten
Routineuntersuchungen, es wurde kein Blut ausschliel3lich zu Studienzwecken
abgenommen. Ein Ethik-Votum fur die Studie liegt von der Ethik-Kommission
der Universitat Tubingen vor. Es erfolgte eine Aufklarung uber die
Studienteilnahme, die Aushandigung einer Informationsschrift fur Eltern und
Patienten und die Einholung der Unterschrift auf der Einverstandniserklarung.
Fir die Untersuchungen wurden 5-10 ml vendses Blut bendtigt. Es wurden
Proben von insgesamt 29 Patienten im Alter von 4 bis 20 Jahren mit Juveniler
Idiopathischer Arthritis untersucht, die entweder mit Methotrexat alleine oder
Methotrexat in Kombination mit Etanercept oder anderen TNF-a Inhibitoren

behandelt wurden.

Zur Kontrolle wurde 20 ml Blut von freiwilligen, gesunden, volljahrigen

Spendern untersucht bzw. Buffy-Coats aus der Transfusionsmedizin verwendet.

Es galt ausschlielBlich das Freiwilligkeitsprinzip. Die Proben wurden mittels

Nummerierungen pseudonymisiert.

2.1.2 Gerate
autoMACS® Pro Separator Miltenyi Biotec
Brutschrank HERA Cell Heraeus Holding GmbH

Durchflusszytometer FACS Calibur™ BD Biosciences




Inversmikroskop LM Olympus 1X50
Cryovial

Kryobox

Neubauer Zahlkammer

Pipetten LABMATE™
Standardzentrifuge Rotixa 50RS
Sterilwerkbank HERAsafe

Vortexer Reax Top

2.1.3 Verbrauchsmaterialen

Einfrierrohrchen (1,2 ml)
Einmalpipetten (5 ml; 10 ml; 25 ml)

Eppendorfrohrchen Safe-Lock
(0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)
FACS-Ro6hrchen (5 ml)

Polypropylen-Rohrchen (15 ml)
Polypropylen-Rohrchen (50 ml)
MACS® Separationssaulen
Pipettenspitzen (10 ul)
Pipettenspitzen (100, 200 wl)
Pipettenspitzen (1 ml)

Zellkulturplatten
(96 Loch-Flachboden, steril)

Olympus

Thermo Fisher Scientific

La Fontaine International
ABIMED GmbH

Andreas Hettich GmbH & Co.KG
Heraeus Holding GmbH

Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG

Corning Incorporated
Corning Incorporated

Eppendorf

BD Biosciences
Greiner Bio-One

BD Biosciences
Miltenyi Biotec

Greiner Bio-One GmbH
Labnet International
Sarstedt AG & Co.

Corning Incorporated



2.1.4 Chemikalien

Reagenzien, Chemikalien und Losungen

Ampuwa® Wasser

Biocoll Separating Solution
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
FACS® Clean

FACS® Flow

FACS® Rinse

lonomycin

Monensin

Natriumchlorid

Phorbol myristate acetat (PMA)
Phosphate buffered saline (PBS)

Trypanblau

Fresenius Kabi Deutschland GmbH
Biochrom AG
Merck KGaA
Sigma-Aldrich
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
Sigma-Aldrich
eBioscience
Merck KGaA
Sigma-Aldrich
Biochrom AG

Sigma-Aldrich

Puffer — Fertigpuffer

10 x eBioscience Permeabilization Buffer
autoMACS™ Pro Running Buffer
autoMACS™ Pro Washing Buffer
eBioscience IC Fixation Buffer

FOXP3 Fix/Perm Buffer Set

Perm Buffer Il

eBiosciene
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
eBioscience
BioLegend

BD BioSciences



Puffer — Selbsthergestellte Puffer

FACS Puffer
Lysepuffer

MACS Puffer

PBS + 2% FCS
1mM EDTA

PBS + 0,5 % humanes Serum- Albu-
min + (HSA) + 2 mM EDTA (pH8)

Reagenzien und Medien fiir Zellkulturen

CD14 MicroBeads
Fetales Kalberserum (FCS)

Einfriermedium

Miltenyi Biotec
Biochrom AG

90% FCS + 10% DMSO

HEPES Puffer (1M) Biochrom AG
L-Glutamin (200mM) Biochrom AG
Penicillin/Streptomycin Biochrom AG
Antikorper
Spezifitat Isotyp Markierung Klon Hersteller
fir die Zellkultur
anti-human Maus, 1gG2a auf-  OKT3 Janssen-
CDs3, gereinigt Cilag
Orthoclone
OKTS3,
muromonab-
CD3




fur die Durchflusszytometrie

anti-human
CD3

anti-human
CD4

anti-human
CDh4

anti-human
CD4

anti-human
CD25

anti-human
FOXP3

anti-human IL-
17A

anti-human

IFN-y

Isotypkontrolle

Isotypkontrolle

Isotypkontrolle

Isotypkontrolle

Isotypkontrolle

Maus,
lgG2a,

Maus,
lgG1,
Maus,
lgG1,
Maus,
lgG1,
Maus,
lgG1,
Maus,
lgG1,
Maus,
lgG1,
Maus,
lgG1,
Maus,
lgG2a,
Maus,
lgG1,
Maus,
lgG1,
Maus,

IgG1, k

Maus,
lgG1,

FITC

PE

PerCP

APC

PE

AlexaFluor647

AlexaFluor647

FITC

FITC

FITC

PE

PerCP

AlexaFluor647

HIT3a

RPA-T4

SK3

OKT4

M-A251

259D

eBio64DEC17

4S.B3

MOPC-173

MOPC-21

MOPC-21

MOPC-21

MOPC-21

BioLegend

BioLegend

BDBiosciences

BioLegend

BDBiosciences

BioLegend

eBioscience

eBioscience

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend



Protein

Rekombinantes | Maus, I1gG1, « PE

humanes
STAT3

2.1.5 Software

BD CellQuest™ Pro Version 4.0.2
CellQuest™
GraphPad Prism Version 4.01

Microsoft Office

2.1.6 Firmenverzeichnis

BD Biosciences
BioLegend

Biochrom

eBioscience

Eppendorf

Fresenius Kabi
GraphPad Software
Heraeus Holding GmbH
La Fontaine International GmbH
Merck KGaA

Microsoft

Miltenyi Biotec

R&D Systems

M59-50 BDBiosciences

BD Biosciences
Version 3.3 Becton Dickinson
GraphPad Software Inc.

Microsoft

San Jose, CA, USA

San Diego, CA, USA
Berlin, Deutschland

San Diego, CA, USA
Hamburg, Deutschland
Bad Homburg, Deutschland
La Jolla, CA, USA

Hanau, Deutschland
Waghausel, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Redmond, WA, USA
Bergisch Gladbach, Deutschland

Minneapolis, MN, USA



Sigma-Aldrich Saint Louis, MO, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Isolation mononuklearer Zellen aus peripherem Blut

Um periphere mononukledare Zellen (PBMCs) aus Vollblut oder
Blutkonzentraten zu isolieren, wird eine Dichtegradientenzentrifugation mit einer
Ficoll-Hypaque Losung durchgefuhrt. Nach der Zentrifugation bilden sich vier
Phasen: die erste entsteht durch Absinken von Erythrozyten, Granulozyten und
toten Zellen auf den Bodengrund der Rohrchen aufgrund der hoheren Dichte.
Die zweite Phase beinhaltet die Ficoll-Losung. Die dritte Phase, die sog.
Interphase, besteht aus den mononuklearen Zellen, welche einen deutlich
abgrenzbaren Ring bilden, wodurch man diese gut abnehmen kann. Das Serum
befindet sich auf der Oberflache und bildet die vierte Phase.

Bei frisch gewonnenem Spenderblut wurde das Blut auf zwei 50 ml Réhrchen

aufgeteilt und in einem 1:1 Verhaltnis auf die Ficoll-Losung geschichtet.

Fir Blutkonzentrate (Buffy-Coats) eignete sich eine 1:1 Verdinnung mit Phos-
phatgepufferter Salzlosung (PBS), bevor sie in einem 1:1 Verhaltnis auf die
Ficoll-Losung pipettiert wurden.

Die Proben wurden dann bei 20° Celsius, auf Anlauf- und Auslaufstufe 2 (Stufe
1 (langsam) — 9 (schnell)) und 2020 RPM (rounds per minute), 20 Minuten lang
zentrifugiert.

Danach wurden die Proben dreimal mit PBS mit 2 % FCS (Fetales
Kalberserum) gewaschen. Die Waschschritte wurden bei 20° Celsius auf
Anlauf- und Auslaufstufe 9 bei 1300 RPM 5 Minuten lang durchgefuhrt. Der
Uberstand wurde jeweils abgesaugt und der verbleibende Zellkuchen (Pellet)

weiterverarbeitet.



Bei unsauberen Proben, d. h. mit einem hohen Anteil an Erythrozyten, wurde
die Probe in Lysepuffer resuspendiert (2 ml) und nach 4 Minuten Einwirkzeit mit
PBS gewaschen (5 Min, 1300 RPM, 20° C).

Damit die Gesamtzahl der PBMCs bestimmt werden konnte, wurde das Pellet in
10 ml PBS mit 2 % FCS resuspendiert und eine kleine Probe davon mit Trypan-
blau in einem Verhaltnis 1:3 bei Frischblut und in einem Verhaltnis 1:30 bei
Blutkonzentraten verdunnt. Die Probe wurde sodann auf die Zahlkammer
gestrichen und unter einem Lichtmikroskop gezahit.

Durch Zahlen der Zellen in einem Quadranten war die Berechnung der Anzahl
der PBMCs pro ml anhand der Formel: Anzahl der Zellen in einem Quadranten
x Verdunnungsfaktor x 10.000 mdglich. Das Ergebnis multipliziert mit der
Gesamtprobenmenge im Probenrdhrchen ergab die totale Anzahl der PBMCs.

2.2.2 Durchflusszytometrie

Um die Zellen phanotypisch zu charakterisieren, wurde ein Durchflusszytome-
ter (Fluorescence activated cell sorting, FACS-Gerat) verwendet. Hierbei wer-
den die Zellen durch das Gerat eingesaugt und einzeln detektiert. Die Zellen
emittieren Lichtsignale beim Passieren eines dualen Laserstrahls (aus Helium-
Neon und Argon bei 633 nm und 488 nm Wellenlange). Das Vorwartsstreulicht
(FSC - forward scatter), das entlang des Laserstrahls streut, ermdglicht eine
Aussage Uber das Volumen einer Zelle. Das Seitwartsstreulicht (SSC — side
scatter, Brechung des Lichtes an Strukturen der Zelle im rechten Winkel) gibt
Hinweise auf die Granularitat der Zelle. Die Bindung fluorchrommarkierter
Antikorper an Antigene fuhrt bei Absorption der Laserstrahlung zur Emission
eines Fluoreszenzlichtes. Dessen Starkung entspricht der Anzahl der
Bindungen und Iasst weitere Charakterisierungen der Zelle zu. Um eine Uber-
lappung der einzelnen Emissionsspektren zu kompensieren, wurde das Gerat

vor der Messung mit einfach gefarbten Zellen geeicht.

Das im Labor verwendete Gerat ermdglichte eine parallele Aufzeichnung von
vier unterschiedlichen Emissionsspektren der Fluorchromfarbstoffe, welche in

verschiedenen Kanalen detektiert wurden:



Fluoresceinisothiocyanat (FITC) FL1-Kanal
Phycoerythrin (PE) FL2-Kanal
Peridinin Chlorophyll (PerCP) FL3-Kanal
Allophycocyanin (APC) und AlexaFluor 647 FL4-Kanal

Es wurden 10.000 bis 50.000 Zellen gemessen, die weitere Analyse der
automatisch gespeicherten Daten erfolgte mit dem Computerprogramm
CellQuest Pro.

Die Durchflusszytometrie ermoglicht die Darstellung der Zellen aufgrund ihres
Volumens (FSC) und ihrer Granularitat (SSC) in einem Dichteplot (s. 2.2.2). Vi-
tale Lymphozyten (T-, B-, NK-Zellen) streuen wenig Licht, weil sie klein und
glatt sind und wurden als Region R1 definiert und eingegrenzt (Abb. 1A).

2.2.3 Charakterisierung von regulatorischen T Zellen

2.2.3.1 Oberflachenmarkierung von regulatorischen T Zellen

Nach der Isolation wurde das errechnete Volumen fur 100.000 bzw. 300.000
PBMCs in FACS Roéhrchen uberfuhrt und mit 1 ml PBS + 2 % FCS gewaschen
(5 Min, 1300 RPM, 20° C). Nachdem die Zellen im FACS-R&6hrchen resuspen-
diert wurden, erfolgte die Oberflachenfarbung.

Fir die Isotypenkontrolle dienten IgG2-FITC, IgG1-PE und IgG1-PerCP Antikor-
per und fur die Proben anti-CD3-FITC, anti-CD25-PE und anti-CD4-PerCP Anti-
korper zur Markierung der entsprechenden Oberflachenantigene der T Zellen.
Nachdem die Zellen mit den Antikorpern 15-20 Minuten auf Eis im Dunkeln in-
kubierten, wurden sie anschliefend mit kaltem PBS + 2 % FCS (5 Min, 1300
RPM, 20° C) gewaschen.

2.2.3.2 Detektion des intrazellularen Transkriptionsfaktors FOXP3

Um den Transkriptionsfaktor FOXP3 in CD4+CD25+ regulatorischen T Zellen
zu detektieren, wurden die Zellen nach dem standardisierten Protokoll der



Firma BioLegend angefarbt. Bevor die Intrazellularfarbung durchgefihrt werden
konnte, wurden die Zellen mit einem frisch hergestellten Fixierungs-
/Permeabilisierungspuffer stabilisiert und durchlassig gemacht: Hierfur wurde
der FOXP3 Fix/Perm buffer (4x) mit PBS auf 1 verdunnt.

Es wurde 1 ml FOXP3 Fix/Perm buffer (1x) zu den Proben gegeben. Diese wur-
den anschlieRend mithilfe eines Schuttlers (Vortex) resuspendiert und 20 Minu-
ten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wurden die
Proben zentrifugiert (5 Min, 1300 RPM, 20° C), der Uberstand abgekippt und
mit 1 ml PBS+2 % FCS gewaschen. Nun wurden die Zellen in einem frisch
hergestellten FOXP3 Permeabilisierungspuffer (FOXP3 Perm buffer (10x) in
PBS auf 1 verdunnt) in 1 ml FOXP3 Perm buffer (1x) gewaschen, zentrifugiert,
der Uberstand verworfen und ein weiteres Mal in 1 ml FOXP3 Perm buffer (1x)
gewaschen, durch Vortexen resuspendiert und 15 Minuten bei Raumtemperatur
im Dunkeln inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen zentrifugiert (5 Min, 1300
RPM), der Uberstand verworfen und die Zellen in 100 ul FOXP3 Perm buffer
(1x) resuspendiert und 3 ul Fluorchrom markierte anti-FOXP3 Antikorper hin-

zugegeben und 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.

AbschlieRend wurden die Zellen zweimal in 2 ml PBS + 2 %FCS gewaschen (5
Min, 1300 RPM, 20° C), der Uberstand abgeschiittet und 50.000 Zellen im
FACS-Gerat gezahlt.

Danach wurden die CD3'CD4" T Zellfraktion, also die T-Helferzellen und
regulatorischen T  Zellen, aufgereinigt. Die Analyse erfolgte
durchflusszytometrisch nach Fluoreszenzmarkierung der Oberflachenantigene
CD4, CD25 und des intrazellularen Transkriptionsfaktors FOXP3, um die
gesuchten CD4*CD25'FOXP3* regulatorischen T Zellen identifizieren zu
konnen. Die Markierung von FOXP3 schaffte die Voraussetzung, regulatorische
T Zellen gegenuber den T-Helferzellen abzugrenzen.

2.2.4 Isolation der Monozyten mittels CD14-Microbeads aus Peripherblut

Fur die Isolation der Monozyten wurde das Gerat autoMACS Pro Separator be-
nutzt, welches mit der MACS (Magnetic Activated Cell Sorting) Methode



arbeitet: Hierbei sind Magnetpartikel an Antikorper gebunden, die spezifische
Oberflachenantigene erkennen. Das Zellgemisch durchwandert eine Saule, die
von einem starken Magnetfeld umgeben ist. Dieses Magnetfeld zieht die
magnetisch markierten Zellen an (positive Selektion), wahrend die nicht
markierten Zellen die Saule passieren (negative Selektion). Nachdem das
Magnetfeld von der Saule entfernt wurde, konnen die gesuchten Zellen
ausgewaschen und in einem Behalter isoliert werden. Durch Verwendung von an
anti-CD14 Antikorper gekoppelte Partikel konnen CD14+ Monozyten durch

positive Selektion gewonnen werden.

Zur MACS-Aufbereitung der Probe wurden die verbliebenen PBMCs von den
Patientenproben genommen und 0,8 x 107 PBMCs vom gesunden
Spenderblut, wobei davon ausgegangen wurde, dass 5-10 % der darin
enthaltenen Zellen Monozyten sind. Dieser Ansatz war nétig, um genugend

Zellen fur die Bestimmung IL-17 sezernierender Zellen zu haben.

Diese Probe wurde 10 Minuten lang bei 4° Celsius zentrifugiert, auf Anlauf- und
Auslaufstufe 9 und bei 1300 RPM. Der Uberstand wurde vollstandig mit einer
Pipette abgenommen, das Zellpellet in 80 ul MACS Puffer pro 1077 Zellen
resuspendiert und 20 ul CD 14 MicroBeads pro 10*7 Zellen dazugegeben. Die
Proben wurden resuspendiert und 15 Minuten im Kuhlschrank inkubiert.
Anschlielend wurden die Zellen mit 1-2 ml MACS Puffer pro 1027 Zellen (5
Min, 1300 RPM, 4 °C) gewaschen, der Uberstand vollstdndig mit einer Pipette
abgenommen und 1048 Zellen in 500 ul MACS Puffer resuspendiert.

Die Proben wurden in den autoMACS Pro Separator gebracht und mit dem Pro-
gramm ,Posselds” positive Selektion im sensitiven Modus, bei welchem die Zel-
len zwei Saulen durchlaufen, die CD14+ Monozyten separiert. Um die Reinheit
zu bestimmen, wurden 50—-100 ul aus den isolierten CD14+ Zellen entnommen,
mit 3 ul CD14-FITC markiert und spater im FACS analysiert.



2.2.5 Bestimmung IL-17 und sezernierender Zellen

Um die Monozyten-induzierte IL-17 Produktion durch T Zellen zu untersuchen,
wurden Monozyten von jeweils gesunden Spendern und Patienten mit CD4+ T
Zellen in einem Verhaltnis von 1:10 (Monozyten:PBMCs) ko-kultiviert.

Das bendtigte Volumen fur 200.000 PBMCs pro Versuchsansatz wurde in 15 ml
Roéhrchen Uberfuhrt.

Nach Isolation der Monozyten wurde deren Anzahl mittels Zahlkammer
bestimmt und das bendtigte Volumen in Versuchsrohrchen uberfuhrt. Im
Allgemeinen wurden 140.000 Monozyten eingesetzt, was 20.000 Monoyzten

pro Versuchsansatz entspricht.

AnschlieRend wurden die Proben zentrifugiert (5 Min, 1300 RPM, 20 °C), das
Pellet von den Patienten PBMCs und Monozyten in 700 ul Medium
resuspendiert und das Pellet von den PBMCs des gesunden Spenders in 2000
ul Medium resuspendiert. Die Zellen wurden mit I6slichem anti-CD3 Antikorper
(100 ng/ml) (OKT3) ko-kultiviert: Es wurden 2 ul OKT3 in einer 1:10.000
Verdunnung mit Medium in die Locher einer 96-Lochplatte mit flachem Boden
pipettiert. Als OKT3 Ersatz wurde ab April 2012 anti-hu-CD3 in einer 1:10.000

Verdunnung mit Medium genommen.

Nun wurden 100 ul von den entsprechenden Zellen ausgesat und jeweils zwei
Locher, die mit OKT3 bzw. anti-hu-CD3 gefullt waren, folgenderweise

angesetzt:

- PBMCs vom gesunden Spender

- PBMCs vom Patienten

- PBMCs vom gesunden Spender ko-kultiviert mit Monozyten vom gesunden
Spender

- PBMCs vom Patienten ko-kultiviert mit Monozyten vom Patienten

- PBMCs vom gesunden Spender ko-kultiviert mit Monozyten vom Patienten

- PBMCs vom Patienten ko-kultiviert mit Monozyten vom gesunden Spender



Des Weiteren wurden PBMCs vom gesunden Spender in weitere sechs Locher

ohne OKT3 angesetzt, um eine Wirkungsreferenz des OKT3 zu haben.

Da ein Gesamtvolumen von 200 ul pro Loch erzielt wurde, wurde in einfach ge-
fullte Locher je 100 ul Medium dazugegeben. Abschlielend wurden die Zellen
in der 96-Lochplatte funf bis sechs Tage im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO»
inkubiert.

2.2.6 Analyse IL-17 und IFN-y produzierender T Zellen

Zur Analyse der Produktion von IL-17 und IFN-y durch T Zellen erfolgte eine
Reaktivierung der Zellen in den Loéchern der Versuchsplatte mit Phorbol-12-
myristat-13-acetat (PMA) und lonomycin, welche die Proteinkinase C und die
Sekretion von Zytokinen in T Zellen aktivieren. Hierfur wurden 5 ul PMA in einer
1:20.000 Verdunnung mit PBS und 2,5 ul lonomycin in einer 1:1.000

Verdinnung mit PBS verwendet.

Nach zwei Stunden Inkubation im Brutschrank wurde mittels 2,5 ul Monensin in
einer 1:1.000 Verdunnung mit PBS der intrazellulare Proteintransport blockiert.
Nach weiteren drei Stunden Inkubationszeit wurde mit der Oberflachenfarbung
begonnen. Dazu wurden die Zellen aus der Platte gelost, in FACS-Rohrchen
uberfuhrt, mit 2 ml PBS mit 2 % FCS gewaschen (5 Min, 1300 RPM, 20 °C),
aufgeschuttelt, mit IgG1-PerCP bzw. anti-CD4-PerCP angefarbt und 15-20 Mi-
nuten auf Eis im Dunkeln inkubiert. Anschlie3end wurden die Rohrchen mit 2 ml
kaltem PBS + 2 % FCS gewaschen (5 Min, 1300 RPM, 20 °C).

Um die Intrazellularfarbung durchfihren und die Expression von IL-17 nachwei-
sen zu konnen, wurden die Zellen mit 100 ul Fixation solution fixiert und 20 Mi-
nuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Zur Permeabilisierung der Zel-
len wurde Permeabilization Buffer von 10x auf 1x in Ampuwa verdinnt und
zweimal mit 0,5 ml 1xPerm Buffer pro Rohrchen (5 Min, 1300 RPM, 20 °C)

gewaschen.

Nun wurden die intrazellular markierenden Antikorper auf die Zellen gegeben:

5 ul anti-IL-17-Alexa-Fluor in einer 1:1 Verdinnung mit 1x Perm Buffer, 3 ul



anti-IFN-y-FITC in einer 1:7 Verdiunnung mit 1x Perm Buffer, 15 ul anti-Stat3-
PE. Fir die Isotypenkontrolle wurde in aquivalenter Menge IgG1-Alexa-Fluor,
IgG1-FITC und IgG1-PE verwendet, 20 Minuten bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert, einmal mit 0,5 ml 1x Perm Buffer (5 Min, 1300 RPM, 20° C)
und einmal mit 2 ml PBS+ 2 %FCS (5 Min, 1300 RPM, 20° C) gewaschen.

Abschliel3end erfolgte die Analyse im FACS.

2.2.7 Einfrieren von Zellen

Nachdem die Schritte aus Kapitel 2.2.1 erfolgt waren, war es mdglich, das
Pellet in 1 ml 90 % FCS + 10 % DMSO zu resuspendieren, die Zellen sofort in
Cryovial Réhrchen zu uberfuhren und in einer CryoBox bei -80°C einzufrieren.



3 Ergebnisse

3.1 Nachweis von CD4'CD25'FOXP3" regulatorischen T Zellen ex

vivo

3.1.1 Patientencharakteristika

In einigen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass CD4"CD25"FOXP3" re-
gulatorische T Zellen die Zytokine TGF-f3 und IL-10 ausschutten und die T Zell-
differenzierung inhibieren, wodurch sie antiinflammatorisch wirken [114]. Des
Weiteren tragen sie zur Selbsttoleranz bei [115]. Daher wird vermutet, dass das
Verhaltnis von CD4*CD25"FOXP3" regulatorischen T Zellen zu CD4*CD25™ Ef-
fektor T Zellen eine wichtige Rolle spielt und eine Verschiebung zugunsten der
CD4*CD25'FOXP3" regulatorischen T Zellen den autoinflammatorischen Pro-
zess vermindert [22].

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob unterschiedliche immunsuppressive Be-
handlungsformen den Anteil an CD4*CD25"FoxP3" Zellen im peripheren Blut
von Patienten mit JIA beeinflussen. Daflr wurden Patienten mit JIA, die mit
Methotrexat (MTX) alleine, in Kombination mit Etanercept oder Adalimumab
oder mit einem TNF-a Inhibitor alleine behandelt wurden, nach Einwilligung
(informed consent) in diese Studie aufgenommen. Zudem lag die Zustimmung
der Ethikkommission der Universitat Tubingen (Ethikantragnummer:
154/2011BO1) vor. Eine Ubersicht der in diese Studie eingeschlossenen
Patienten ist in Tabelle 2 dargestellt.



Tab. 2 Charakteristika der Patienten in der Studie

ANA = anti-nuklearer Antikérper; MTX = Methotrexat; NSAR = nicht steroidale Antirheumatika;
SEM= Standardfehler des Mittelwerts
Polyartikular

(seronegativ/  JIA, andere
seropositiv)

Persistent Extended
oligoartikular oligoartikular

Charakteristika Patienten mit
MTX-Behandlung

Anzahl (Gesamtpatienten- 2 (28%) - 1 (14%) 4 (56%)
zahl=7) (seronegativ)

weiblich : mannlich 2:0 1:0 4:0
mittleres Alter in Jahren 10 9 11

(x SEM)

Anzahl (%) ANA+ 1 (50%) 1 (100%) 2 (50%)
Anzahl (%) zuséatzliche 1 (50%) 0 25

Behandlung mit NSAR

Charakteristika Patienten mit
MTX+Etanercept-Behandlung

Anzahl 2 (50%) - - 2 (50%)
(Gesamtpatientenzahl=4)

weiblich : mannlich 1:1 2:0
mittleres Alter in Jahren 9,5 17

(x SEM)

Anzahl (%) ANA+ 2 (100%) 1 (50%)
Anzahl (%) zuséatzliche 1 (50%) 1 (50%)

Behandlung mit NSAR

Charakteristika Patienten mit
MTX+Adalimumab Behandlung

Anzahl 1 (33.3%) 1 (33.3%) 1 (33.3%) -
(Gesamtpatientenzahl=3) (seronegativ)
weiblich : mannlich 1:0 1:0 1:0

mittleres Alter in Jahren 11 13 10

(x SEM)

Anzahl (%) ANA+ 1 (100%) 0 1(100%)
Anzahl (%) zuséatzliche 0 1(100%) 0

Behandlung mit NSAR




Der Stichprobenumfang von Patienten, die mit einem TNF-a Inhibitor alleine be-
handelt wurden, war zu gering, um in die Auswertung einbezogen werden zu

konnen.

Um den Anteil an CD4*CD25*FOXP3"* regulatorischen T Zellen zu bestimmen,
wurden PBMCs aus dem peripheren Blut von JIA Patienten (n=14) sowie von
gesunden Spendern (n=9) isoliert (s. 2.2.1). Anschlielend wurde der Anteil an
CD4'CD25'FoxP3" Zellen in den PBMCs mittels Durchflusszytometrie

bestimmt.

3.1.2 Exemplarische Darstellung der durchflusszytometrischen Auswer-

tung eines gesunden Spenders

In Abbildung 4 ist exemplarisch die phanotypische Analyse der
CD4*CD25'FOXP3" regulatorischen T Zellen eines gesunden Spenders darge-

stellt.

Mithilfe des nachfolgenden Dichteplots (Abb. 4B) wurde der Anteil an
CD3'CD4" T Zellen innerhalb der Lymphozyten bestimmt. Diese CD3"'CD4" T
Zellen wurden in Region 2 (R2) definiert. Anschlieend wurde der Anteil an
CD25'FoxP3" Zellen innerhalb der CD3"CD4" T Zellpopulation bestimmt. Der
durchschnittlich ermittelte Anteil an CD3"CD4" T Zellen betrug 39.45 % (Abb.
4B, Abb. 5A) und an CD4"CD25"FoxP3" regulatorischen Zellen 1.07 % bei den
gesunden Spendern (n=9) (Abb. 4C, Abb. 5B).

A B c

g, b kS

™ a R2 54,54% - 1,01%

§. by C'JS 0")9 i

% QY] QA
: 2 o
’8 3. 2.

O'ol. x'o
OO i1 4 - - OO h¥s
o e 700 10! 102 103 104 00 10! 102 100 10t
CD3 CD25

Abb. 4. Phanotypische Analyse der CD4+CD25+FOXP3+ regulatorischen T Zellen eines
gesunden Spenders



A: FSC/SSC Dichteplot (FSC: x-Achse, SSC: y-Achse). Region 1 (R1) definiert die Lymphozy-

tenpopulation.

B: Der Anteil der CD3°CD4" T Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt und als Region
2 (R2) definiert.

C: Der Anteil der CD25'FOXP3* Zellen innerhalb der CD3"'CD4" T Zellen wurde durchflusszy-

tometrisch bestimmt und befindet sich im rechten oberen Quadranten.

Abbildung 5 zeigt graphisch den Anteil an CD3'CD4" T Zellen (A) und
CD4'CD25"FoxP3" regulatorischen Zellen (B) bei gesunden Spendern.
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Abb. 5. Prozentualer Anteil der CD3+CD4+ T Zellen (A) und CD4+CD25+FoxP3+
regulatorischen Zellen (B) bei gesunden Spendern

A: Dargestellt ist der prozentuale Anteil der CD3'CD4" T Zellen innerhalb der Lymphozyten

bei gesunden Spendern.

B: Gezeigt wird der prozentuale Anteil der CD4'CD25'FoxP3" regulatorischen Zellen
innerhalb der CD3°CD4" T Zellen bei gesunden Spendern.

Die Daten zeigen die arithmetischen Mittelwerte, die vertikalen Linien den Standardfehler des

Mittelwerts (SEM).

3.1.3 Einfluss von Methotrexat in vivo

Zunachst wurde der Einfluss der Methotrexatgabe bei Patienten mit JIA auf den
Anteil der CD4*CD25'FOXP3* regulatorischen T Zellen im peripheren Blut

untersucht.



Hierfir wurden PBMCs von JIA Patienten, die mit MTX behandelt wurden (n=7)
und gesunden Spendern (n=9) (s.2.2.1) isoliert und der Anteil an
CD4'CD25'FoxP3" Zellen innerhalb dieser PBMCs durchflusszytometrisch er-
mittelt (s. 2.2.3).

Die phanotypische Analyse der CD4*CD25"FOXP3" regulatorischen T Zellen ei-
nes JIA Patienten mit MTX Behandlung ist exemplarisch in Abbildung 6 darge-
stellt. Die durchflusszytometrische Bestimmung des Anteils an regulatorischen
T Zellen innerhalb der Lymphozyten erfolgte wie oben beschrieben.
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Abb. 6. Phinotypische Analyse der CD4'CD25'FOXP3" regulatorischen T Zellen eines JIA
Patienten, der mit MTX behandelt wurde

A: FSC/SSC Dichteplot (FSC: x-Achse, SSC: y-Achse). Die Lymphozytenpopulation wird mit
Region 1 (R1) gekennzeichnet.

B: Mittels Durchflusszytometrie wurde der Anteil der CD3°CD4" T Zellen festgelegt und als
Region 2 (R2) definiert.

C: Der Anteil der CD25'FOXP3* Zellen innerhalb der CD3'CD4" T Zellen wurde durchflusszy-

tometrisch bestimmt und ist im rechten oberen Quadranten zu sehen.



Den prozentualen Anteil CD4"CD25"FOXP3" T Zellen in PBMCs von gesunden
Probanden und JIA Patienten mit MTX Behandlung zeigt Abbildung 7.
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Abb. 7. Prozentualer Anteil CD4°CD25'FOXP3" T Zellen in PBMCs von gesunden Proban-
den und JIA Patienten mit MTX Behandlung

Die Abbildung zeigt mit einem Scatter Plot den prozentualen Anteil CD4"CD25FoxP3" T Zellen
in Lymphozyten von gesunden Spendern sowie Patienten mit JIA, die mit MTX behandelt
wurden. Der prozentuale Anteil CD4"CD25FoxP3" wurde durch Beschrénkung auf die CD4™ T
Zellsubpopulation bestimmt. Die horizontalen Linien reprasentieren den arithmetischen
Mittelwert, die vertikalen Linien den Standardfehler des Mittelwerts (SEM). Signifikanzanalysen

wurden mithilfe des Student's t-Test fur gepaarte Stichproben durchgefiihrt.

Wie in Abbildung 7 ersichtlich, war bei JIA Patienten, die mit MTX alleine
behandelt wurden, kein signifikant hoherer Anteil an CD4"'CD25'FOXP3" T
Zellen (Mittelwert £+ SEM; 1.01 + 0.13 %), verglichen mit PBMCs gesunder

Probanden (1.07 £ 0.17 %) zu vermerken.

3.1.4 Einfluss von Methotrexat und Etanercept in vivo

Des Weiteren wurde ermittelt, ob die Behandlung mit MTX in Kombination mit
Etanercept den Anteil von CD4*CD25"FOXP3* regulatorischen T Zellen in den
Lymphozyten bei JIA Patienten erhoht.



Grundlage dieser Untersuchung waren eigene Ergebnisse und Studien, die
eine Erhohung der regulatorischen T Zellen durch TNF-a-Blockade bei
Patienten mit rheumatoider Arthritis zeigten [116]. Diese Ergebnisse werden
jedoch kontrovers diskutiert [117].

Um den Anteil an CD4'CD25'FOXP3* regulatorischen T Zellen von JIA
Patienten mit MTX und Etanercept Behandlung zu bestimmen, wurden PBMCs
aus dem Peripherblut von JIA Patienten, die mit MTX und Etanercept (n=4)
behandelt wurden, PBMCs von JIA Patienten mit MTX Behandlung (n=7) und
gesunden Probanden (n=9) isoliert (s. 2.2.3) und der Anteil an regulatorischen
T Zellen durchflusszytometrisch bestimmt.

Die phanotypische Analyse der CD4*CD25"FOXP3* regulatorischen T Zellen ei-
nes JIA Patienten, der mit MTX und Etanercept behandelt wurde, zeigt exempla-
risch Abbildung 8, den prozentualen Anteil CD4'CD25'FOXP3* T Zellen in
PBMCs gesunder Probanden, in PBMCs von JIA Patienten mit MTX Behandlung
und JIA Patienten mit MTX und Etanercept Behandlung Abbildung 9.
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Abb. 8. Phinotypische Analyse der CD4'CD25'FOXP3" regulatorischen T Zellen eines JIA
Patienten, der mit MTX und Etanercept behandelt wurde

A: FSC/SSC Dichteplot (FSC: x-Achse, SSC: y-Achse). Die Lymphozytenpopulation wird
durch Region 1 (R1) definiert.

B: Der Anteil der CD3"CD4" T Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt und wird als Re-
gion 2 (R2) definiert.

C: Innerhalb der CD3"CD4" T Zellen wurde der Anteil der CD25*FOXP3" Zellen durchflusszy-

tometrisch festgelegt und ist im rechten oberen Quadranten ersichtlich.
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Abb. 9. Prozentualer Anteil CD4°CD25'FOXP3"* T Zellen in PBMCs von gesunden Spen-
dern, JIA Patienten mit MTX Behandlung und JIA Patienten mit MTX + Etanercept
Behandlung

Dargestellt ist ein Scatter Plot, der den prozentualen Anteil an CD4'CD25'FoxP3" Zellen in
Lymphozyten von gesunden Spendern sowie Patienten mit JIA behandelt mit MTX bzw MTX +
Etanercept nach durchflusszytometrischer Analyse zeigt. Der prozentuale Anteil
CD4'CD25'FoxP3" wurde durch Beschriankung auf die CD4" T Zellsubpopulation analysiert.
Die horizontalen Linien reprasentieren den arithmetischen Mittelwert, die vertikalen Linien den
Standardfehler des Mittelwerts (SEM). Statistische Signifikanz wurde mittels One-way ANOVA

mit Bonferroni’s post-hoc test ermittelt, ***P<0.0017.

Es konnte gezeigt werden, dass JIA Patienten, die mit MTX in Kombination mit
Etanercept behandelt wurden, einen signifikant hoheren Anteil an
CD4'CD25'FOXP3" T Zellen (Mittelwert + SEM; 3.12 + 0.64 %) verglichen mit
PBMCs von JIA Patienten, die nur mit MTX behandelt wurden (1.01 £ 0.13 %)
bzw. verglichen mit PBMCs gesunder Spender (1.07 £ 0.17 %) aufwiesen.



3.1.5 Einfluss von Methotrexat und Adaliumumab in vivo

Weiterhin wurde der Einfluss auf die Entwicklung von regulatorischen T Zellen
bei JIA Patienten mit Behandlung durch MTX in Kombination mit Adalimumab

untersucht.

PBMCs aus dem Peripherblut von gesunden Probanden (n=9), PBMCs von JIA
Patienten mit MTX Behandlung (n=7) und PBMCs von JIA Patienten mit MTX
und Adalimumab Behandlung (n=3) wurden isoliert, mit CD4, CD25, FOXP3
Antikorpern markiert und anschliefend durchflusszytometrisch analysiert (s.
2.2.1und 2.2.3).

Abbildung 10 zeigt exemplarisch die phanotypische Analyse der
CD4*CD25'FOXP3" regulatorischen T Zellen eines JIA Patienten mit MTX und
Adalimumab Behandlung und Abbildung 11 den prozentualen Anteil an
CD4"CD25'FOXP3" T Zellen in PBMCs von gesunden Probanden, JIA Patienten
mit MTX Behandlung und JIA Patienten mit MTX und Adalimumab Behandlung.
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Abb. 10 Phinotypische Analyse der CD4'CD25'FOXP3" regulatorischen T Zellen eines
JIA Patienten, der mit MTX und Adalimumab behandelt wurde

A: FSC/SSC Dichteplot (FSC: x-Achse, SSC: y-Achse). Die Lymphozytenpopulation wird
durch Region 1 (R1) definiert.

B: Als Region 2 (R2) wurde der Anteil der CD3°CD4" T Zellen nach durchflusszytometrischer
Analyse festgelegt.

C: Der Anteil der CD25'FOXP3" Zellen innerhalb der CD3'CD4" T Zellen wurde mittels

Durchflusszytometrie bestimmt und befindet sich im rechten oberen Quadranten.
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Abb. 11 Prozentualer Anteil CD4'CD25'FOXP3" T Zellen in PBMCs von gesunden
Probanden, JIA Patienten mit MTX Behandlung und JIA Patienten mit MTX und
Adalimumab Behandlung

In der Abbildung ist mit einem Scatter Plot der prozentuale Anteil CD4"CD25'FoxP3" T Zellen in
Lymphozyten von gesunden Spendern (n=9) sowie Patienten mit JIA, die mit MTX (n=7) bzw.
MTX + Adalimumab (n=3) behandelt wurden, dargestellt. Durch Beschrénkung auf die CD4" T
Zellsubpopulation wurde der prozentuale Anteil CD4"CD25'FoxP3" T Zellen bestimmt.

Die horizontalen Linien reprasentieren den arithmetischen Mittelwert, die vertikalen Linien den
Standardfehler des Mittelwerts (SEM). Signifikanzanalysen wurden mittels One-way ANOVA mit

Bonferroni’s post-hoc test ermittelt.

Zusammenfassend wurde bei JIA Patienten, die mit MTX und Adalimumab be-
handelt wurden, kein signifikant héherer Anteil an CD4"CD25"FOXP3" T Zellen
(Mittelwert + SEM; 1.08 £ 0.32 %) verglichen mit PBMCs von JIA Patienten, die
mit MTX alleine behandelt wurden, (1.01 £ 0.13 %) bzw. verglichen mit PBMCs
gesunder Spender (1.07 £ 0.17 %) detektiert.



3.1.6 Vergleich von CD4'CD25'FOXP3" regulatorischen Zellen bei unter-

schiedlichen immunsuppressiven Therapieformen bei JIA

Fasst man die oben dargestellten Ergebnisse in einer Abbildung zusammen,
wird deutlich, dass bei JIA Patienten, die mit MTX und Etanercept (n=4)
behandelt wurden, signifikant mehr regulatorische T Zellen im peripheren Blut
nachgewiesen werden konnten als bei gesunden Spendern (n=9), JIA
Patienten, die nur mit MTX (n=7) oder einer Kombination von MTX und Ada-

limumab (n=3), therapiert wurden.
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Abb. 12 Prozentualer Anteil CD4'CD25'FOXP3* T Zellen bei verschiedenen
Behandlungen

Mononukleare Zellen aus dem Blut gesunder Spender sowie JIA Patienten mit den in Tabelle 1
beschriebenen Charakteristika wurden mithilfe der Durchflusszytometrie analysiert. Der prozen-
tuale Anteil CD4"CD25"FOXP3" T Zellen in den Lymphozyten ist graphisch dargestellt. Die hori-
zontalen Linien reprasentieren den arithmetischen Mittelwert, die vertikalen Linien den
Standardfehler des Mittelwerts (SEM). Statistische Signifikanz wurde mittels One-way ANOVA
mit Bonferroni’s post-hoc test ermittelt, ***P<0.0017.



Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der Anteil an
CD4"CD25'FOXP3" regulatorischen T Zellen durch Behandlung mit MTX in

Kombination mit Etanercept signifikant zunimmt.



3.2 Nachweis von IL-17 und IFN-y produzierenden T Zellen ex vivo

Es ist bekannt, dass die Anwesenheit des Zytokins TGF-f mit den proinflamma-
torischen Zytokinen IL-6, IL-23 und IL-21 die Transkriptionsfaktoren STAT 3 und
RORyT aktivieren, wodurch T Zellen zu T Helfer Zellen vom Th17-Typ differen-
zieren. Th17 Zellen produzieren die Zytokine IL-17, IL-23, IL-22, welche
inflammatorische und gewebeschadigende Effekte vor allem in den Gelenken
ausuben [107, 108].

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Zytokine IFN-y und IL-12 zur
Differenzierung einer naiven T Zelle zur Th1 Zelle beitragen. Th1 Zellen
schiatten die Zytokine |IFN-y, IL-2, TNF-o aus und wirken dadurch
proinflammatorisch [69]. Besonders TNF-a dient als Angriffsort von Biologika

wie Etanercept und Adalimumab (siehe 1.1.5.2).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss die unterschiedli-
chen immunsuppressiven Behandlungen auf den Anteil an induzierten IL-17"
sowie IFN-y* Zellen in den PBMCs haben.

Zur Analyse IL-17 und IFN-y produzierender T Zellen wurden PBMCs aus dem
Peripherblut von gesunden Spendern mit I6slichem oCD3 Antikorper (100
ng/ml) kokultiviert und nach funf Tagen mit PMA und lonomycin restimuliert.
Mithilfe der Durchflusszytometrie wurden die IL-17", IFN-y* sowie Stat3" Zellen
innerhalb der CD4" T Zellpopulation bestimmt. Abbildung 9 zeigt exemplarisch
die phanotypische Analyse der IL-17 und IFN-y produzierenden T Zellen eines
gesunden Spenders.

Mithilfe des nachfolgenden Dichteplots wurde der Anteil an CD4*IL-17" T
Zellen innerhalb der Lymphozyten bestimmt (Abb. 13B). Diese CD4"IL-17" T
Zellen wurden in Region 2 (R2) definiert. AnschlieRend wurde der Anteil an 1.
IL-17" Th17 Zellen, 2. IFN-y" Th1 Zellen und 3. IL-17"/IFN-y" Th17/Th1 Zellen
(Abb. 13C), 4. IL-17"/Stat3" zur genaueren Abgrenzung der Th17 Zellen (Abb.
13D) bestimmt.



Ergebnisse

In den nachfolgenden Abbildungen ist der prozentuale Anteil der IL-17* Th17
Zellen im linken oberen Quadranten, der IFN-y* Th1 Zellen im rechten unteren
Quadranten, der IFN-y*/IL-17* Th1/Th17 Zellen im rechten oberen Quadranten
(Abb. 13C) und der IL-17%/Stat3" Th17 Zellen im rechten oberen Quadranten
(Abb. 13D) abzulesen.

Der durchschnittlich ermittelte Anteil an IL-17" Th17 Zellen bei den gesunden
Spendern (n=18) betrug 2.83 % (Abb. 13C), an IFN-y* Th1 Zellen (n=18)
16.03 % (Abb. 13C), an IFN-y*/IL-17* Th1/Th17 Zellen (n=17) 1.69 % (Abb.
13C) und an IL-17"/Stat3* Th17 Zellen (n=17) 3.08 % (Abb. 13D).
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Abb. 13 Phidnotypische Analyse der IL-17 und IFN-y produzierenden T Zellen eines

gesunden Spenders nach Kokultivierung mit I6slichem aCD3 Antikérper und
Restimulation nach fiinf Tagen
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A: FSC/SSC Dichteplot (FSC: x-Achse, SSC: y-Achse). Region 1 (R1) definiert die Lymphozy-

tenpopulation.

B: Der Anteil der CD4°IL-17" T Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt und als Region
2 (R2) definiert.

C: Der Anteil der IL-17" Zellen innerhalb der CD4’IL-17° T Zellen wurde
durchflusszytometrisch bestimmt und befindet sich im linken oberen Quadranten, der Anteil
der IFN-y* T Zellen im rechten unteren Quadranten und der Anteil der IFN-y*IL-17" T Zellen

im rechten oberen Quadranten.

D: Der Anteil der IL-17" Stat3* T Zellen innerhalb der CD4°IL-17" T Zellen wurde

durchflusszytometrisch bestimmt und befindet sich im rechten oberen Quadranten.

Die Studie schloss Patienten mit JIA ein, die mit MTX alleine, in Kombination
mit Etanercept oder Adalimumab oder mit einem TNF-a Inhibitor alleine
behandelt wurden. Die Patienten wurden nach Einwilligung (informed consent)
in die Studie eingeschlossen. In Tabelle 3 sind die Charakteristika der Patienten

dargestellt.

Der Stichprobenumfang von Patienten, die mit einem TNF-a Inhibitor alleine be-
handelt wurden, ist zu gering, um in die Auswertung miteinbezogen werden zu

konnen.



Tab. 3 Charakteristika der Patienten in der Studie

ANA = anti-nuklearer Antikorper; MTX = Methotrexat; NSAR = nicht steroidale Antirheumatika

Persistent Extended Polyartikular  JIA, andere
oligoartikular oligoartikular :

(seronegativ/

seropositiv)
Charakteristika
Patienten mit MTX-
Behandlung
Anzahl 1(16.7 %) 1(16.7 %) 2 (33.3 %) 2 (33.3 %)
(Gesamtpatientenzahl=6) (seronegativ)
weiblich : mannlich 1:0 1:0 2:0 2:0
Mittleres Alter in Jahren 15 12 11,5 10
(x SEM)
Anzahl (%) ANA+ - 1 (100 %) - 1 (50 %)
Anzahl (%) zusatzliche - 1 (100 %) 2 (100 %) 1 (50 %)
Behandlung mit NSAR
Charakteristika
Patienten mit
MTX+Etanercept-Behandlung
Anzahl 3 (42.8 %) 1(14.3 %) 1(14.3%) 2 (28.6 %)
(Gesamtpatientenzahl=7) (seronegativ)
weiblich : mannlich 1:2 1:0 0:1 2:0
Mittleres Alter in Jahren 6 9 11 19
(x SEM)
Anzahl (%) ANA+ 2 (66.6 %) - - unbekannt
Anzahl (%) zusatzliche 1(33.3 %) - - 1 (50 %)
Behandlung mit NSAR
Charakteristika
Patienten mit
MTX+Adalimumab -
Behandlung
Anzahl 1 (50 %) - 1 (50 %)
(Gesamtpatientenzahl=2) (seronegativ)
weiblich : mannlich 1:0 - 1:0
Mittleres Alter in Jahren 11 - 20
(x SEM)
Anzahl (%) ANA+ 1 (100 %) - -

Anzahl (%) zuséatzliche - - -
Behandlung mit NSAR




3.2.1 Einfluss von Methotrexat in vivo

Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, wie sich das Verhaltnis von IL-17 se-
zernierender Th17 Zellen und IFN-y freisetzender Th1 Zellen bei JIA Patienten
unter MTX Behandlung verandert.

Zuerst wurden die T Zellen enthaltenden PBMCs gesunder Donoren (A, B
n=18; C, D n=17) und von Patienten, die mit MTX behandelt wurden (n=6)
durch die Kokultivierung mit einem Ioslichen aCD3 Antikorper (100 ng/ml)
stimuliert. Nach funf Tagen erfolgte eine Restimulation der Zellen mit
PMA/lonomycin. Daraufhin wurde der Anteil an IL-17", IFN-y" sowie Stat3”
Zellen innerhalb der CD4"* T Zellpopulation durchflusszytometrisch bestimmt.

Die phanotypische Analyse der IL-17 und IFN-y produzierenden T Zellen eines
JIA Patienten mit MTX Behandlung wird exemplarisch in Abbildung 14 darge-
stellt. In Abbildung 12 wird der prozentuale Anteil der IL-17", IFN-y*, IL-17"/IFN-
v', IL-177/Stat3" T Zellen gezeigt.



Ergebnisse
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Abb. 14 Phanotypische Analyse der IL-17 und IFN-y produzierenden T Zellen eines JIA
Patienten mit MTX Behandlung nach Kokultivierung mit I6slichem oCD3
Antikorper und Restimulation nach fiinf Tagen

A: FSC/SSC Dichteplot (FSC: x-Achse, SSC: y-Achse). Region 1 (R1) definiert die Lymphozy-

tenpopulation.
B: Der Anteil der CD4'IL-17" T Zellen wurde durchflusszytometrisch analysiert und als
Region 2 (R2) festgelegt.

C: Der Anteil der IL-17" Zellen innerhalb der CD4’IL-17° T Zellen wurde
durchflusszytometrisch bestimmt und ist im linken oberen Quadranten erkennbar, der
Anteil der IFN-y* T Zellen im rechten unteren Quadranten und der Anteil der IFN-y*IL-17" T

Zellen im rechten oberen Quadranten.

D: Der Anteil der IL-17" Stat3* T Zellen innerhalb der CD4°IL-17" T Zellen wurde

durchflusszytometrisch analysiert und befindet sich im rechten oberen Quadranten.
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Abb. 15 Prozentualer Anteil IL-17", IFN-y*, IL-17"/IFN-y* IL-17"/Stat3" T Zellen in PBMCs
gesunder Probanden und PBMCs von JIA Patienten mit MTX Behandlung

Der prozentuale Anteil an (A) IL-17" Zellen (B) IFN-y* Zellen (C) IFN-y*/IL-17* Zellen (D) IL-
17"/Stat3” Zellen wurde durchflusszytometrisch in PBMCs von Patienten mit JIA mit MTX Be-

handlung sowie in PBMCs von gesunden Spendern bestimmt.

Die horizontalen Linien reprasentieren den arithmetischen Mittelwert, die vertikalen Linien den
SEM. Signifikanzanalysen wurden mithilfe des Student’s t-Test fiir gepaarte Stichproben durch-
gefihrt, *P<0.05.

Es konnte gezeigt werden, dass bei JIA Patienten, die mit MTX behandelt wur-
den, kein signifikant unterschiedlicher Anteil an Th17 Zellen (Mittelwert £ SEM,;
1.13 £ 0.30 %) induziert wurde verglichen mit PBMCs gesunder Spender (2.83

+ 0.48 %) (Abb. 15A).

Des Weiteren wiesen JIA Patienten, die mit MTX behandelt wurden, einen
signifikant niedrigeren Anteil an IFN-y* Th1 Zellen (Mittelwert + SEM; 7.65 *



2.41 %) verglichen mit PBMCs gesunder Spender (16.03 + 2.03 %) auf (Abb.
15B).

AulRerdem wurde bei JIA Patienten, die mit MTX behandelt wurden, ein signifi-
kant niedrigerer Anteil an IL-17"/IFN-y" Th17/Th1 Zellen (Mittelwert + SEM; 0.39
+ 0.16 %) verglichen mit PBMCs gesunder Spender (1.69 = 0.29 %) deutlich
(Abb. 15C).

Daruber hinaus, zeigten JIA Patienten mit MTX Behandlung keinen signifikant
geringeren Anteil an IL-177/Stat3" Th17 Zellen (Mittelwert + SEM; 1.61 + 0.82
%) im Vergleich mit PBMCs gesunder Spender (3.08 + 0.54 %) (Abb. 15D).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass JIA Patienten mit MTX
Behandlung einen geringeren Anteil an IFN-y* Th1 Zellen und IL-17"/IFN-y*
Th17/Th1 Zellen besitzen.

3.2.2 Einfluss von Methotrexat in Kombination mit Etanercept in vivo

AuBerdem wurde in diesem Projekt untersucht, welchen Einfluss die
Behandlung mit MTX in Kombination mit Etanercept auf die IL-17 und IFN-y
produzierenden T Zellen von JIA Patienten hat.

Dafur wurden zunachst PBMCs gesunder Spender (A, B n=18; C, D n=17) und
PBMCs von JIA Patienten, die mit MTX in Kombination mit Etanercept
behandelt wurden (A, B n=6; C, D n=7) mit einem l6slichen aCD3 Antikorper
(100 ng/ml) stimuliert. Nach funf Tagen wurden die PBMCs erneut mit
PMA/lonomycin stimuliert und die CD4" Zellen aufgereinigt. Danach erfolgte die
Bestimmung des Anteils an IL-17", IFN-y" sowie Stat3" Zellen innerhalb der
CD4* T Zellpopulation mittels Durchflusszytometrie.

Die phanotypische Analyse und Auswertung der JIA Patienten mit MTX und
Etanercept Behandlung erfolgte analog zu Abbildung 10.

Der prozentuale Anteil der IL-17", IFN-y", IL-17"/IFN-y* IL-17"/Stat3" T Zellen in
PBMCs von gesunden Spendern, JIA Patienten mit MTX Behandlung und JIA
Patienten mit MTX in Kombination mit Etanercept Behandlung in Abbildung 16.
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Abb. 16 Prozentualer Anteil IL-17", IFN-y*, IL-17"/IFN-y* IL-17"/Stat3" T Zellen in PBMCs
von gesunden Spendern, JIA Patienten mit MTX Behandlung und JIA Patienten
mit MTX + Etanercept Behandlung

Der prozentuale Anteil an (A) IL-17" Zellen (B) IFN-y* Zellen (C) IFN-y*/IL-17* Zellen (D) IL-
17"/Stat3” Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie in PBMCs von Patienten mit JIA mit MTX
Behandlung, in PBMCs von Patienten mit MTX + Etanercept Behandlung sowie in PBMCs von

gesunden Spendern bestimmt.

Der Anteil Th17*, IFN-y", IL-17*/IFN-y" IL-17"/Stat3" T Zellen wurde innerhalb der CD4" T
Zellpopulation ermittelt. Die horizontalen Linien reprasentieren den arithmetischen Mittelwert,
die vertikalen Linien den SEM.

Statistische Signifikanz wurde bei einem Umfang von zwei Gruppen (siehe Abb. 15) mittels Stu-
dent’s t-Test fir gepaarte Stichproben ermittelt, *P<0.05. Bei einem Umfang von mehr als zwei
Gruppen (siehe Abb. 16) wurden Signifikanzanalysen mithilfe des One-way ANOVA mit Bonfer-
roni’s post-hoc test durchgefihrt, *P<0.05, ***P<0.001.



Bei JIA Patienten, die mit MTX und Etanercept behandelt wurden, konnte
gezeigt werden, dass kein signifikant unterschiedlicher Anteil an Th17 Zellen
(Mittelwert + SEM; 1.11 + 0.32 %) (Abb. 13A), an IL-17"/IFN-y* Th17/Th1 Zellen
(0.87 + 0.38 %) (Abb. 16C) und IL-17"/Stat3* Th17/Th1 Zellen (2.57 + 0.95 %)
(Abb. 16D) induziert wurde verglichen mit PBMCs gesunder Spender.

Allerdings haben JIA Patienten mit MTX + Etanercerpt Behandlung einen
signifikant niedrigeren Anteil an IFN-y* Th1 Zellen (4.29 + 1.11 %) (Abb. 16B)
im Vergleich mit PBMCs gesunder Spender (16.03 £ 2.03 %).

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass bei JIA Patienten, die mit MTX in
Kombination mit Etanercept behandelt wurden, der Anteil an IFN-y* Th1 Zellen
in den PBMCs verringert ist.

3.2.3 Einfluss von Methotrexat in Kombination mit Adalimumab in vivo

Des Weiteren wurde die Wirkung von MTX in Kombination mit Adalimumab auf
die IL-17 bzw. IFN-y sezernierenden Th17- und Th1 Zellen im Blut von JIA Pati-

enten, die mit MTX und Adalimumab behandelt wurden, untersucht.

Hierzu erfolgte die Kokultivierung von PBMCs von JIA Patienten, die mit MTX in
Kombination mit Adalimumab behandelt wurden (n=2) und PBMCs gesunder
Probanden (A, B n=18; C, D n=17) mit I6slichem aCD3 Antikorper (100 ng/ml).
Anschlieend wurden die Zellen nach funf Tagen mit PMA/lonomycin
restimuliert und fur die Expression von IL-17 und IFN-y und Stat3 gefarbt und

durchflusszytometrisch bestimmit.

Die Auswertung und phanotypische Analyse der IL-17 und IN IFN-y
sezernierenden T Zellen der JIA Patienten mit MTX und Adalimumab
Behandlung wurde analog zu Abbildung 10 durchgefuhrt.

Abbildung 14 zeigt den prozentualen Anteil der IL-17", IFN-y", IL-17"/IFN-y" IL-
177/Stat3* T Zellen in PBMCs von gesunden Spendern, JIA Patienten mit MTX
Behandlung und JIA Patienten mit MTX in Kombination mit Adalimumab
Behandlung.
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Abb. 17 Prozentualer Anteil IL-17", IFN-y*, IL-17"/IFN-y* IL-17"/Stat3" T Zellen in PBMCs
von gesunden Spendern, JIA Patienten mit MTX Behandlung und JIA Patienten
mit MTX + Adalimumab Behandlung

Der prozentuale Anteil an (A) IL-17" Zellen (B) IFN-y" Zellen (C) IFN-y*/IL-17* (D) IL-17"/Stat3"
wurde durchflusszytometrisch in PBMCs von JIA Patienten mit MTX + Adalimumab
Behandlung, in PBMCs von Patienten mit MTX Behandlung, und in PBMCs von gesunden

Spendern bestimmt.

Die Bestimmung des prozentualen Anteils der IL-17", IFN-y", IL-17*/IFN-y* IL-17"/Stat3" T
Zellen erfolgte durch Eingrenzung auf die CD4" T Zellfraktion und wird graphisch gezeigt. Die
horizontalen Linien reprasentieren den arithmetischen Mittelwert, die vertikalen Linien den SEM.

Statistische Signifikanz wurde mittels One-way ANOVA mit Bonferroni’s post-hoc test ermittelt.



Es konnte gezeigt werden, dass bei JIA Patienten, die mit MTX + Adalimumab
behandelt wurden, kein signifikant unterschiedlicher Anteil an Th17 Zellen (Mit-
telwert + SEM; 3.01 £+ 0.82 %) (Abb. 17A), IFN-y* Th1 Zellen (8.47 + 0.67 %)
(Abb. 17B), IL-17"/IFN-y* Th17/Th1 Zellen (1.03 * 0.03 %) (Abb. 17C) und IL-
177/Stat3” Th17/Th1 Zellen (1.69 * 1.65 %) (Abb. 17D) induziert wurde
verglichen mit PBMCs gesunder Spender.

Zusammenfassend konnten keine signifikant aussagekraftigen Veranderungen
hinsichtlich der Th1 und Th17 Zellen bei JIA Patienten mit MTX und

Adalimumab Behandlung gefunden werden.

3.2.4 Vergleich Th17 und Th1 Zellen bei unterschiedlichen Therapien

Das Ziel der Studie war es, herauszufinden, welchen Einfluss unterschiedliche
Therapien auf IL-17 sezernierende Th17 Zellen und IFN-y produzierende Th1

Zellen haben.

Dafur wurden periphere mononukleare Zellen von gesunden Spendern und Pa-
tienten mit JIA, die mit MTX alleine bzw. in Kombination mit Etanercept oder
Adalimumab behandelt wurden, untersucht. PBMCs von oben genannten
Gruppen wurden mit 16slichem oCD3 Antikorper (100 ng/ml) ko-kultiviert und
nach funf Tagen mit PMA/lonomycin restimuliert und fur die Expression von IL-
17, IFN-y und Stat3 gefarbt. Somit war die Analyse IL-17 und IFN-y

produzierender T Zellen moglich.

Wie in Abbildung 17 gezeigt, konnten keine signifikanten Unterschiede in der
Bestimmung von IL-17" Th17 Zellen, aber eine signifikante Abnahme sowohl
am Anteil von IFN-y" Th1 Zellen bei JIA Patienten mit alleiniger MTX und MTX
+ Etanercept Behandlung als auch am Anteil von IL-17/IFN-y Th17/Th1 Zellen
bei JIA Patienten mit MTX Behandlung gezeigt werden.
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Abb. 18 Prozentualer Anteil IL-17%, IFN-y*, IL-17*/IFN-y* IL-17"/Stat3" T Zellen bei
verschiedenen Behandlungen

Der prozentuale Anteil an (A) IL-17" Zellen (B) IFN-y" Zellen (C) IFN-y*/IL-17" und (D) IL-
17"/Stat3” wurde mittels Durchflusszytometrie in PBMCs von JIA Patienten mit verschiedenen

Behandlungen in der CD4" T Zellsubpopulation bestimmt und ist graphisch dargestellt.

Die horizontalen Linien reprasentieren den arithmetischen Mittelwert, die vertikalen Linien den
SEM. Statistische Signifikanz wurde mittels One-way ANOVA mit Bonferroni’s post-hoc test er-

mittelt, *P<0.05.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass der Anteil an IFN-y* Th1
Zellen bei JIA Patienten, die mit MTX alleine und in Kombination mit Etanercept
behandelt wurden, signifikant niedriger war als bei gesunden Spendern. Des

Weiteren zeigte sich eine fallende Tendenz im Anteil an IL-17*/IFN-y* Th17/Th1



Zellen bei JIA Patienten mit MTX Behandlung, auch wenn keine Signifikanz

nachzuweisen ist.

Insgesamt stellte sich trotz fehlender Signifikanz heraus, dass der Anteil an Th1
Zellen, Th17 Zellen und Th1/Th17 Zellen bei JIA Patienten mit MTX und MTX +
Etanercept Behandlung tendenziell geringer ist als bei gesunden Spendern.

Die Studie, in der untersucht wurde, ob in vivo aktivierte Monozyten die IL-17
Sekretion von Th17 Zellen in vitro induzieren kdnnen, hat aufgrund nicht mehr
vitaler Monozyten keine relevanten Ergebnisse gezeigt.

3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Es ist bekannt, dass CD4'CD25'FOXP3* regulatorische T Zellen die
Autoinflammation bei der JIA limitieren. Th17 Zellen und Th1 Zellen hingegen
wirken durch Sekretion proinflammatorischer Zytokine krankheitsfordernd. Um
diese Hypothesen zu uberprufen, wurde der Anteil dieser Zellen im Blut von
Patienten mit JIA unter verschiedenen Therapien untersucht.

Insgesamt konnte in den ex vivo Untersuchungen eine Zunahme der
CD4"CD25'FOXP3" regulatorischen T Zellen durch die Behandlung mit dem
TNF-a Inhibitor Etanercept festgestellt werden. Des Weiteren war eine
Abnahme von IFN-y" Th1 Zellen durch die Behandlung mit MTX alleine und
MTX in Kombination mit Etanercept zu erkennen. Daruber hinaus war ein
signifikant geringerer Anteil an IL-17*/IFN-y" TH17/Th1 Zellen bei JIA Patienten
mit MTX Behandlung nachweisbar. Eine signifikante Anderung von IL-17"
produzierenden Zellen im Blut von JIA Patienten konnte allerdings unter
Behandlung mit MTX oder Etanercept nicht beobachtet werden.

Insgesamt konnte aber bei den Analysen der Proben von JIA Patienten gezeigt
werden, dass durch eine Behandlung mit MTX und Etanercept regulatorische
Zellen erhoht werden.

Ferner konnte festgestellt werden, dass durch die Behandlung mit MTX alleine
und MTX in Kombination mit Etanercept die Th1 Zellen verringert werden.



4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von verschiedenen immunsuppres-

siven Behandlungen auf T Zell Subpopulationen untersucht.

4.1 Kilinische Interpretation von regulatorischen T Zellen und TNF-a

4.1.1 Regulatorische T Zellen bei autoimmunen Erkrankungen

In dieser Studie wurde gezeigt, dass JIA Patienten mit MTX und Etanercept Be-
handlung vermehrt regulatorische T Zellen im peripheren Blut aufweisen vergli-
chen mit gesunden Spendern.

Verschiedene Studien haben belegt, dass zu wenige bzw. funktionsunfahige
Tregs zur Entstehung autoimmuner Erkrankungen beitragen [118]. Aus unseren
Daten kann geschlussfolgert werden, dass eine Behandlung mit Etanercept
eine erhohte Anzahl an Tregs induziert und somit die inflammatorische

Immunantwort beeinflusst.

Regulatorische T Zellen besitzen die Fahigkeit, die Aktivierung und inflammato-
rischen Effekte autoreaktiver T Zellen, welche der Toleranzentwicklung entkom-
men sind, zu unterdricken [22]. Daher wird davon ausgegangen, dass die Ent-
stehung von Autoimmunerkrankungen auf ein Ungleichgewicht zwischen Regu-
latorzellen und Effektorzellen zugunsten der Effektorzellen zurtckzufuhren ist
[119-121]. Die Folge ist eine gestorte Immunregulation wie sie bei Diabetes
Mellitus Typ 1 [122], Multipler Sklerose [123, 124], Systemischem Lupus
Erythematodes [125, 126], Rheumatoider Arthritis [127-129], CEDs [130-133]
und Psoriasis [134, 135] der Fall ist. Grunde fur die geschadigte
Immuntoleranz, die zu Autoimmunkrankheiten fuhrt, kdnnen ein zu geringer
Anteil an regulatorischen T Zellen, Funktionsdefekte der Tregs sowie Effektor T
Zellen, die gegenuber Tregs resistent sind, sein [136].

Die Anzahl der regulatorischen T Zellen von Patienten mit

Autoimmunerkrankungen wird durch die Entwicklung, das Uberleben, der



Proliferation in der Peripherie und das Homing an der Entzundungsstelle der
Tregs beeinflusst. Bei der Produktion der Tregs im Thymus haben genetische
Faktoren den grofdten Einfluss. Der Erhalt von Tregs in der Peripherie ist ein
dynamischer Prozess und wird durch Umstande, welche die Induktion von
Tregs in der Peripherie, deren Proliferation und Uberleben beeinflussen,
begunstigt [136]. Faktoren, welche die Entwicklung der Tregs im Thymus, die
Proliferation in der Peripherie und das Uberleben der Tregs bestimmen, haben
einen Effekt auf die FOXP3 Expression [137-139]. Zu diesen Faktoren zahlen
CD28, TGFB [137], dendritische Zellen [138] und Zytokine mit der Zytokin
Rezeptor y Kette vy, IL-2, IL-4, IL-7, IL-15 [139].

Wenn die Funktionen von regulatorischen T Zellen gestort sind, konnen Autoim-
munerkrankungen entstehen [136]. Zu den Regulationsmechanismen der Tregs
wird die zellkontaktabhangige Suppression gezahlt, welche die Zelloberflachen-
moleklle CTLA4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4) [140], CD39 [141], LAG3
(lymphocyte activation gene 3), Granzyme A und CD95 (FAS) bendtigt. Die Bin-
dung an CTLA4 Ubt einen inhibitorischen Effekt auf T Zellen aus, was zur Hem-
mung der Immunantwort fuhrt. Wenn die Expression der beschriebenen
Zelloberflachenmolekile zu  schwach ist, konnen  Tregs keine
zellkontaktabhangige  Suppression  durchfuhren  [142]. Ein  weiterer
Funktionsfehler von Tregs tritt auf, wenn sie nicht mehr fahig sind, I6sliche
Faktoren wie TGFf, IL-10 [143] und IL-35, die bei der Suppression eine Rolle
spielen, zu produzieren. Es wird vermutet, dass genetische Faktoren diese
Mechanismen beeinflussen. Des Weiteren spielt das lokale Zytokinenmilieu wie
TNF- [144, 145], IL-2 [146], IL-6 [144], IL-12 [147], IL-7, IL-15 [148] und IL-21

[149] fUr die Funktion der Tregs eine entscheidende Rolle.

Viele Mechanismen fuhren dazu, dass Effektorzellen gegenuber Tregs resistent
sind [150]. Studien haben gezeigt, dass CD4" Gedachtnis T Zellen und Th17
Zellen Uber eine zellspezifische Resistenz gegenuber einer Suppression durch
Tregs verfugen [151]. Des Weiteren konnen die Zytokine IL-2, IL-4, IL-7 und IL-
15, welche normalerweise die Treg Homdostase in vitro [139] unterstutzen, die
Proliferation von Effektor T Zellen in Anwesenheit von regulatorischen T Zellen
fordern. Dies deutet darauf hin, dass das Auftreten dieser Zytokine kurzfristig



den Effektor T Zellen ermdglicht, der Treg vermittelten Suppression zu
entgehen [136]. Daruber hinaus sind mehrere Vertreter aus der TNF-
Rezeptorfamilie an der Resistenz gegenuber einer Suppression beteiligt: OX40,
ein Molekul, das wahrend der T Zellaktivierung induziert wird, unterdruckt die
Suppression, wenn es an Effektorzellen bindet [152]. AuRerdem fuhrt die
Bindung von 4-1BB, einem Molekiil, das an der Aktivierung und dem Uberleben
von CD4, CD8 und NK Zellen beteiligt ist, ebenfalls zur Entwicklung von
Effektor T Zellen, die resistent gegenuber einer Suppression sind [153].

Zusammenfassend wird deutlich, dass Tregs bei der Entstehung und Aufrechter-
haltung von autoimmunen Erkrankungen eine Schlusselrolle zukommt. Daher
kann eine Immuntherapie mit Immunsuppressiva oder monoklonalen Antikorpern,
welche den Anteil und die Wirkung von Tregs positiv beeinflussen, die
Krankheitserscheinungen bei Autoimmunkrankheiten mildern [154].

4.1.2 TNF-a als therapeutischer Ansatzpunkt

Im Rahmen dieser Studie wurde der Einfluss verschiedener Therapeutika bei
Patienten mit JIA auf die unterschiedlichen Subpopulationen von T Zellen unter-
sucht. Zur medikamentdsen Basistherapie gehort MTX, bei erfolgloser Therapie
werden TNF-a Inhibitoren eingesetzt [1, 41, 42]. Deshalb kommt TNF-a bei der

JIA eine entscheidende Bedeutung zu.

TNF-a ist ein proinflammatorisches Zytokin, wird von Monozyten, aktivierten
Makrophagen und T Zellen sezerniert und besteht aus drei gleichen
Untereinheiten. TNF-a Molekile kommen entweder als Membran-assoziiertes
TNF-a (mTNF-a) auf Zelloberflachen vor oder als freie I6sliche TNF-a nach
erfolgter Spaltung von mTNF-a durch TNF-alpha-converting-enzym (TACE)
[155, 156]. TNF-o I[6st durch Bindung an 55-kd- und 75 kd-spezifische
Rezeptoren an der Zellmembran der Zielzelle [157] Uber unterschiedliche
Signalwege verschiedene zellulare Mechanismen aus. Diese reichen von der
Apoptoseinduktion bis zur Expression von Adhasionsantigenen und
entzindungsaktivierenden Genen. Dazu zahlt zum Beispiel NF-kB, welches die

Bildung von Entziundungsmediatoren wie Prostaglandinen induziert [157—-159].



Des Weiteren kommt es zur Endothelaktivierung, wodurch Entzindungszellen
die Blutbahn verlassen und an den Entzundungsort gelangen konnen [157].
Somit nimmt TNF-a an der Immunhomoostase teil. Es wirkt allerdings nicht nur
immunprotektiv im Rahmen von Abwehrreaktionen bei Entzindungen, sondern
kann auch fur schadliche Wirkungen bei Sepsis und Autoimmunerkrankungen
verantwortlich gemacht werden [160]. Studien haben gezeigt, dass eine
Dysregulation der TNF-Familie durch eine Uberexpression zu exazerbierten
und autoaggressiven Entzindungen bis hin zum septischen Schock fuhren
kann [158].

Des Weiteren fordert die TNF-Superfamilie die Sekretion proinflammatorischer
Mediatoren, welche bei Autoimmunerkrankungen wie der Rheumatoiden Arthri-
tis, chronisch entzindlichen Darmerkrankungen, Psoriasis und lupusahnlichen
Syndrome eine Rolle spielen [160]. Einige Untersuchungen legten dar, dass
TNF-a bei der Pathogenese der JIA mitwirkt [161, 162]. Insbesondere hat TNF-
o Einfluss auf den Proteoglykanhaushalt. Proteoglykane sind ein wichtiger Be-
standteil von Knorpelgewebe. Studien zeigten, dass TNF-a die
Proteoglykansynthese hemmt und den Proteoglykanabbau fordert. Somit tragt
TNF-a zu Knorpeldestruktionen, welche bei Patienten mit RA auftreten, bei
[163]. Daruber hinaus ist bekannt, dass Antikorper (Infliximab, Adalimumab), die
gegen TNF-a gerichtet sind, die IL-1 Produktion von Synoviozyten bei Patienten
mit RA hemmen konnen. Es wird davon ausgegangen, dass TNF-o am
starksten die Sekretion von IL-1 induziert und somit TNF-a AntikGrper auch eine
Auswirkung auf IL-1 haben [164]. IL-1 verursacht Knorpelschaden und hat
einen proinflammatorischen Effekt wie TNF-a [163]. AufRerdem ist TNF-a
sowohl im Serum, als auch in der Synovialflussigkeit von Patienten mit JIA
erhoht. Ferner ist der I0sliche TNF-R bei allen Subtypen der JIA erh6ht und
korreliert mit der Krankheitsaktivitat [165].

Weitere Untersuchungen belegten, dass TNF-o und Lymphotoxin-a in der
Mehrheit der Synovialproben bei Patienten mit RA nachgewiesen werden
konnten. Dies ist ein Hinweis darauf, dass TNF-a lokale Entzindungen

verstarken und zu Gelenkdestruktionen fihren kann [166].



Insgesamt wird ersichtlich, dass durch die Blockade von TNF-a die Zellaktivie-
rung und Einwanderung der Zellen zum Entzindungsort inhibiert wird.
Zusatzlich wird die Aufrechterhaltung der Entzundung verhindert, indem der
Zell-Zell-Kontakt und die damit einhergehende gegenseitige Aktivierung
gestoppt werden. Schliel3lich wird durch Inaktivierung der Zytokine die
Entzindungskaskade mit Sekretion von proinflammatorischen Prostaglandinen
und Prostazyklinen unterbrochen [157]. Die Ergebnisse dieser Studien zeigen,
dass TNF-a einen attraktiven therapeutischen Ansatzpunkt bei Patienten mit
JIA darstellt.

4.2 Einfluss von immunsuppressiven Therapien auf Th1 Zellen,

Th17 und Th17/Th1 Zellen

4.2.1 Wirkung von MTX

Bei dieser Studie konnte demonstriert werden, dass der Anteil an proinflamma-
torischen Th1 Zellen und Th17/Th1 Zellen bei JIA Patienten durch die Behand-
lung mit MTX abnimmt.

Es wird davon ausgegangen, dass MTX zur Apoptose von stark aktivierten T
Zellen und zu einer Abnahme der Th1 Zellen beitragt [43]. Die meisten Untersu-
chungen beschrieben, dass die Wirkung von MTX auf die Inhibition von Zell-
proliferation und die Apoptoseinduktion dosis- und zeitabhangig ist [167-169].
Strauss et al. zeigten, dass MTX nicht nur in aktivierten Leukozyten Apoptose
induziert, sondern auch in ruhenden Zellen [170]. Jedoch wurde die Induktion
von Apoptose in ruhenden Zellen nicht in anderen Untersuchungen nachgewie-
sen [168, 171, 172]. Des Weiteren zeigten Yamaki et al. bei Mausen, die nach
Stimulation mit Ovalbumin, einem Protein, das allergische Reaktionen auslost,
auf, dass die IFN-y Sekretion unter MTX Behandlung deutlich abnahm, was fur
eine Suppression der Th1 Zellen spricht. Die Abschwachung der Th1 Antwort
konnte die antiinflammatorische Wirkung von MTX bei Patienten mit rheumatoi-
der Arthritis erklaren [173].



Weiterhin wurde in dieser Arbeit dargelegt, dass der Anteil an Th17 Zellen bei
JIA Patienten unter MTX Behandlung unverandert bleibt. Ursache dafur konnte
die Plastizitat von T Zellen sein [49], die dazu fuhrt, dass Th17 Zellen zu Th1
Zellen shiften. In weiteren Studien, in welchen IFN-y*/IL-17" Zellen mit IL-12 sti-
muliert worden sind, wurde gezeigt, dass die Stimulation zur verminderten Sek-
retion von IL-17 fuhrt und die Produktion von IFN-y induziert wird. Folglich wird
deutlich, dass Th17 Zellen anfallig fur die Umwandlung zu Th1 Zellen sind. Zu-
satzlich fuhren IFN-y und T-bet, Zytokin und Transkriptionsfaktor von Th1
Zellen, zur Anreicherung von Th17 Gedachtniszellen [49].

4.2.2 Effekt von TNF-a Inhibitoren auf regulatorische T Zellen, Th1 Zellen,

Th17 und Th17/Th1 Zellen

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass der Anteil an regulatorischen
T Zellen bei Patienten mit JIA durch Behandlung mit MTX und Etanercept

ansteigt.

Unsere Ergebnisse stimmten mit den Studien von Ehrenstein et al. Uberein, die
bei RA Patienten, welche auf die Therapie mit TNF-a Inhibitoren ansprachen,
einen signifikanten Anstieg an Tregs im Peripherblut zeigten [174]. Dieser An-
stieg korrelierte mit dem Ruckgang der CRP Werte [116]. TNF-a hat die
Fahigkeit zur Apoptoseinduktion, weshalb die Blockade von TNF-a eine
Erklarung fur den Anstieg an Tregs sein kann [175]. Des Weiteren hat die
Behandlung von RA Patienten mit TNF-a Inhibitoren (Infliximab) Tregs befahigt,
die Zytokinproduktion zu inhibieren und ,konventionelle® T Zellen in den
suppressiven Phanotyp zu uberfuhren. In Abwesenheit von TNF-a Inhibitoren
wiesen Tregs bei Patienten mit RA diese Fahigkeiten nicht auf [116]. Dies
verdeutlicht, dass regulatorische T Zellen durch TNF-a Inhibitoren beeinflusst
werden konnen und dadurch die Krankheitsaktivitat gemildert werden kann.
Eine weitere Studie, die unsere Ergebnisse untermauert, ist die von Valencia et
al., welche in vitro zeigte, dass TNF-a die FoxP3 Transkription und Translation
in isolierten CD4'CD25" Tregs von Patienten mit aktiver RA inhibiert und
dadurch Tregs die Proliferation von Effektorzellen nicht supprimieren konnen.



Durch Behandlung mit TNF-a Inhibitoren (Infliximab) stieg die FoxP3 mRNA
und Proteinexpression von CD4°CD25" Tregs und die Suppressorfunktion von

Tregs wurde wiederhergestellt [145].

Andere Untersuchungen von Blache et al. legten jedoch dar, dass weder
Etanercept noch Adalimumab einen Einfluss auf Tregs ausubten. Die
Messungen fanden sechs und zwolf Wochen nach Therapiebeginn statt und der
Anteil an Treg Zellen betrug 4-5 % aller CD4" Zellen. Nach der Behandlung
nahm die Dichte an regulatorischen T Zellen nicht zu, sie zeigte sogar einen
Abwartstrend [117]. Vigna-Perez et al. zeigten in einer Studie, dass bei RA
Patienten mit Adalimumab Behandlung ein leichter, aber signifikanter Anstieg an
Tregs nur am 15. Tag nach Therapiebeginn mit einem TNF-o Inhibitor
festzustellen war. DarUber hinaus wurde ein erhOhter prozentualer Anteil an
apoptotischen Zellen im Peripherblut am 15. Tag der Adalimumab Therapie
gemessen. Unerwarteterweise wurden diese Beobachtungen am 180. Tag der
Behandlung mit Adalimumab nicht mehr gemacht. Demnach wird davon
ausgegangen, dass TNF-a Inhibitoren nur voribergehend einen Einfluss auf die
regulatorischen T Zellen haben [176]. Weitere Experimente von Dombrecht et al.
verdeutlichten die antiinflammatorische Wirkung von TNF-a Inhibitoren durch den
Rickgang von klinischen und biologischen Krankheitsparametern sowie von
aktivierten CD4™ T Zellen. Jedoch konnte kein Effekt auf die dendritischen und
regulatorischen Zellen nachgewiesen werden [177].

Des Weiteren konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass bei JIA
Patienten, die mit MTX und Etanercept behandelt wurden, der Anteil an Th1
Zellen signifikant abnimmt. Dies konnte im unmittelbaren Zusammenhang mit
der Hochregulation von Tregs stehen, welche zur Balance der
Immunhomaoostase beitragen und so den Th1 Anteil verringern [58, 111]. JIA
Patienten, die MTX und Adalimumab erhielten, hatten keinen signifikanten
Unterschied am Anteil der Tregs, Th1 und Th17 Zellen.

Grunde dafur kdnnen sein, dass der Stichprobenumfang von JIA Patienten, die
mit MTX und Adalimumab behandelt wurden, zu gering war (Tregs n=3,
Th1/Th17 n=2). Ferner spielen die unterschiedlichen Angriffsorte von den TNF-



a Inhibitoren eine Rolle. Wahrend das gentechnologisch hergestellte
Fusionsprotein Etanercept sowohl TNF-a als auch TNF-B inhibiert [44, 45],
binden die monoklonalen Antikorper Adalimumab (human) und Infliximab
(chimar) nur TNF-a [178] (s. 1.1.5.2). Somit wird die Signalkaskade die durch
TNF-a vermittelt wird, unterbunden. Der Effekt von Etanercept auf die Th1
Zellen, konnte dadurch erklart werden, dass Th1 Zellen TNF-B (Lymphotoxin-a
= LTa) sezernieren [69].

Die unterschiedlichen Angriffspunkte der einzelnen TNF-a Inhibitoren wurden in
einer Studie von Sandborn et al. genauer untersucht [179]. Diese zeigte, dass
bei Patienten mit M. Crohn nur Adalimumab und Infliximab zu klinischer Besse-
rung fuhrten, weshalb die Pharmakokinetik der drei Therapeutika genauer
untersucht wurde [180]. Es wurde herausgefunden, dass die
Bindungseigenschaften von Etanercept, Adalimumab und Infliximab zu
I6slichem TNF-a ahnlich stark waren, wobei Etanercept die starkste Aviditat
zum  I6slichen  TNF-a aufwies. Gegenuber mMTNF-a waren die
Bindungseigenschaften aller drei Biologika nahezu gleich. Daraus folgend wird
angenommen, dass der unterschiedliche Kklinische Effekt nicht auf die
Bindungseigenschaften von Etanercept, Adalimumab und Infliximab
zuruckzufuhren ist [180].

Daruber hinaus blieb in dieser Studie der Anteil an Th17 Zellen bei JIA
Patienten mit MTX und Etanercept Behandlung unverandert, was mit der
Plastizitat von T Zellen erklart werden konnte (s. 4.3), weil der Anteil an Th1
Zellen zunahm. In vitro wurde dargelegt, dass Th17 Zellen plastisch sind und zu
Th1 Zellen konvertieren konnen. Das bedeutet, dass Therapien, welche die
Induktion von Th17 Zellen verhindern, auch eine Auswirkung auf Th17/Th1 und
Th1 Zellen haben kdnnten [181].

4.3 Verhaltnis von regulatorischen T Zellen zu Th1 und Th17 Zellen

Eine autoimmune Inflammation wird ausgelost, wenn die Immunhomdostase

gestort ist und eine Verschiebung der T Zellen zugunsten der Effektorzellen



erfolgt. Im Rahmen dieser Studie wurde gezeigt, dass sich bei JIA Patienten
unter Etanercept und Methotrexat der Anteil von regulatorischen T Zellen
wechselseitig zum Anteil an Th1 Zellen verandert.

Studien deuteten anfangs darauf hin, dass sich die Entwicklungswege zwischen
Th17/Th1 Untergruppen und Th17/Tregs Untergruppen reziprok verhalten. Es
wurden zahlreiche Mechanismen entdeckt, bei denen Th1 und Th2 Zellen der
Bildung von Th17 Zellen entgegenwirken [49]. Allerdings zeigten neuere Unter-
suchungen, dass die differenzierten Th17 Zellen gegenuber der Polarisierung
zu Th1 Zellen empfanglich sind und die Th1 Faktoren IFN-y und T-bet zur
Anreicherung von Th17 Gedachtniszellen fihren. Zusatzlich deuteten neuere
Daten an, dass eine Untergruppe von regulatorischen T Zellen eine
Spatphasen-Plastizitat aufweist, die selektiv angeregt werden kann, einen Th17
Phanotyp anzunehmen. Durch das Erforschen der Mechanismen, die den
Phanotyp Wechsel erleichtern, wird die Flexibilitat der T Zell Differenzierung
verdeutlicht [49]. Zusatzlich fanden Saito et al. im Rahmen von Untersuchungen
der CD4" Zellen bei Schwangeren heraus, dass die Plastizitat darin begriindet
ist, dass sich Progenitorzellen zu intermediaren Th17/Treg Zellen entwickeln,
welche RORyt und FoxP3 exprimieren. Da sowohl Th17 als auch Tregs TGF-
B1 bendtigen, entscheidet das Zytokinmilieu Uber die weitere Entwicklung.
Wenn Mikroorganismen dendritische Zellen zur Produktion von IL-6 und IL-1
aktivieren, entwickeln sich Th17 Zellen [182]. Des Weiteren fuhrt PGE2, ein
Mediator von Gewebsentzundung, zur vermehrten Expression von IL-23R und
IL-1R und zur weiteren Bildung von Th17 Zellen. Es ist bekannt, dass sich
Tregs zu Th17 Zellen umwandeln konnen und dabei IL-18 und IL-2 die
Schlusselzytokine sind. Diese Untersuchungen belegen, dass die Th1/Th17
und Tregs Zelllinien miteinander verbunden sind und fahig sind, in andere

Zelllinien zu konvertieren [111].

Weiterhin zeigten Eastaff et al. bei Patienten mit CEDs, dass im Peripherblut die
regulatorischen T Zellen verringert und die Th17 Zellen erhoht sind. Des Weiteren
wurde in der Darmschleimhaut ein entzundliches Mikroumfeld mit proin-
flammatorischen Zytokinen wie IL-17a, IL-18 und IL-6 nachgewiesen. Insbeson-
dere IL-1B und IL-6 tragen zur Aufrechterhaltung von Entzindungsantworten und



Entwicklung von Th17 Zellen bei [95, 183]. Daruber hinaus wurde dargestellt, dass
IL-6 fahig ist, die Funktion von regulatorischen T Zellen zu hemmen [184, 185].
Insgesamt wird vermutet, dass durch das proinflammatorische Zytokinmikroumfeld
die Balance zwischen Tregs und Teffs gestort wird. Durch die Messung erhdhter
Spiegel von FoxP3 und IL-17a in der Darmschleimhaut wird vermutet, dass sich
regulatorische Zellen in der Schleimhaut anhaufen, jedoch aufgrund des
Zytokinmilieus nicht greifen konnen und der Anteil an Th17 Zellen Uberwiegt [186].

4.4 Weitere Therapiemoglichkeiten der JIA

Durch die kontinuierlichen Erkenntnisse hinsichtlich der Immunantwort und dem
Entzindungsprozess der JIA und durch die Entwicklung von Medikamenten, die
selektiv einzelne Molekule oder Signalwege inhibieren, ergeben sich neue Ein-
blicke in die Pathogenese der Erkrankung und damit weitere Therapiemoglich-
keiten [1]. Andere Angriffspunkte fur Therapeutika sind beispielsweise IL-6 und
IL-1, welche zur Differenzierung von Th17 Zellen (s. 1.2.3) beitragen. Tocilizu-
mab, ein humaner rekombinanter monoklonaler Antikorper, bindet an IL-6 Re-
zeptoren und verhindert so das Binden von IL-6 an den spezifischen Rezeptor.
Durch diese Hemmung des IL-6 Signalweges wird die Entzindungsreaktion un-
terbrochen. Eine klinische Studie zeigte, dass bei Patienten mit dem systemi-
schen Subtyp die Behandlung mit einem IL-6-R Antagonisten zur klinischen
Besserung fuhrt und Akute-Phase Proteine ein normales Level erreichen [187,
188]. Zu den Akute Phase Proteinen, welche im Rahmen von einer
Immunantwort gebildet werden, gehéren CRP, Serum-Amyloid-A (SAA) und
Fibrinogen [189]. Des Weiteren stellten De Benedetti et al. eine Korrelation
zwischen den IL-6 Serumwerten und der Gelenkbeteiligung und Thrombozytose
fest [33]. Zusatzlich ist IL-6 bei der polyartikularen Verlaufsform in der

Synovialflussigkeit erhoht [47].

Weitere Therapiealternativen stellen die IL-1 Zytokinantagonisten (anti-IL-1-R)
Anakinra, Canakinumab und Rilonacept dar. Anakinra erwies sich bisher bei
der Therapie der Rheumatoiden Arthritis als wirksam [190]. Bei Kindern wird

Anakinra zulassungsuberschreitend (Off-Label-Use) bei systemischer Arthritis



und dem Still-Syndrom angewandt [157], bei dem ein Nutzen nachgewiesen
werden konnte [191-197]. Hervorzuheben ist, dass das Fortschreiten von
radiologischen Gelenkveranderungen durch die Behandlung mit Anakinra
positiv beeinflusst werden konnte [198]. Allerdings verursachte die
Kombinationstherapie von Anakinra mit Etanercept vermehrt schwere
Infektionen, Hautreaktionen an der Einstichstelle und Neutropenien, weshalb
nur Monotherapien zu empfehlen sind [199]. Bemerkenswert ist, dass Patienten
mit systemischer JIA, welche erhohte IL-6 Konzentrationen aufwiesen, durch
die Behandlung mit einem IL-1Ra, normale IL-6 Spiegel erlangten [200].

4.5 Gesamtbeurteilung und zusammenfassender Ausblick

Die JIA umfasst eine Gruppe von Arthritiden unbekannter Atiologie bei Kindern
und Jugendlichen unter 16 Jahren. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass der Anteil antiinflammatorischer regulatorischer T Zellen bei JIA Patienten
unter MTX und Etanercept Behandlung zunimmt und sich der Anteil
proinflammatorischer Th1 Zellen verringert. Dieses Ergebnis konnte einen
Grund fur den therapeutischen Effekt von TNF-a Inhibitoren liefern. Daruber
hinaus wurde im Rahmen dieser Arbeit dargestellt, dass der Anteil
proinflammatorischer Th1 und Th17/Th1 Zellen bei JIA Patienten durch die
Behandlung mit MTX abnimmt, was ein Mechanismus der Wirksamkeit von
MTX sein konnte.

Interessanterweise konnte kein Unterschied am Anteil von Th17 Zellen unter
den verschiedenen Behandlungen bei JIA Patienten gemessen werden, was
eventuell auf die Plastizitat der Zelllinien zuruckgefuhrt werden kann.

Durch die Kenntnis uber die Plastizitat der T Zellen und die Mechanismen, die
zum Phanotypwechsel fuhren, ist es maoglich, Immuntherapien so zu
entwickeln, dass sie in Zelllinien-spezifische T Zellantworten eingreifen. Somit
kann durch eine Neutralisierung von Zytokinen, die zur Differenzierung einer
Zelllinie beitragen, die Entwicklung proinflammatorischer Zellen gezielt

gehemmt werden. Folglich kann durch Blockade von IL-13 und IL-6 die Th17



Zell Differenzierung inhibiert werden [186]. Dadurch ist es mdglich, die Balance
zwischen pathogenen und regulatorischen T Zellen zu beeinflussen und die
Homodostase wiederherzustellen [49].



5 Zusammenfassung

Die Juvenile Idiopathische Arthritis (JIA) ist eine Autoimmunerkrankung, die
eine Gruppe heterogener Arthritiden unbekannter Atiologie bei Kindern unter 16
Jahren kennzeichnet.

Diese Studie befasste sich damit, wie verschiedene Medikamente, die als Stan-
dardtherapie bei Patienten mit JIA eingesetzt werden, auf zellularer Ebene wir-
ken. Dabei wurden insbesondere CD4" T Zellen, darunter regulatorische T Zel-
len, und die Effektorzellen vom Th1- und Th17-Typ untersucht.

Es ist bekannt, dass regulatorische T Zellen bei der Immunhomoostase und Er-
haltung der Selbsttoleranz eine wichtige Rolle spielen. Demgegenuber werden
Th1 und Th17 Zellen aufgrund der Sekretion von Zytokinen
proinflammatorische Eigenschaften zugeschrieben.

Im Rahmen dieser Studie wurde Peripherblut von Kindern und Jugendlichen mit
JIA, die mit Methotrexat (MTX), einem Antimetabolit, alleine oder in
Kombination mit Etanercept oder Adalimumab, TNF-a Inhibitoren, behandelt
worden sind, ex vivo auf den Anteil der unterschiedlichen CD4" Zellen
untersucht und mit Peripherblut gesunder Spender verglichen.

Dabei konnte gezeigt werden, dass der Anteil an regulatorischen T Zellen bei
JIA Patienten mit MTX und Etanercept Behandlung signifikant zunahm,
wohingegen der Anteil an Th1 Zellen abnahm. Zusatzlich erwies sich bei JIA
Patienten durch die unterschiedlichen Behandlungen kein Unterschied im Anteil
von Th17 Zellen. Ferner wurde dargestellt, dass sich der Anteil von Th1 und
Th1/Th17 Zellen bei JIA Patienten mit MTX Behandlung verringerte.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass MTX und TNF-a Inhibitoren bei
JIA Patienten auch auf zellularer Ebene wirken. Des Weiteren wird vermutet,
dass die einzelnen Zelllinien plastisch sind und sich dadurch das Verhaltnis der
regulatorischen T Zellen zu den Effektorzellen Th1 und Th17 im Rahmen von

Entzindungsprozessen verandert.
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