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1 Einleitung

1.1 Systemischer Lupus erythematodes

Der Systemische Lupus erythematodes (SLE) ist eine chronische systemische
Autoimmunerkrankung. Sie zahlt zu den Kollagenosen, ist durch Produktion von nicht-
organspezifischen  Autoantikbrpern gegen Nukleinsduren, der Ablagerung von
Immunkomplexen sowie der Aktivierung und Verbrauch des Komplementsystems

gekennzeichnet. Typisch fir den SLE ist der Verlauf in Schiiben und Remissionen.

Aufgrund der ubiquitdr vorhandenen Autoantigene kann der SLE prinzipiell jedes Organ
betreffen, jedoch gilt insbesondere die Nierenbeteiligung, im Speziellen als Lupusnephritis

(LN) bezeichnet, als wichtigster Prognosefaktor fir den Erkrankungsverlauf. (1-3)

1.1.1 Préavalenz und Inzidenz des SLE
Die Pravalenz der Erkrankung betragt in der Bevolkerung etwa 20-150/100.000 (4, 5). Die
geschatzte Inzidenzrate liegt bei ca. 1-25/100.000 in Nord- und Stidamerika, Europa und Asien

(4, 6). Aufgrund der Tatsache, dass auch bei mildem Verlauf der Erkrankung die Diagnose
aufgrund neuester medizinischer und apparativer Moglichkeiten gestellt werden kann, hat sich
die Inzidenz in den letzten 40 Jahren beinahe  verdreifacht (7).

Der starkste Risikofaktor flir SLE ist das Geschlecht. Frauen sind bis zu zehnmal haufiger
betroffen als Manner, wobei die Erkrankung meist bei jungen Frauen im gebarfahigen Alter
auftritt. Auch die Abstammung scheint eine grof3e Rolle zu spielen, denn die Pravalenz des
Lupus ist sowohl in Europa als auch in den USA unter Personen asiatischen oder afrikanischen

Ursprungs hoher als bei Kaukasiern. (4)

Noch in den fiinfziger Jahren des 20. Jahrhunderts lag die Uberlebensrate von Lupus-
Patienten bei 50 %. Im Vergleich dazu lag die 5-Jahre-Uberlebensrate in den 1990er Jahren
bei etwa 90%. Dieser Verbesserung der Langzeitprognose liegen einerseits eine schnellere
Diagnosestellung, beispielsweise mithilfe neuer Labortests, der Erkennung milder

Erkrankungsverlaufe sowie bessere Therapiemdoglichkeiten zugrunde (1, 7).

1.1.2 Klinische Prasentation des SLE

Kennzeichnend fur die Erkrankung ist das Auftreten von Autoantikbrpern gegen nukleare

Bestandteile, die sogenannten Anti-nukledren Antikorper (ANA). Sind die ANAs positiv,
werden als ndchstes die ENAs, die extrahierbaren nuklearen Antikdrper, bestimmt. Hierzu
zéhlen Autoantikdrper gegen doppelstrangige DNA (dsDNA-AK), Nucleosomen, Histone und
die Anti-Sm-Antikérper, welche ebenfalls gegen Bestandteile des Zellkerns gerichtet sind.

Autoantikérper bedingen die Entstehung von Immunkomplexen. Diese wiederum aktivieren



und verbrauchen Komplement (8). Eine daraus resultierende Hypokomplementamie
prasentiert sich bei mehr als % der unbehandelten Patienten mit Lupus und noch haufiger in
Verbindung mit einer vorliegenden Nephritis. Die Konzentrationen der Komplementfaktoren
C4 und C1q sind dabei haufiger erniedrigt als die des Faktors C3 (9).

Die zuvor beschriebenen ANA konnen bei Uber 90% der Lupus-Patienten vorliegen, sind
jedoch unspezifisch und kdnnen auch bei 5-20% der gesunden Bevolkerung auftreten. Anti-
dsDNA- und Anti-Sm-Antikorper hingegen sind deutlich spezifischer fur die Erkrankung und
wichtig fur die Diagnosestellung (8). Auch die Abklarung des Vorhandenseins eines
Antiphospholipid-Syndroms im Rahmen des SLE — dann als sekundéares Antiphospholipid-
Syndrom bezeichnet — ist eine wichtige diagnostische Malihahme. Zu dieser Gruppe zahlt man
das Lupus-Antikoagulanz, Anti-Cardiolipin-Antikdrper und Antikdrper gegen (2-Glykoprotein.
Bei diesem Syndrom handelt es sich um eine erworbene Thrombophilie, also eine erhéhte
Thromboseneigung. Diese Anti-Phospholipid-Antikdrper (aPL) sind mit einem hoheren Risiko
fir venose und arterielle Thrombosen, Thrombosen kleiner GefaRe sowie wiederholten
Aborten assoziiert. (10) Die positive Testung auf Anti-Sjogren-Syndrom-A (Anti-SSA)/La und
Anti-SSB/Ro-Antikérper lasst auf das Vorliegen eines sekundaren Sjogren-Syndroms
schlieRen. (8) Die Bestimmung dieser Werte hat vor allem bei betroffenen Schwangeren
diagnostische Bedeutung, da es hier zu einer Ubertragung von miitterlichen Autoantikdrpern
(Immunglobulin G) Uber die Plazenta kommen kann, die zur Ausbildung des seltenen
Krankheitsbildes des neonatalen Lupus erythematodes fihren und sich durch voriibergehende
erythematdse Hautveranderungen beim Neugeborenen auf3ern, aber in schweren Fallen auch

zu einem kongenitalen Herzblock fihren kann. (11)

Die Bestimmung des Vitamin D-Spiegels sollte ebenso zur standardméRigen Laborkontrolle
gehoren, wie die Feststellung der Immunparameter. Zahlreiche Studien haben belegt, dass
der Grofdteil der SLE-Patienten unzureichende Spiegel an 25-Hydroxycholecalciferol
aufweisen, trotz der bereits bestehenden Supplementierung mit Vitamin D (12, 13). Dies ist
zurlickzuftihren auf die Tatsache, dass den Patienten geraten wird, (iberméaRige UV-Exposition
zu vermeiden, da dies ein potentieller Trigger eines Krankheitsschubes sein kann. Somit ist
die Vitamin D-Defizienz unter Menschen mit SLE haufiger anzutreffen als in der allgemeinen
Bevdlkerung (14, 15).

Klinisch prasentiert sich der SLE mit Allgemeinsymptomen wie Erschopfung, Fieber und
unbeabsichtigtem Gewichtsverlust. Zu diesen eher unspezifischen Symptomen gesellen sich
beim Lupus charakteristische Hautlasionen wie das Schmetterlingserythem, sowie
hamatologische Veranderungen, Gelenkmanifestationen und die Schadigung der Nieren, der

Lungen, des Herzens und des zentralen Nervensystems. Diese Gewebeschadigung resultiert
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aus der direkten Bindung der Autoantikérper, aber auch aus der Aktivierung des
Komplementsystems durch Immunkomplexe, die entweder in der Blutzirkulation oder im
Gewebe entstehen (16).
Zur Klassifikation des SLE wurden die Kriterien des American College of Rheumatology
herangezogen, welche im Jahr 1971 (17) erstmals publiziert, 1982 revidiert (18) und 1997 (19)
Uberarbeitet wurden. Um die Diagnose eines Lupus stellen zu kénnen, mussten 4 der 11
Kriterien erfillt sein. Richtigerweise ist hinzuzufugen, dass die Klassifikationskriterien nicht
exakt mit den Diagnosekriterien Gibereinstimmen, sie dienen vielmehr im Rahmen von Studien

zur Einteilung bzw. Klassifikation der SLE-Patienten.

2018 wurden auf der ACR-Tagung in San Diego die neuen Klassifikationskriterien fir den SLE
vorgestellt, welche eine noch bessere Spezifitat und Sensitivitdt aufweisen sollen als die

bisherigen ACR-Kriterien.

1.1.3 Pathogenese der Erkrankung

Der SLE ist durch einen Verlust der Selbsttoleranz gekennzeichnet. Dies bedeutet, dass das
Immunsystem nicht mehr zwischen korpereigen und kérperfremd unterscheidet und in Folge

kommt es zu einem ,Angriff* auf ubiquitare nukleare Autoantigene.

Als Ursachen der Krankheitsentstehung werden neben diversen Umweltfaktoren auch
gewisse Medikamente, der soziobkonomische Status (4), Infektionen und eine genetische
Pradisposition diskutiert. Eine familiare Haufung des SLE ist beschrieben und Zwillingsstudien
zeigen eine hohe Konkordanzrate bei monozygoten Zwillingen (bis zu 25%) (1, 9). Einigen
Genen wird eine Rolle bei der Krankheitsentwicklung zugewiesen, darunter im Besonderen
HLA Klasse Il Genen (1). Manche Lupus-Patienten weisen zudem eine genetische Defizienz

der Komplementkomponenten auf (9).

Neueren Erkenntnissen zufolge entsteht der systemische Lupus auf Basis einer Vielzahl
unterschiedlicher Kombinationen genetischer Varianten. Diese genetischen Faktoren
beeintrachtigen gewisse Mechanismen, die normalerweise verhindern, dass korpereigene
nukleare Partikel dem Immunsystem zuganglich werden. Neben immunregulatorischen
Defekten spielen Mutationen eine grol3e Rolle, welche die Apoptose (20, 21), die Opsonierung
toter Zellen durch das Komplementsystem, sowie deren Entfernung durch Phagozyten
verandern. (22) (23)

UV-Strahlung ist ein weiterer Umweltfaktor, der ein vermehrtes Absterben von Keratinozyten
verursacht und damit eine erhéhte Anzahl toter Zellen in der Haut bedingt (24). Bei Patienten
mit einem schwer wiegenden Defekt der Apoptose-Clearance fuhrt dieser Vorgang zu

erhohten extrazellularen Konzentrationen nuklearen Materials (25).
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Zwischen der Krankheitsaktivitat des SLE und niedrigen 25-Hydroxycholecalciferol-Spiegeln
scheint ein signifikanter Zusammenhang zu bestehen (26). Bei Patienten mit einem schweren
Vitamin D-Mangel war die Krankheitsaktivitat signifikant héher als bei jenen mit einem weniger
schwerwiegenden Mangel (13). Dies liegt wohl in der immunmodulierenden Funktion von
Vitamin D. Calcitriol unterstitzt schitzende Immunantworten des angeborenen
Immunsystems und es hilft durch die Dampfung tberschieRender adaptiver Immunantworten,

die Selbsttoleranz aufrecht zu erhalten (13).

Interessanterweise konnte bereits in einigen Studien eine Dysregulation bestimmter Zytokine
beim SLE nachgewiesen werden. Zu diesen zahlen unter anderem IL-2, IL-17 und IL-21, aber
auch Interferone und IL-6. Einige der Symptome von SLE-Patienten &hneln einer fieberhaften
Symptomatik wie bei einem grippalen Infekt bzw. einer Grippe. So konnten erhdhte Interferon-
a Spiegel im Blut nachgewiesen werden, die auch in der frihen Phase einer viralen
Immunantwort messbar waren. (27) Auch die IL-17-Spiegel sind bei einer Vielzahl der
Patienten erhoht. (28, 29) IL-17 hat unterschiedliche Funktionen, zu denen die Unterstiitzung
der Rekrutierung von Monozyten- und Neutrophilen zéhlt, sowie die Aktivierung, Proliferation
und Differenzierung von B-Zellen (16, 30). Diese Daten stiitzen die Annahme einer infektions-

getriggerten Krankheitsentstehung.

SLE zeigt zudem eine klare weibliche Pradominanz. Dieser Umstand legt den Verdacht nahe,
dass Sexualhormone als entscheidende Modulatoren in der Entstehung der

Autoimmunerkrankung eine wichtige Rolle spielen (31).

Zuletzt sei noch erwéahnt, dass bestimmte Arzneimittel wie der Vasodilatator Hydralazin und
das Antiarrhythmikum Procainamid zum Krankheitsbild des Medikamenteninduzierten Lupus

fuhren kdnnen (32).

1.1.4 Lupusnephritis

50-70% der Patienten entwickeln im Verlauf der Erkrankung eine Nierenbeteiligung. Durch die
Ablagerung zirkulierender Immunkomplexe im Glomerulus kommt es zu einer Aktivierung
unterschiedlicher Mediatoren, Chemokine (33) und des Komplementsystems. Dadurch wird

eine Entziindungsreaktion in Gang gesetzt, die in weiterer Folge zur Glomerulonephritis fuhrt.

Es gibt zwei unterschiedliche Theorien, wie die Gewebeschadigung der Niere bei Lupus-
Patienten zustande kommt. Die erste besagt, dass pathogene, hoch-affine anti-dsDNA oder
anti-Nukleosomen Autoantikoérper an die im Blut des Patienten zirkulierenden Nukleosomen
bindet. Dadurch kommt es zur Formation von Antikdrper-Nukleosomen-Komplexe die sich in
der glomerularen Basalmembran ablagern. (34)
Ein alternatives Krankheitsmodell wiederum postuliert, dass die hoch-affinen anti-dsDNA

und/oder anti-Nukleosomen Antikdrper mit in der Niere vorkommenden Proteinen wie a-Actinin
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kreuzreagieren. Dies wiederum soll einen direkten pathogenen Effekt auf die renalen Zellen
haben. (35)

Auch eine Reihe unterschiedlicher Leukozytenpopulationen, darunter zytotoxische T-Zellen,
TH17-Zellen, sowie B-Zellen infiltrieren Chemokin-gesteuert die Niere und tragen dort zur
Gewebsentziindung bei (30, 36).

Die Nierenbeteiligung aul3ert sich durch folgende Symptome:

Tabelle 1: Klinik der Lupusnephritis (9)

Klinik der Lupusnephritis %
Proteinurie 100
Nephrotisches Syndrom 45-65
Erythrozytenzylinder 10
Mikroh&maturie 80
Makrohamaturie 1-2
Eingeschrankte Nierenfunktion 40-80
Rapid progrediente Glomerulonephritis 30
Hypertonie 15-50
Hyperkaliamie 15

Zum Ausschluss einer Lupusnhephritis sollten als basisdiagnostische Malinahmen die
mikroskopische Untersuchung des Urinsediments, Urin-Teststreifen, Messung der 24-
Stunden-Proteinurie, sowie die Bestimmung der Kreatininclearance erfolgen (9). Die
Konzentration von Anti-Clg-Antikbrpern im Serum Kkorreliert gut mit der Aktivitdt der
Lupusnephritis. Anti-C1qg-Antikdrper scheinen dariiber hinaus eine starkere Assoziation mit
der renalen Erkrankung des SLE aufzuweisen als anti-dsDNA-Antikdrper oder erniedrigte
Komplementfaktorkonzentrationen und werden deshalb als wertvoller serologischer Marker fur
die Bestimmung der Erkrankungsaktivitdt und von Erkrankungsschiiben diskutiert (37, 38).
Bei einem pathologischen Befund sollte eine Nierenbiopsie durchgefuhrt werden, da durch das
histologische Ergebnis eine Einteilung der Lupusnephritis in die von der WHO (World Health

Organization) festgelegten Klassen erfolgen kann (39).

Die WHO teilt die Lupusnephritis anhand der Préasenz Licht-, Immunfluoreszenz- und
Elektronenmikroskopischer Charakteristika in sechs verschiedene Klassen ein. Mittlerweile
wurde das WHO Klassifizierungsschema von der ISN/RPS (International Society of
Nephrology/Renal Pathology Society) Klassifikation ersetzt (8, 40). Bei der Lupusnephritis
handelt es sich um eine Immunkomplexglomerulonephritis, die zu folgenden Veranderungen
fahren kann (40):
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1. Tubulointerstitielle Nephritis mit oder ohne Immunkomplexablagerungen in der
tubuldren Basalmembran.

2. Vaskulare Veranderungen mit Immunkomplexablagerungen in den Gefal3en,
mikrovaskulare Zylinder oder thrombotische Mikroangiopathie.

3. Sehr selten wird eine ,pauci-immune® Glomerulonphritis mit wenigen oder keinen

Immunkomplexablagerungen bei der Lupusnephritis beobachtet.

Tabelle 2: Abgekirzte Version der ISN/RPS Klassifizierung der Lupusnephritis (40)

Klasse Bezeichnung
I Minimale mesangiale Lupusnhephritis

Il Mesangiale proliferative LN

i Fokale LN?

v Diffuse segmentale (IV-S) oder globale (IV-G) LNP
Vv Membranose LN

Vi Fortgeschrittene sklerosierte LN

aBezeichnet den Anteil der Glomeruli mit aktiven und sklerosierenden Lasionen

bBezeichnet den Anteil der Glomeruli mit fibrinoiden Nekrosen und zellularen Halbmonden

1.1.5 Erfassung der Krankheitsaktivitit

Eine genaue Klinische Bewertung der Krankheitsaktivitat ist winschenswert, da diese
Erkrankung einen komplexen Phanotyp, sehr variablen Krankheitsverlauf und eine kumulative
Morbiditat Uber die Zeit hinweg aufweist, da immer neue Organsysteme betroffen sein kénnen
— selbst 5-10 Jahre nach der Diagnosestellung. Aus diesen Griinden sind die genaue
Anamneseerhebung, eine griindliche korperliche Untersuchung und Laboranalysen
erforderlich, um die Krankheitsaktivitat, die Gewebeschadigung und die individuellen

Auswirkungen der Erkrankung auf den Patienten zu erfassen.

Da die erhobenen Befunde fir sich allein den Status des Patienten nur unzureichend
beschreiben, wurden standardisierte Bewertungsbégen entwickelt, die die Krankheitsaktivitat

des SLE erfassen sollen.
Die Tabelle listet die gangigen Messverfahren auf:

Tabelle 3: standardisierte Messverfahren der Krankheitsaktivitat bei SLE

SLEDAI SLE Disease Activity Index, SLE Krankheitsaktivitat-Index
BILAG British Isles Lupus Assessment Group
SLAM Systemic Lupus Activity Measure
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LAI Lupus Activity Index

ECLAM European Consensus Lupus Activity Measurement

Der SLEDAI ist wahrscheinlich das am einfachsten zu verwendende Tool.
Insgesamt sind 24 fir den Lupus charakteristische Symptome aufgefuhrt, die je nach
betroffenem Organ und der damit einhergehenden gesundheitlichen Beeintrachtigung mit
unterschiedlicher Gewichtung gewertet werden. Renale, neurologische und vaskulitische
Manifestationen werden hoher gewertet als beispielsweise kutane. Die maximal zu
erreichende Punktezahl betragt 105 (8). Der SLEDAI ist ein validiertes Modell zur Erfassung
der Krankheitsaktivitat des SLE und spiegelt die Ubereinstimmende Meinung einer Experten-

Gruppe im Gebiet der Lupus-Forschung wider (41).

1.1.6 Therapie des SLE

Das Ziel beim SLE ist es, im Rahmen der Therapie eine dauerhafte Remission der Erkrankung

zu erzielen, um vor allem eine irreversible Nierenschadigung abzuwenden. Die
konventionellen Behandlungsschemata setzen sich je nach Schwere der Erkrankungsaktivitét
aus unterschiedlichen Medikamenten zusammen. Zu diesen gehéren nicht-steroidale anti-
inflammatorische Medikamente (NSAIDs = non steroidal anti-inflammatory drugs),
Glukokortikoide, Antimalaria-Mittel wie Hydroxychloroquin und Chloroquin, und zytotoxische
Medikamente.

Die eben genannten Medikamente wirken nicht spezifisch immunsuppressiv. Aufgrund des
mittlerweile besseren Verstandnisses der Pathogenese des SLE, sollen zuklnftige
Therapieansatze gezielter in das Immunsystem des Patienten eingreifen. Neue
Behandlungsstrategien fokussieren auf die B-Zell-Depletion, die Verminderung der T-Zellen,
Blockade co-stimulatorischer Signalwege, Zytokin-Inhibition sowie die Modulation des

Komplementsystems. (42)

Die Antimalariamittel (AMs) Hydroxychloroquin und Chloroquin haben einen bedeutsamen
Einfluss auf die Langzeitprognose des SLE gezeigt (43). Die Wirkweise der AMs ist noch nicht
vollig verstanden, aber man nimmt an, dass sie eine pH-Erhéhung in den intrazellularen
Vakuolen bewirken und damit in die Antigen-Prasentation der Makrophagen und anderer
Antigen-préasentierender Zellen eingreifen und die Antigen-prasentierende Funktion
vermindern, und dariiber hinaus auch noch die Aktivierung der Toll-like Rezeptoren
beeintrachtigen (16). Laut der bisherigen Empfehlungen waren die AMs auf Patienten ohne
schwerwiegende Organbeteiligung beschrankt (2, 43). Neueren Erkenntnissen zufolge sollten
die AMs aufgrund des breiten Spektrums an positiven Effekten jedoch allen Patienten mit SLE

verabreicht werden (16). Zu diesen gehdren neben der immunmodulatorischen und
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enztiindungshemmenden Komponente die anti-hyperglykamische, anti-thrombotische sowie
anti-hyperlipiddmische Wirkung, wodurch sich auch ein potentieller Einfluss auf die Entstehung
von Atherosklerose, die bei Patienten mit SLE erhoht ist, ergibt. (16, 43, 44).

Grundstein in der Behandlung des systemischen Lupus sind nach wie vor Glukokortikoide, die
zur schnellen Kontrolle von Krankheitsschiuben, schweren als auch milden Verlaufen
eingesetzt werden (45). Allerdings missen bei einer Langzeittherapie die massiven
Nebenwirkungen in Betracht gezogen werden. Dazu gehotren die erhdhte Anfélligkeit fur
Infektionen, Osteoporose, Diabetes, Bluthochdruck und das Risiko einer frihen
Atherosklerose (16). Um einer Steroid-induzierten Osteoporose entgegen zu wirken, ist die
Einnahme von Calcium und Vitamin D empfehlenswert. (13, 46).

Laut Empfehlungen der European League against Rheumatology (EULAR) von 2008 soll bei
unzureichendem Ansprechen auf AMs, Steroide und NSAIDs auf zytotoxische Medikamente
wie Azathioprin, Cyclophosphamid, Mycophenolat Mofetil oder Methotrexat umgestiegen

werden (2).

Durch das immer bessere Verstdndnis der Pathogenese des SLE ergeben sich neue
Angriffspunkte in der Therapie der Erkrankung. Neueren Erkenntnissen zufolge liegt der
Schlussel fir eine effektive Therapie eben genau in der Entstehung der Krankheit, bei der
bekanntlich B- und T-Zellen, co-stimulatorische Molekiile, Zytokine und andere Faktoren

involviert sind. (42)

Das erste Biologikum, das seine Effektivitat in zwei grof3en randomisierten Studien bewies und
speziell zur Therapie des Systemischen Lupus erythematodes zugelassen wurde, ist
Belimumab (47, 48). Bei Belimumab handelt es sich um einen monoklonalen Antikérper, der
spezifisch ein bestimmtes Zytokin bindet. Bei diesem handelt es sich um den B-Lymphozyten-
Stimulator (BLyS = B lymphocyte stimulator) oder auch B-Zell aktivierender Faktor (BAFF = B-
cell activating factor) genannt, ein loslicher Ligand der zur Tumornekrosefaktor(TNF)-Familie
gehort (49). Dieses Zytokin hat die Aufgabe, das Uberleben und die Reifung von B-Zellen zu
Antikdrper sezernierenden Plasmazellen zu unterstiitzen (50). Laut einer Studie von laccarino
et al. vermindert die Anwendung von Belimumab die Anzahl der Krankheitsschibe und

verhindert die Progression der Organschadigung (51).

Weitere Biologika zielen auf die Beeinflussung der co-stimulatorischen Signale von T-und B-
Zellen, wahrend sich ein anderer Ansatz auf die Inhibition bestimmter Zytokine stitzt wie TNF-
a, Interleukin (IL)-1 und IL-6.

Durch die Einfihrung der Janus Kinase Inhibitoren, mit denen bereits Erfolge in der Therapie

hamato-onkologischer Erkrankungen erzielt werden konnten, erhofft man sich auch bei
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rheumatologischen Krankheitshildern wie dem SLE eine Verbesserung der Krankheitsaktivitat.
(52, 53)

1.2 Psoriasis-Arthritis

Die Psoriasis-Arthritis (PsA) ist eine entzindliche Gelenkerkrankung die mit Psoriasis in
Zusammenhang steht, und gehdrt zum Formenkreis der Spondyloarthritiden. Zu diesen zéahlen
neben der PsA die ankylosierende Spondylitis (M. Bechterew), die reaktive Arthritis (Reiter
Syndrom), die enteropathische Arthritis sowie die undifferenzierte Spondyloarthritis. Bei den
Spondyloarthritiden handelt es sich um chronisch-entziindliche Gelenkerkrankungen, die
bevorzugt das Achsenskelett befallen, sowie mit einer genetischen Disposition und dem
Fehlen von Rheumafaktoren assoziiert sind (54). Rheumafaktoren sind Antikdrper, die gegen
korpereigenes Immunglobulin G gerichtet sind und den Immunglobulinklassen IgM, 1gG, IgA

und IgD angehoéren kénnen. (16)

1.2.1 Pravalenz und Inzidenz der Psoriasis-Arthritis

Die Datenlage im Bereich der Epidemiologie dieses Krankheitshildes ist relativ schwach und
die Daten hierzu variieren erheblich (55). Der Grund hierfir liegt unter anderem daran, dass
es keine allgemein anerkannten Kriterien zur Diagnose der PsA gibt und sich damit die
Abgrenzung von anderen chronisch-entziindlichen Gelenkerkrankungen, wie zum Beispiel der

rheumatoiden Arthritis, schwierig gestaltet (54, 56).

Die Pravalenz liegt bei 1-2/1000 in der allgemeinen Bevodlkerung und die Inzidenz bei
annahernd 6/100.000 im Jahr, wobei Manner und Frauen etwa gleich haufig betroffen sind
(57-60). Das Auftreten der entzliindlichen Arthritis bei Patienten mit Psoriasis schwankt
zwischen 6 — 42% (54). Die durch zwei grof3e Studien in Deutschland ermittelte Pravalenz liegt
zwischen 19 und 20,6 %, was der tatsédchlichen Pravalenz in Zentraleuropa wohl sehr
nahekommt (Radtke et al. 2009, Reich et al. 2009).Typischerweise tritt die Erkrankung
zwischen dem 40 — 50. Lebensjahr auf, kann aber auch bei Kindern und alteren Patienten
vorkommen (56). Etwa 20% der Patienten entwickeln die Arthritis vor dem Auftreten von

Hautl&asionen, was zu einer falschen Diagnosestellung fihren kann (16, 61).

1.2.2 Klinische Prasentation der Erkrankung

Die ersten Klassifikationskriterien fur die PSA stammen aus dem Jahre 1973 von Moll und
Wright. Entsprechend dieser Kriterien kann die Diagnose einer PsA gestellt werden, wenn
beim Patienten eine Psoriasis sowie eine entzindliche Arthritis vorliegen und keine
Rheumafaktoren nachweisbar sind, man also von einem ,seronegativen” Verlauf spricht (62).
Dies ist fur die Diagnosestellung richtungsweisend, da der Rheumafaktor bei tiber 80% der

rheumatoiden Arthritis-Patienten positiv ist, bei PsA-Patienten hingegen bei 5 — 13 % (63).
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2006 wurde von einer Studiengruppe ein neues Klassifikationsschema erarbeitet, die
sogenannten CASPAR (CIASsification criteria for Psoriatic ARthritis) Kriterien.
Tabelle 4: CASPAR Kriterien fur Psoriasis Arthritis: Voraussetzung ist das Vorhandensein

einer entzuindlichen muskuloskelettalen Erkrankung (Gelenke, Wirbelsaule, Enthesen) plus =
3 Punkte folgender Erscheinungen (64):

e Aktuelle Psoriasis

- Psoriasis in der Anamnese

2
1
- Psoriasis in der Familienanamnese 1
o Nagelpsoriasis 1
¢ Negativer Rheumafaktor 1
e Aktuelle Daktylitis oder Anamnese einer Daktylitis wenn aktuell 1
keine vorliegt
e Radiologisch erkennbare juxtaartikulare Knochenneubildungen an 1

H&anden oder FiulRen

Bei etwa 20% der Patienten kann die Manifestation der Arthritis den Hautlasionen
vorausgehen, man spricht in diesem Fall von ,PsA sine psoriase® (61). Dieser Fall macht eine
korrekte Diagnosestellung oftmals zu einem schwierigen Unterfangen. Fir gewdhnlich
prasentiert sich die PsA als oligoartikulare Erkrankung, bei der oft nur ein bis zwei Gelenke
stark geschwollen erscheinen, kann aber auch als symmetrische Polyarthritis imponieren, die
manchmal als rheumatoide Arthritis (RA) missinterpretiert wird (16, 65). In einigen Fallen sind
die fuhrenden klinischen Symptome Spondylitis, entzindliche Nackenschmerzen, axiale
Symptome wie tiefsitzender Rickenschmerz (56). Darliber hinaus ist eine Haut- und
Nagelbeteiligung sowie eine Entzindung der Sehnen, als Enthesitis bezeichnet,
richtungsweisend fiur die PsA (16). Haufig betroffen sind die Ful3ndgel, wobei die
Nagelmanifestation leicht mit einer Pilzinfektion verwechselt werden kann (66). Enthesitiden
auRBern sich als Entziindung an den Ansatzstellen der Sehnen, von Bandern oder den
Gelenkkapseln und betreffen meist die untere Extremitat, hier vor allem die Plantarfaszie und
die Achillessehne (1, 56, 67).

Daktylitis bezeichnet die Entzindung des gesamten Fingerstrahls, wobei man
umgangssprachlich haufig von sogenannten ,Wurstfingern“ oder ,Wurstzehen* spricht (67,
68). Dies ist ein weiteres klinisches Kennzeichen der PsA und tritt in etwa der Halfte aller Falle
auf (59, 65). Haufig sind die distalen Interphalangealgelenke befallen, was meist mit einer
Nagelpsoriasis einhergeht (65). Radiographisch imponiert das Bild einer gleichzeitigen
Knochenresorption sowie Knochenproliferation, welches zum sogenannten ,pencil in cup®

Phanomen fuhrt, und ein weiteres wichtiges Kennzeichen der PsA reprasentiert (1, 56, 59, 65,

18



67).

Gravierende Krankheitsverlaufe konnen beim Patienten zu irreversiblen Gelenkschaden
fuhren mit dem Auftreten des ,Teleskop“-Phdnomens oder auch als ,Opernglas-Finger®
bezeichnet. Hervorgerufen wird dies durch die Resorption des distalen Phalangen (1, 54, 69).

Man spricht in diesem besonderen Fall von Arthritis mutilans (70).

Unspezifische Entziindungsparameter wie die Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) und das
C-reaktive Protein sind h&ufig normal oder nur leicht erhdht. Obwohl zu den urspriinglichen
Klassifikationskriterien von Moll und Wright die Seronegativitat z&hlt, findet man bei bis zu 13%
der PsA-Patienten einen positiven Rheumafaktor (59, 71). In den Seren von Patienten mit
rheumatoider Arthritis findet man ihn hingegen in 70 — 90 % der Falle (72). Die geschéatzte
Pravalenz der Antikérper gegen citrullinierte Peptidantigene (anti-CCP-Antikdrper oder ACPA)
schwankt zwischen 6 — 16% (16, 63, 73, 74). Das Vorliegen von anti-CCP-Antikdrper bei PsA-
Patienten ist signifikant mit einem erosiven Krankheitsverlauf assoziiert (75).

Obwohl man die PsA viele Jahre fir eine milde Form einer entziindlichen Arthritis hielt, klagen
die Patienten Uber chronische Gelenkschmerzen, Erschépfung, eingeschréankte Mobilitat und
eine allgemein verringerte Lebensqualitat im Vergleich zur gesunden Bevdlkerung (76, 77).
Daruber hinaus findet sich bei manchen der PsA-Patienten ein vermehrtes Auftreten
kardiovaskularer Erkrankungen (78-80). Dieses erhéhte Risiko ist womaglich zuriick zu fihren

auf die systemische Entziindung, die zu atherogenen Prozessen beitragt (67).

1.2.3 Pathogenese
Wie bei vielen Autoimmunerkrankungen ist der exakte Mechanismus der Pathogenese nicht

vollig geklart. Als potentielle Ursachen werden genetische, immunologische und
Umweltfaktoren diskutiert, die auf unterschiedliche Art und Weise zur Krankheitsentstehung
beitragen kénnen (81, 82).

Psoriasis und PsA haben eine starke genetische Komponente, wie in Familien- und
Zwillingsstudien nachgewiesen werden konnte (71). Etwa 40 % der PsA-Patienten haben eine
positive Familienanamnese fur diese Erkrankung bei Verwandten ersten Grades (83). Zu den
bereits identifizierten Genen, die zur Pathogenese beitragen, zéhlen die Humanen Leukozyten
Antigene (HLA) im Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC = major histocompatibility
complex) (84). Den hdchsten positiven Vorhersagewert hat HLA-B27 (85).

Eines der Krankheitsmodelle besagt, dass durch einen auslosenden Umweltfaktor ein
Schaden verursacht wird, welcher wiederum bei genetisch anfalligen Personen zu einer
angeborenen Immunantwort fihrt (67). In einer Fall-Kontroll-Studie wurden einige
Umweltfaktoren identifiziert, die zur Krankheitsentstehung der PsA beitragen kdnnen (86).

Dazu zahlen Roteln-Impfungen, Umzug, rezidivierende orale Ulzerationen, Knochenbriiche,
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das Heben schwerer Gewichte, Infektionen, die einer antibiotischen Behandlung bedirfen und
Verletzungen (67, 86, 87). Die Rolle eines Traumas scheint bisher sehr Uberzeugend.
Fallstudien zeigen, dass in 8 — 9% der Patienten ein kirzlich geschehenes Trauma dem
Auftreten der Erkrankung vorausgeht (67, 88, 89). Im Zusammenhang mit der Pathogenese
wird auch das sogenannte ,Koebner* Phanomen besprochen, welches ein Trauma auf intakter
Haut bezeichnet, das im weiteren Verlauf zu einer Entzindung der Synovialmembran und des
Sehnenapparates sowie einer peripheren Arthritis fiihren kann (67, 90). Auch Ubergewicht soll
ein erhohtes Risiko fir die Entstehung der PsA darstellen, insbesondere wenn es bereits im
Alter von 18 Jahren besteht. Zudem ist Adipositas mit hdheren Spiegeln an

proinflammatorischen Zytokinen assoziiert, was bei der Psoriasis bereits bekannt ist (91).

Die Beteiligung des Gewebes umfasst bei der PsA die Synovialis, also jene Schleimhaut, die
fur die Produktion der Gelenksflissigkeit zustandig ist, die Haut, die Enthesen, die die
Anheftungsstellen der Bander und Sehnen am Knochen bezeichnen, sowie die Gelenkkapsel.
Wichtige Merkmale der PsA sind aulRerdem die Angiogenese, also die Neubildung von
Blutgefal3en, endotheliale Aktivierung und die Infiltration von Neutrophilen Granulozyten ins

synoviale Gewebe (84).

Untersuchungen von Gelenken, Synovia und Haut zeigen, dass in diesen Geweben eine
starke lymphozytare Infiltration an aktivierten CD4* und CD8* T-Zellen vorliegt. CD4* Zellen
findet man in erster Linie in den unteren Hautschichten, vor allem in den dermalen Anteilen,
wahrend die CD8" Zellen eher in die Epidermis und die Enthesen einwandern und dort die
Entziindungsreaktion vorantreiben (67, 92). T-Zellen in der Synovialflissigkeit gehoren
vorwiegend zum CD8* T-Zell-Subset (93, 94). Interessanterweise korreliert die erhdéhte Anzahl
an CD8* T-Zellen mit erhdohten Werten der BSG und des CRP.

Das Synovialgewebe von PsA-Patienten weist liberdies eine GiberméRige Expression an pro-
inflammatorischen Zytokinen wie IL-1, INF-y, TNF-q, IL-6, IL-12, IL-15, IL-17 und IL-18 auf (84,
95, 96). Diese Zytokine haben unterschiedliche Eigenschaften, die u. a. die Hochregulation
von Chemokinen und Zelladh&sionsmolekulen betrifit und so die Infiltration

proinflammatorischer Zellen an die Entziindungsherde beginstigt (67).

Neben T-Zellen haben auch Dendritische Zellen, als professionelle Antigen-prasentierende
Zellen, eine wichtige Funktion in der Psoriasis. Plasmazytoide CD123* Dendritische Zellen

bspw. fungieren als wesentliche Produzenten von INF-a (16).

Eine weitere Subgruppe der T-Zellen, die 2005 entdeckt wurde, sind die Th17-Zellen (97, 98).
Diese kdonnen im Blutkreislauf und der Synovialflissigkeit von PsA-Patienten in erhdhtem
Mafl3e nachgewiesen werden, in Arthrose-Patienten jedoch nicht (99, 100). Darlber hinaus

korreliert die IL-17A Expression in den Hautlasionen mit der Krankheitsaktivitat der Patienten
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(67, 101). Die Tatsache, dass neue Therapieansatze durch die Beeinflussung des IL-23/Th17-
Signalweges gute Erfolge erzielen konnten, unterstiitzt die Annahme, dass Thl7 Zellen eine
wichtige Funktion in der Pathogenese der PsA einnehmen (102). IL-23 wiederum, welches von
Dendritischen Zellen und Keratinozyten in psoriatischer Haut produziert wird, bedingt die
Proliferation von Thl7 Zellen, die ihrerseits wieder IL-17 sezernieren (16). In psoriatischen
Hautlasionen findet man signifikant erhéhte Werte von IL-23 im Vergleich zu nicht befallenen

Hautarealen und normaler Haut (103, 104).

Zytokine wie TNF-a findet man in grof3en Mengen in der Synovia, aber auch in psoriatischen
Hautlasionen sowie entziindlichen Arthropathien (1). Zudem fordert TNF-a gemeinsam mit IL-
1B die Produktion von Matrix Metalloproteinasen durch Makrophagen (105), die bei der PsA
erhoht sind und zur Zerstérung des Gelenkknorpels beitragen (106, 107). TNF-a unterstitzt
darliber hinaus die Differenzierung von Vorlauferzellen der Osteoklasten, deren
physiologische Aufgabe der Abbau von Knochengewebe ist. Ihre Einwanderung in entziindete
Gelenkstrukturen wie der Synovialis verursacht den charakteristischen fortschreitenden
Knochenabbau/bzw.-schaden (108).

1.2.4 Therapie der Psoriasis-Arthritis

Die Behandlung der PsA umfasst die Applikation von NSAIDs bei milden Gelenksymptomen.
Bei mittleren bis schweren Verlaufen folgt der Einsatz von DMARDs, wéahrend neuere
Medikamente, spezielle Biologika wie die TNF-Inhibitoren, bei ausbleibendem Therapieerfolg
zur Anwendung kommen (109-112). Je komplexer sich ein PsA-Patient prasentiert, desto eher
ist eine duale Behandlung sowohl durch einen Rheumatologen als auch durch einen
Dermatologen erforderlich, um eine optimale Versorgung des Patienten gewahrleisten zu
kénnen (16). Die Behandlungsziele umfassen neben der Verbesserung der Lebensqualitat
auch die Verhinderung der weiteren Progression der Gelenkzerstorung sowie die Senkung der
Mortalitat (56, 112—115). Das bessere Verstandnis der Pathogenese stellt somit eine wichtige
Voraussetzung zur Etablierung neuer, effektiver und hochspezifischer Behandlungsstrategien
dar (1, 116).

Zu den unspezifischen DMARDs, die bei der PsA zur Anwendung kommen, zahlen MTX,
Sulfasalazin, Leflunomid und Ciclosporin A (1, 67, 117). Diese Medikamente werden haufig in
der systemischen Basistherapie der PsA eingesetzt. Ihre Effizienz ist in klinischen Studien
jedoch relativ schwach, da bspw. keine Beweise vorliegen, dass MTX strukturelle
Gewebsschéden aufzuhalten vermag (117, 117-120). Trotz alledem wird MTX als DMARD
der ersten Wahl eingesetzt, entweder als Monotherapie oder in Kombination, bspw. mit
NSAIDs (56, 111, 112).
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Abatacept ist ein Fusionsprotein, das aus dem humanen zytotoxischen T-Lymphozyten-
assoziierten Protein-4 (CTLA-4) und einem humanen IgG1-Anteil besteht. Die Zielstruktur
dieses Medikamentes ist die T-Zelle. Das Fusionsprotein verhindert die co-stimulatorische
Wechselwirkung zwischen CD80/86 auf der Antigen-prasentierenden Zelle und CD28 auf T-
Lymphozyten, wodurch es zu einer verminderten T-Zell-Aktivierung kommt. Abatacept ist

indiziert bei einem nicht ausreichenden Ansprechen auf TNF-Inhibitoren. (109, 121)

2015 erfolgte die Zulassung von Apremilast, eines oral verfligbaren, selektiven
Phosphodiesterase (PDE4)-Inhibitors. Das Enzym PDE4 ist beim Abbau von zyklischem
Adenosinmonophosphat (cCAMP) beteiligt, seine Blockade erhdht die intrazellulare cAMP-
Konzentration. Dies fuhrt dazu, dass Zytokine wie TNF-a, IL-12, IL-23 vermindert produziert
und sezerniert werden und im Allgemeinen die Entziindung herunterreguliert wird. Gleichzeitig
kommt es zu einer erhéhten Produktion anti-inflammatorischer Zytokine, zu denen das IL-10
gehort. Im Gegensatz zu den vorher genannten Therapeutika zielt Apremilast nicht auf einen
spezifischen Mediator ab, sondern versucht das Gleichgewicht zwischen pro- und anti-
inflammatorischen Signalen wieder her zu stellen, was in Phase 2 Studien durch eine

signifikante Reduktion klinischer Symptome auch erreicht werden konnte. (109, 122, 123)

Von der amerikanischen Behorde fir Lebens- und Arzneimittel (US Food and Drug
Administration = FDA) und Gesundheitsadministrationen anderer Lander sind bereits flnf
TNF-Inhibitoren zur Behandlung der PsA zugelassen. Zu diesen zé&hlen Adalimumab,
Infliximab, Golimumab, Certolizumab pegol und Etanercept. Jedes dieser Medikamente
inhibiert auf unterschiedliche Art und Weise das TNF-aq, das als proinflammatorisches Zytokin
auch bei vielen weiteren Autoimmunerkrankungen eine Schliisselfunktion besitzt. (121) Die
TNF-Inhibitoren vermindern neben der T-Zell Infiltration in die Haut und Gelenke auch noch
die Einwanderung von Makrophagen in die Synovia und verzégern oder verhindern sogar den

radiologischen Erkrankungsfortschritt und vermindern Knochenerosionen (67, 124, 125).

IL-23 spielt in der Regulation und Aktivierung von Ty17-Lymphozyten eine wichtige Rolle und
folglich auch in der Produktion von IL-17 und anderer proinflammatorischer Zytokine. IL-12
wiederum spielt eine Rolle im Thl-Entziindungsweg. (126) Ustekinumab, ein humaner
monoklonaler IgG1-Antikorper, greift in den IL-12/IL-23 Signalweg ein und erzielt dadurch eine
indirekte Hemmung des IL-17 (121). Ustekinumab zeigte im Vergleich zu Placebokontrollen
eine signifikante Verringerung der Zeichen und Symptome der PSA sowie eine bessere

Effektivitat gegen Hautmanifestationen, Enthesitiden und Daktylitiden (67, 127).

Eine weitere Mdglichkeit der Therapie besteht in der direkten Hemmung von IL-17 durch neue,
derzeit noch in der Erprobung befindliche IL-17-Antagonisten zu denen Secukinumab,

Ixekizumab und Brodalumab gehéren (67). Bei den ersten beiden Biologika handelt es sich
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um monoklonale anti-IL-17 Antikdrper, Brodalumab hingegen ist ein humaner monoklonaler
Antikdrper gegen den IL-17-Rezeptor (128). Die nachgewiesene Effektivitdt dieser
Medikamente im Vergleich zu Placebo unterstreicht auch die Rolle des IL-17 und seinen
Rezeptoren in der Pathogenese der PsA. Die Risikofaktoren der IL-17-Antagonisten
entsprechen denen der TNF-Inhibitoren mit einer erhéhten Wahrscheinlichkeit fir das
Auftreten von ernsten Infektionen und malignen Entartungen aufgrund der unterdriickten T-
Zell Antwort. (67, 129)

1.3 Granulomatose mit Polyangiitis

Nach den Uberarbeiteten Chapel-Hill-Consensus Conference Kriterien von 2012 z&hlt die
Granulomatose mit Polyangiitis (GPA), vormals Morbus Wegener oder Wegener'sche
Granulomatose, gemeinsam mit der Mikroskopischen Polyangiitis (MPA) und der Eosinophilen
Granulomatose mit Polyangiitis, ehemals als Churg-Strauss-Syndrom bezeichnet, zu den
ANCA-assoziierten Vaskulitiden der kleinen GefalRe (130). Die Erkrankungen sind
charakterisiert durch das Vorhandensein von Anti-Neutrophile zytoplasmatische Antikrper
(ANCASs) und &ahnliche histologische Merkmale (131). Bei der GPA handelt es sich um eine
nekrotisierende Vaskulitits der kleinen bis mittelgrof3en Gefal3e, die im lokalen Anfangsstadium
am haufigsten den respiratorischen Trakt und im systemischen Stadium Uber die vaskulitische
Komponente eine renale Mitbeteiligung in Form einer nekrotisierenden Glomerulonephritis
bedingen kann (132).

1.3.1 Pravalenz und Inzidenz der GPA

Die ANCA-assoziierten Vaskulitiden sind seltene Erkrankungen, daher ist eine grof3e
Population nétig, um die exakte Inzidenz und Préavalenz zu eruieren (133).

Die hochste Inzidenzrate mit geschatzten 10-20 Fallen/Million wird im Alter von 64 — 75
Jahren beobachtet, wobei Manner und Frauen gleich h&ufig betroffen sind (132, 133). Im
Allgemeinen tritt die GPA héaufiger bei alteren und weiRen Menschen auf, kann aber auch bei
Kindern und Jugendlichen sowie Menschen dunkler Hautfarbe zu Tage treten (131). Die
Inzidenz der GPA hat seit dem Jahr 1980 zugenommen, was wohl einerseits auf ein
vermehrtes Bewusstsein der Arzte und andererseits auf die Einfiihrung der ANCA-Testung
zurickzufuhren ist (134). Die Pravalenz der Erkrankung liegt abhangig von der
geographischen Lokalisation bei 8 — 10 pro Million. So ist laut Watts et al. die Granulomatose
in nordlichen Regionen Europas wie Grof3britannien, Norwegen aber auch Deutschland
haufiger zu beobachten, die MPA hingegen im Siden Europas (134-136). Diese Tatsache
deutet darauf hin, dass sowohl die GPA als auch die MPA auf unterschiedlichen genetischen
Anomalien beruhen, die mit unterschiedlichen ethnischen Hintergriinden in Verbindung
stehen (16).
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1.3.2 Atiologie der Erkrankung

Als Ausloser der Erkrankung werden Infektionen, genetische Disposition und Umweltfaktoren
diskutiert, auch eine Kombination der drei Faktoren erscheint méglich (137). Die genauen

Grinde sind aber derzeit noch nicht bekannt.

Es handelt sich bei der GPA um eine komplexe Autoimmunerkrankung, wobei die
Gewebsdestruktion aus dem Zusammenspiel einer zu Beginn entzundlichen Reaktion und
einer spezifischen Immunantwort darauf entsteht. Partiell ist diese Antwort gegen vormals
abgeschirmte, kryptische Epitope auf Neutrophilen Granulozyten gerichtet, die zur Bildung der
sogenannten Antineutrophile zytoplasmatische Antikorper fihrt (138). Dies ist eines der
wichtigsten Kennzeichen der GPA und anderer Vaskulitis-Formen, eben der ANCA-
assoziierten Vaskulitiden. Bei etwa 85 % der GPA-Patienten sind ANCAs nachweisbar, die in
70-80% der Félle gegen Proteinase-3 gerichtet sind (139). Das zweithaufigste untersuchte
Antigen bei der GPA ist die Myeloperoxidase (MPO), die bei etwa 10 % der Patienten
vorzufinden ist, allerdings in héheren Maf3e mit den Phéanotypen der MPA und EGPA assoziiert
ist (140, 141). Oftmals sind sowohl anti-PR3 und anti-MPO Antikdrper vorzufinden (144).

In Fall-Kontroll-Studien konnte ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Erkrankung
und der Exposition mit Silikonstaub hergestellt werden (145-148). Als weiterer
pradisponierender Faktor wird Staphylococcus aureus angesehen (149). Nasale Trager dieses
gram-positiven Bakteriums weisen zudem eine héhere Ruckfallrate auf (150).

Neben den im Abschnitt 1.3.1 erwdhnten geographischen und damit auch klimatisch
unterschiedlichen Bedingungen, sowie die soeben angesprochenen bakteriellen Infektionen
des Respirationstraktes und die Exposition zu Silikonstaub, zahlen auch einige Medikamente
als Risikofaktoren (137). Hierzu gehdren das Thyreostatikum Propylthiouracil sowie das
Antihypertensivum Hydralazin (151). Durch Administration dieser Medikamente kommt es
offenbar bei genetischer Pradisposition zu einer Induktion von ANCAs und klinischen
Symptomen einer Vaskulitis (151, 152).

Der Mechanismus der ANCA-Produktion basiert womoglich auf der zuvor angesprochenen
Antwort des Immunsystems auf sogenannte kryptische Epitope des Zielantigens, die erst nach
einer vorausgehenden Gewebsverletzung vom Immunsystem erkannt werden und dieses
dann aktivieren kénnen (138). Eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Erkrankung wird
den T-Zellen zugesprochen. Diese Vermutung beruht darauf, dass Patienten mit aktiver GPA
viel hohere Werte an CD4" T-Zellen und aktivierten Monozyten aufweisen als gesunde
Kontrollen oder Patienten, die sich in Remission befinden (16). CD4" T-Zellen vom Th1-Typ,

welche fir zellvermittelte Immunantworten verantwortlich sind, scheinen bei der GPA vermehrt
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zu sein und durch die Produktion der fur sie charakteristischen Zytokine wie TNF-a und INF-y

die Erkrankung negativ zu beeinflussen (139).

Neben den bereits erwahnten CD4* T-Zellen spielen auch B-Zellen eine zentrale Rolle in der
Pathogenese der ANCA-assoziierten Vaskulitiden (153). In grof3en, randomisierten Studien
konnte durch B-Zell-Depletion mittels anti-CD20 Therapie bei den GPA und MPA Patienten
eine Remission erzielt werden. Zudem korreliert die Anzahl aktivierter, im Kreislauf

zirkulierender B-Zellen mit der Krankheitsaktivitat (154).

1.3.3 Kilinische Prasentation der GPA

Das Krankheitsbild der GPA ist einerseits charakterisiert durch eine granulomatdse

Entziindung, die vorrangig in den oberen und unteren Atemwegen anzutreffen ist, sowie eine
nekrotisierende vaskulitische Komponente, die vorzugsweise die Nieren und Lungen betrifft
(16). Das Vorkommen von Anti-Neutrophile zytoplasmatische Antikdrper mit dem Zielantigen
Proteinase 3 und einem zytoplasmatischen Fluoreszenzmuster ist ein sehr nutzlicher
Parameter zur Diagnosestellung der GPA. Bei Patienten mit hoher Erkrankungsaktivitat weist

die positive c-ANCA Serologie eine Sensitivitat von 91% und eine Spezifitat von 99% auf. (155)
Die ACR Kriterien aus dem Jahre 1990 fur die GPA beinhalten folgende Punkte:

o Nasale oder orale Entziindung (schmerzhafte oder schmerzlose orale Ulzerationen,
eitriger oder blutiger Nasenausfluss)

o Pathologisches Thorax-Rontgen, welches durch Gewebsdestruktion (Infiltrate, knotige
Veranderungen, Kavitationen) gekennzeichnet ist

e Abnormales Urinsediment (Mikrohdmaturie, Erythrozytenzylinder)

¢ Granulomatdse Entziindung einer Arterie oder der perivaskularen Zone (durch Biopsie

gesichert)

Mithilfe dieser Klassifikation gelingt die Diagnosestellung mit einer Sensitivitat von 88,2% und

einer Spezifitat von 92,0%. Daflir miissen zwei der vier Kriterien zutreffend sein (156).

Die Granulomatose mit Polyangiitis weist ein Initialstadium mit lokal begrenzten
pathologischen Verédnderungen auf. Im weiteren Verlauf greift die Erkrankung auf andere
Organsysteme Uber und kann auch zu einer komplikationsreichen Nierenbeteiligung fuhren.
In etwa 90% der Patienten sind initial Ohren, Nase und Kehle betroffen. Die Beteiligung der
oberen Atemwege ist am haufigsten anzutreffen. Sie zeigt sich vor allem durch eine chronische
Rhinosinusitis, die zu eitrigem oder blutigem Nasenausfluss fihren kann. Die granulomattse
Entzindung im Kopf-Hals-Bereich &ufRerst sich unter anderem durch eine Schadigung von
Schleimhé&uten, Knorpel und Knochen, was wiederum zu orbitonasaler Fistelbildung,

Nasenseptumperforation und zur sogenannten ,Sattelnasen“-Deformitét fuhrt, die klinisch
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sichtbar ist. Orbitale Granulome werden bei 7 — 45% der GPA-Patienten beschrieben und
fuhren zu Proptosis und eingeschrankter Bulbusmotilitdt (16, 157). Darlber hinaus
verursachen orbitale Granulome starke Schmerzen und kdnnen im schlimmsten Fall zur
Erblindung flihren, die durch die dauerhafte Kompression des Nervus opticus oder direkte

Penetration des Nervs durch einwandernde Entziindungszellen zu erklaren ist (158).

Die Beteiligung der Atemwege und des Lungenparenchyms, bei 60 — 85 % der Patienten zu
finden, fuhren zu Husten, Atemnot, Stridor, Hamoptysen und Pleuraschmerzen. Dazu gesellen
sich oftmals eine subglottische Stenose, Lungenfibrose, pulmonale Hypertonie und eine
diffuse alveolare Hamorrhagie. Zu den gewdhnlichen radiologischen Manifestationen zéhlen
knotige Veranderungen, diffuse Verschattungen und pulmonale Infiltrate. (16, 131, 159, 160)
Differentialdiagnostisch muissen die pulmonale Manifestation einer Sarkoidose oder

Tuberkulose ausgeschlossen werden.

Renale Manifestationen kdnnen ublicherweise auftreten, wobei im Verlauf der Erkrankung bis
zu 80% der Patienten eine nekrotisierende Glomerulonephritis entwickeln (16, 161). Die Klinik
reicht von asymptomatischer Erythrozyturie bis hin zu rapid progressiver Glomerulonephritis
mit Oligo- oder Anurie (16). Das Risiko eines Nierenversagens ist bei ANCA-positiven
Verlaufen als betrachtlich héher einzustufen. Die Beobachtung des Serum-Kreatinins gehort
zur Basis-Laboruntersuchung bei GPA-Patienten, genauso wie die Kontrolle einer womaglich

existenten Hamaturie.

Haufig (bis zu 80 %) sind im systemischen Stadium muskuloskelettale Symptome wie
Arthralgien, Myalgien und Arthritiden anzutreffen (16, 162). Zu den das ZNS betreffende
Manifestationen gehoren die sensorische Neuropathie, Hirnnervenlahmungen, starke
Kopfschmerzen und Enzephalopathie (163, 164). Seltener betroffen sind der
Gastrointestinaltrakt und das Herz (165, 166).

1.3.4 Therapie der GPA

Die Ziele der Therapie sind das Erreichen einer Krankheitsremission, Reduktion von Schiiben

und Minimierung der Medikamententoxizitat.

Die Therapie der GPA richtet sich nach der Schwere der aktuellen Erkrankung und den
betroffenen  Organsystemen. Zudem besteht ein nach der EULAR gultiges
Behandlungsschema, welches eine stufenweise Herangehensweise vorsieht und die Therapie

in die Phase der Remissionsinduktion und in die Remissionserhaltung einteilt (167).

Als Standard bei Patienten mit neu diagnostizierter GPA gilt die Kombination aus
Cyclophosphamid und Hochdosis-Glukokortikoiden (168, 169), wobei Cyclophosphamid

sowohl bei taglicher Anwendung als auch bei intraventdser Stof3therapie dieselbe Effizienz
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aufweist (170). Hierbei ist zu beachten, dass Leukopenien, welche ein nicht zu
vernachlassigendes Risiko fur schwere Infektionen darstellen, bei taglicher Administration
haufiger Zu beobachten sind (170-172).
Bei Anwendung von Cyclophosphamid wird zur Remissionserhaltung nach drei bis sechs

Monaten auf MTX oder Azathioprin umgestellt.

Da man den ANCAs eine wichtige Rolle in der Pathogenese der GPA und MPA zuschreibt
(173), wurden Strategien entwickelt, um die Anzahl AntikOrper-produzierenden B-Zellen zu
verringern. Zudem sind die diversen Nebenwirkungen der Cyclophosphamid-Therapie nicht zu
vernachlassigen. Neben dem vorhin schon genannten erhéhten Risiko schwerer Infektionen,
bedingt durch die Leukopenie (174), kam es bei 57% der Patienten zu Infertilitdt und 43%
entwickelten eine hamorrhagische Zystitis (175). Zudem erh6hen Immunsuppressiva wie
Cyclophosphamid die Wahrscheinlichkeit, ein Urothelkarzinom, ein Lymphom oder eine

Leukamie Zu entwickeln (161).

In zwei randomisierten kontrollierten Studien konnte gezeigt werden, dass Rituximab, ein
monoklonaler CD20-Antikdrper (176), die gleiche Effizienz wie Cyclophosphamid in der
Remissionsinduktion besitzt (177-179). Darlber hinaus ist Rituximab das Medikament der
Wahl bei Patienten mit therapierefraktdrem Erkrankungsverlauf und Patienten mit
persistierender PR3-ANCA Positivitat (175). Das Therapeutikum wird zudem bevorzugt
eingesetzt bei bestehender Kontraindikation gegen Cyclophosphamid, wenn also eine
Infektion, Leukopenie, Intoleranz oder ein malignes Geschehen vorliegen oder um die Fertilitat
junger Patienten zu erhalten (175, 180). Da es sich bei Rituximab um ein potentes
Immunsuppressivum handelt, kann es unter der Therapie zu erhdhter Infektneigung kommen,
die allerdings nicht mit einem erhdhten Risiko fur opportunistische Infektionen einhergeht.
Aufgrund der intravendsen Applikationsform kann es zu Infusionsassoziierten Reaktionen
kommen, meist bei der ersten Gabe. (175) Trotz der genannten Nebenwirkungen stellt
Rituximab, welches im Gegensatz zum Standardmedikament Cyclophosphamid von der
amerikanischen Behorde fur Lebens-und Arzneimittel (FDA) fur diese Indikation zugelassen
wurde, eine alternative Behandlungsoption fur die Remissionsinduktion ANCA-assoziierter
Vaskulitiden dar (175). Ferner ermdoglicht das wachsende Versténdnis fur die Entstehung
dieser Erkrankungen und die potentiellen Faktoren, die darin eine Rolle spielen kénnten, einen
wichtigen Schritt in die Richtung einer zukulinftig selektiveren immunmodulatorischen Therapie
(173).
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2 Theoretischer Hintergrund

Die komplexe wund bisher noch nicht vollstindig geklarte Pathogenese der
Autoimmunerkrankungen, die in dieser Arbeit behandelt werden, stellt eine grof3e

Herausforderung fir deren Therapie dar.

Es konnten zwar schon einige Zellpopulationen, genetische Faktoren, Chemokine und
Zytokine identifiziert werden, die in der Krankheitsentstehung und Aufrechterhaltung der
Entzindungsreaktion eine wichtige Rolle spielen. Die derzeit gangigen Therapieschemata
beruhen jedoch nach wie vor auf einer relativ unspezifischen Immunsuppression, die mit einem
erhohten Risiko fur Infektionen und anderen Komplikationen, wie auch der Bildung maligner
Erkrankungen, einhergehen kann. Die Entwicklung neuerer Medikamente, den sogenannten
Biologika, meist monoklonale Antikorper, sollen gezieltere therapeutische Mal3nahmen
ermdglichen, die sich spezifisch gegen Zytokine oder Rezeptorstrukturen richten und so das
Voranschreiten der Autoimmunerkrankung hemmen. Vor allem in den letzten Jahren stieg die
Zahl der entwickelten und zugelassenen Biologika, darunter fallen unter anderem Rituximab
und Belimumab. Diese neuartigen Medikamente konnten bereits wesentliche Erfolge in der

Therapie diverser Autoimmunerkrankungen erzielen, darunter der RA und dem SLE.

In Mausmodellen der Collagen-induzierten Arthritis und des SLE konnte bereits der Einfluss

von IL-3 auf die Entstehung und die Krankheitsaktivitat gezeigt werden (181). Die vorliegende
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Die Bedeutung bestimmter Leukozytenpopulationen und deren Expression bei den eben
genannten Erkrankungen wurde mittels FACS-Analyse erfasst. Das Hauptaugenmerk liegt
hierbei bei CD19* B-Zellen, CD4*- und CD8* T-Zellen, plasmazytoiden Dendritischen Zellen,
CD123*/ Monozyten sowie Basophilen Granulozyten. Im Rahmen dieser Arbeit soll versucht
werden, die Rolle dieser Zellen im Zusammenhang mit den Autoimmunerkrankungen besser
zu verstehen. Es gilt zudem herauszufinden, ob die Anzahl und Aktivitat mit der

Erkrankungsaktivitat der Patienten korreliert.

Neben dem IL-3 scheint auch ein anderes Zytokin in der Atiologie eine entscheidende Rolle
zu spielen, und zwar IL-17. In der Arbeit von Apostolidis et al. befassten sich die Forscher mit
den IL-17 produzierenden Zellen in der Lupusnephritis. Es stellte sich heraus, dass die IL-17
Produktion sowie die Zellen, die dieses Zytokin produzieren — CD4* sowie TZR (T-Zell-
Rezeptor) doppelt negative CD3* T-Zellen — bei SLE-Patienten vermehrt nachgewiesen

werden kdnnen. Dartber hinaus wurden die IL-17-produzierenden Zellen auch im entziindeten
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Nierenparenchym bei Lupusnephritis gefunden. Ein weiterer wichtiger Hinweis, der die IL-17
Hypothese stiitzt, ist die Tatsache, dass Lupus-anfallige Mause, zu denen unter anderem
MRL/Ipr Mause zé&hlen, nach Ablation der IL-17 Produktion eine Klinisch sichtbare Milderung
der Autoimmunprozesse sowie der Lupus-bezogenen Pathologie aufweisen (182). Zudem
konnten erhohte IL-17 Spiegel im Blut von SLE-Patienten nachgewiesen werden (29). Anti-IL-
17-Antikérper konnten somit in der Behandlung des Lupus von Bedeutung sein und sollten bei

der Entwicklung zukulnftiger Medikamente bertcksichtigt werden. (30)

Die vorliegende Arbeit soll aufklaren, ob auch das IL-3 ein potenter pathologischer Faktor bei

29



den untersuchten Erkrankungen ist und somit einen potentiellen Angriffspunkt flr zuktnftige

Therapieformen darstellen kann.

2.1 Interleukin 3

2.1.1 Struktur und Funktion

Zusammen mit Interleukin-5 (IL-5) und dem Granulozyten-Makrophagen Kolonie-

stimulierenden Faktor (granulocyte-macrophage colony stimulatin factor = GM-CSF) gehort IL-
3 zu einer Gruppe hamatopoietischer Zytokine mit 4 kurzen a-Helices (181). Diese
Zytokinfamilie reguliert das Wachstum, die Differenzierung, Migration und Effektorfunktionen
vieler hAmatopoietischer Zellen und Immunzellen (183). IL-3 induziert eine Signaltransduktion
durch Bindung an den IL-3-Rezeptor. Dieser besteht aus einer IL-3-spezifischen a-Kette
(CD123), an die das Zytokin bindet, und einer gemeinsamen B-Kette (CD131), die fur die
Signaltransduktion verantwortlich ist (184).

Die IL-3 Produktion erfolgt vorwiegend durch aktivierte CD4* T-Zellen (185) und Basophile
Granulozyten. Aber auch CD8* T-Zellen, Mastzellen und B-Zellen kénnen IL-3 produzieren
(186). IL-3 unterstiitzt das Wachstum, die Differenzierung und das Uberleben von CD34*
hamatopoietischen Vorlauferzellen (181), sowie die Differenzierung Basophiler Granulozyten
und Mastzellen im Knochenmark (187, 188). Zusammen mit Interferon- oder IL-4 unterstitzt
IL-3 die Differenzierung von Monozyten zu dendritischen Zellen (189, 190). Dartber hinaus
induziert das Zytokin die Aktivierung von Basophilen Granulozyten und tragt zu deren
Uberleben bei (181, 191, 192). IL-3 hat (iberdies einen Einfluss auf B-Zellen und bewirkt deren
Expansion und stimuliert sie zu einer vermehrten Sekretion an Immunglobulinen (193, 194).
AulRerdem besitzt IL-3 einen stark anti-apoptotischen Effekt auf zahlreiche
Leukozytenpopulationen (184).
Ein weiterer erwahnenswerter Effekt von IL-3 ist jener auf Endothelzellen. Diese werden durch
das Zytokin aktiviert und erhéhen die Expression von E-und P-Selektin, welche zur Familie der
Zelladhasionsmolekiile gehéren (195). Beide Selektine spielen eine wesentiche Rolle bei der
transendothelialen Migration von Leukozyten. P-Selektin wird exprimiert auf aktivierten
Endothel- und Blutzellen und bedingt das Rollen von Leukozyten entlang des stimulierten
Endothels und deren anschlieBende Adhasion. IL-3 trAgt somit indirekt zur Infiltration

potentieller inflammatorischer Zellen ins Gewebe bei. (196)

Somit hat IL-3 neben seiner hdmatopoietischen Funktion auch noch einen wesentlichen Anteil
an der Induktion und Aufrechterhaltung von autoimmunologischen Entziindungsreaktionen.
Als proinflammatorisches Zytokin spielt es eine wichtige Rolle bei entztindlichen Erkrankungen
und Autoimmunitéat. (185)
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2.1.2 IL-3 und seine Rolle bei Entziindungen und Autoimmunitéat

Wie unter Punkt 2.1.1 bereits beschrieben, kommt dem Zytokin IL-3 neben seiner
hamatopoietischen Funktion auch eine Rolle in der Pathogenese von Entziindungs- sowie

Autoimmunprozessen zu.

In einer Studie von Weber et al. konnte nachgewiesen werden, dass IL-3-knock-out-Mause
nach Induktion einer Sepsis eine deutlich verminderte Zytokinfreisetzung sowie eine hoch
signifikant verbesserte Uberlebensrate aufweisen als Kontrolltiere (184). Fishman et al. fanden
bei einer Gruppe von 16 SLE-Patienten erhéhte IL-3 Serumspiegel im Vergleich zu gesunden
Kontrollen (197). Auch bei Untersuchung der Gehirne von Patienten mit Multipler Sklerose,
einer Erkrankung, die durch Demyelinisierung von Neuronen im ZNS gekennzeichnet ist,
zeigte sich im Vergleich mit gesunden Kontrollen eine Hochregulation der IL-3 Expression in
den MS-Lasionen sowie eine verstarkte Anwesenheit aktivierter T-Helferzellen im

Gehirnparenchym der Patienten (198).

Im Mausmodell konnte bei unterschiedlichen Autoimmunkrankheiten aufgedeckt werden,
welch wichtige Rolle IL-3 bei der Krankheitsaggravation und Aufrechterhaltung besitzt (181,
185).

Bruhl et al. wiesen in ihrer experimentellen Arbeit den Einfluss von IL-3 im Modell der Kollagen-
induzierten Arthritis nach. Hierbei entdeckten die Forscher, dass das Zytokin in der friihen
Phase der Erkrankung die Entstehung der Arthritis beschleunigt. Die Verabreichung von IL-3
im frlhen Krankheitsstadium erhéhte das Auftreten und den Schweregrad der Arthritis,
wahrend die Blockade desselben Zytokins zu einer merklichen Verbesserung der Krankheit
fihrte. Damit einher gingen verminderte synoviale Leukozyten- und Zytokinspiegel. Als
Hauptproduzenten des IL-3 wurden aktivierte CD4* T-Zellen identifiziert. (181)
Renner et al. zeigten wiederum, welchen nicht zu vernachlassigenden Einfluss IL-3 in der
Entwicklung der experimentellen autoimmunen Enzephalitis (EAE) hat. Auch in dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass CD4* T-Zellen den groRten Anteil an der IL-3 Produktion und
Sekretion haben, ohne die IL-3 und IL-17 nicht mehr ausgeschuttet werden. CD8* T-Zellen
spielten in diesem Fall keine besondere Rolle. Die Blockade von IL-3 reduzierte maf3geblich
die Einwanderung von T- und B-Zellen sowie Monozyten in das ZNS und fuhrte zu einer
signifikanten Reduktion von EAE-Symptomen. Die Forschungsgruppe konnte zeigen, dass IL-
3 eine wichtige Rolle in der Entstehung klinischer Symptome der EAE spielt und fur die
Leukozytenmigration in das Gehirn sowie fir die zerebrale Expression von

Adhasionsmolekiilen und anderen Signalmolekilen verantwortlich ist. (199)

In einer weiteren Studie befassten sich Renner et al. mit der Frage, ob und welche Wirkung

das Zytokin in der Entstehung der Lupusnephritis besitzt. Dabei zeigte sich bei Zugabe von IL-
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3 in der Zellkultur eine hochsignifikante Steigerung der B-Zell-Zahl. Die Auswirkungen von IL-
3 konnte man auch bei den T-Zellen beobachten, jedoch nicht ganz so ausgepragt.
Interessanterweise verminderte die Zugabe von anti-IL-3 das Uberleben der T-Zellen
signifikant, wahrend die Zugabe des Zytokins das T-Zell-Uberleben signifikant steigerte. Die
IL-3 Blockade zeigte Effekte in verschiedenen Bereichen des Mausmodells. Einerseits wurde
die Lupusnephritis gemildert, es kam zu einer Verbesserung der Albuminurie und des Serum-
Kreatinins und die Antinucleosomen Antikdrper waren signifikant niedriger im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Auch die Lupus-ahnlichen Hautlasionen wie Haarverlust, Ulzerationen und
Hautindurationen traten kaum mehr auf. Weitere positive Effekte durch die Blockade von IL-3
zeigten sich in der merklich verminderten glomerularen Infiltration von T-Zellen und
Monozyten, einer verminderten Nierenfibrose und milderen histologischen Zeichen einer

akuten wie chronischen Nierenschadigung. (185)

Die bisherigen Ergebnisse der diversen Forschungsgruppen zeigen die Notwendigkeit
weiterer Untersuchungen hinsichtlich der Rolle von IL-3 bei Autoimmunprozessen. Der
Mittelpunkt der Untersuchung soll darin bestehen, die Bedeutung des Zytokins in der
Pathogenese und Aufrechterhaltung bestimmter Autoimmunerkrankungen zu klaren.
Im Rahmen dieser Studie wird die Funktion des Zytokins IL-3 bei drei unterschiedlichen
Autoimmunerkrankungen untersucht, um dadurch die Hypothese der oben genannten
Arbeiten zu prifen. Dies geschieht einerseits indirekt tGiber die Analyse der Zellzahlen der IL-3
produzierenden Zellpopulationen und andererseits direkt Uber die Messung der IL-3-
Konzentration aus dem Uberstand der Zellkultur. Als Vergleich dient eine Kontrollgruppe
gesunder Probanden.

Diese Arbeit kann zudem als Grundlage nachfolgender experimenteller Studien dienen,

welche IL-3 als potentielles Ziel fur eine medikamentése Therapie von

Autoimmunerkrankungen prifen.
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3 Material und Methoden

3.1 Laborgerate und -materialien

3.1.1 Gerate
Tabelle 5: Geréate

Laborgerate

Brutschrank

Durchflusszytometer FACS Canto |l
Durchlichtmikroskop Axiovert 25
Kryobox

Multipette plus Pipette (,Klicker)

Pipettierhilfe ,accu-jet pro*

Pipetten 10/20/100/200/1000 pl ,pipetman®

Sterilbank Jouan MSC 12
Lvortex Genie* 2 Schittelgerat
Wasseraufbereitungsanlage
Wasserbad

Zentrifuge (Centrifuge 5417 R)
Zentrifuge (Megafuge 16R)

3.1.2 Glas- und Plastikwaren

Tabelle 6: Glas- und Plastikwaren

Glas- und Plastikwaren

Butterfly (Kandlen)

Combitips 0,5ml

EDTA-Plasmardhrchen

Kryoréhrchen (1ml)

Kryoréhrchen (2ml)

Nunc MicroWell 96-Well Platten MaxiSorp
Pasteurpipetten ohne Wattestopfen
Pipettenspitzen (10ul, 200pl, 2000ul)
Pipettenspitzen mit Filter (100pl,
1000ul)

Polystyrolréhrchen fiur FACS (5ml)
ReaktionsgefalRe (1ml)

2001,

Hersteller/Bezugsquellen
Thermo Scientific, Dreieich

BD Biosciences, Heidelberg
Zeiss, Jena

Nalgene, Rochester, USA

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Brand GMBH, Wertheim

Gilson International, Limburg
Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Scientific Industries, New York, USA
Millipore, Eschborn

GFL, Minchen

Eppendorf, Hamburg

Thermo Scientific, Hanau

Hersteller

Sarstedt, Nurnbrecht
Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Nurnbrecht

Nalgene, Rochester, USA
Greiner Bio-one, Frickenhausen
Sigma Aldrich, Taufkirchen

Carl Roth GMBH, Karlsruhe
Sarstedt, Nurnbrecht
Eppendorf, Hamburg

BD Falcon, Le Pont de Claix, France
Sarstedt, Nurnbrecht
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Serologische Pipetten (5ml, 10ml, 25ml)
Transferpipette 3,5 ml

V-Platte 96 Well

Zell-zahlkammer C-Chip
Zellkulturplatten Rundboden 96-Well

Zentrifugenrohren (50ml)

3.1.3 Chemikalien, Reagenzien, Puffer

Tabelle 7: Chemikalien, Reagenzien, Puffe

Chemikalien

Bovines Seumalbumin (BSA)
Cell Cocktail
transport inhibitors)

Counting beads fir FACS
Cytofix/Cytoperm
Dimethylsulfoxid (DMSO)

stimulation

r

(plus protein

3,3',5,5"-Tetramethylbenzidin, TMB Substrat

A+B
Dulbecco’s

(Phosphat gepufferte Kochsalzlésung)

Phosphate Buffered Saline

FACSLysing Solution, FACS Clean, FACS

Flow,

Ficoll-Paque

Permwash
Trypanblaulésung
TMB Puffer (A+B Substrat)

Sarstedt, Nurnbrecht
Sarstedt, Nurnbrecht
Greiner Bio-one, Frickenhausen
Biochrom AG, Berlin
Greiner Bio-one, Frickenhausen
Sarstedt, Nurnbrecht

Hersteller
Sigma Aldrich, Taufkirchen

eBioscience, Frankfurt

Life technologies, Frederick, USA
BD Biosciences, Heidelberg
Sigma Aldrich, Taufkirchen
BioLegend, San Diego, CA

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

BD Biosciences, Heidelberg

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala,
Schweden

BD Biosciences, Heidelberg

Sigma Aldrich, Taufkircher

BioLegend, San Diego, CA

3.1.4 Zellkulturmedien und Zellkulturzuséatze

Tabelle 8: Zellkulturmedien und -zusatze

Zellkulturmedien und -zuséatze
Einfriermedium

Fetales Kélberserum (hitzeinaktiviert 1h bei
56 °C)
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RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

Medium, L-Glutamin, Penicillin,

Streptomycin

Standard Nahrmedium 500mI RPMI 1640, 50ml iFCS, 5ml Penicillin-
Streptomycin-Stammlésung, 5ml L-Glutamin

3.1.5 Antikorper fir die extrazelluldre Durchflusszytometrie

Tabelle 9: Antikorper fur die extrazellulare Durchflusszytometrie

Spezifitat Konjugat Klon Hersteller

CD 11b FITC M1/70 BioLegend, San Diego, CA

CD 203c PE NP4D6 BioLegend, San Diego, CA

CD3 APC-eFluor780 SK7 eBioscience Inc., San Diego, CA
CD8a PE-Cyanine7 SK1 eBioscience Inc., San Diego, CA
CD19 Pacificblue HIB19 BioLegend, San Diego, CA

CD4 V500 RPA-T4 BD Biosciences, San Jose, USA
CD123 PE-Cy5 9F5 BD Biosciences, San Jose, USA
CD116 FITC 4H1 BioLegend, San Diego, CA
CD131 PE 1C1 eBioscience, San Diego, CA
CD16 APC 3G8 BioLegend, San Diego, CA
CD193 APC/Cy7 5E8 BioLegend, San Diego, CA
CD14 eFluor450 61D3 eBiosciences, San Diego, CA

3.1.6 Antikodrper fir die intrazellulare Durchflusszytometrie

Tabelle 10: Antikorper fur die intrazellulare Durchflusszytometrie

Spezifitat Konjugat Klon Hersteller
IL-17A FITC eBio64DEC17  eBiosciences, San Diego, CA
IL-2 PE-Cy7 MQ1-17H12 eBiosciences, San Diego, CA

3.1.7 Zytokine, Antikdrper, Enzyme

Tabelle 11: Zytokine, Antikérper, Enzyme

Zytokin/Antikérper

ChromPure Mouse IgG, whole molecule

IL-3 Ak, Klon P8C11

Hersteller

Jackson Immuno Research, Suffolk, UK

AG Mack, Regensburg
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IL-3 Ak, Klon13-HRP AG Mack, Regensburg
Mouse IgG1k isotype control (MOPC-21) BioXCell, West-Lebanon, USA

3.1.8 ELISA
Tabelle 12: Medien, Puffer fur ELISA

hIL-3 ELISA Medien, Lésungen, Puffer
Coating-Puffer PBS
Blocklésung/Verdinnungsmedium 1% BSA in PBS
Entwicklungspuffer TMB-Puffer

Stopplésung 12,5% H,S0O. (Schwefelsaure)
Waschlésung 0,05% Tween in PBS

3.1.9 Analyse- und Bearbeitungsprogramme

Tabelle 13: Analyse- und Bearbeitungsprogramme

Programm Firma

FACS Diva Version 6.1.3 BD Bioscience, Heidelberg

Microsoft Excel Microsoft, Redmont, USA

SoftMax 2.31 MDS Analytical Technologies, Ismaning

3.2 Methoden

3.2.1 Patientenrekrutierung und Gewinnung des Probenmaterials

Die Patientenrekrutierung erfolgte in der Asklepios Klinik Bad Abbach. Einschlusskriterien zur
Teilnahme an der Studie waren die sicher gestellte Diagnose eines SLE, einer PsA oder einer
GPA. Beziglich des Patientenalters oder der Erkrankungsdauer gab es keine
Beschrankungen. Kamen die Patienten wahrend der Rekrutierungsdauer mehrmals
beziehungsweise zu verschiedenen Zeitpunkten in die Klinik, so wurden sie als
unterschiedliche Patienten gewertet. Der Grund hierfir war die Annahme, dass die
Krankheitsaktivitdt zu unterschiedlichen Zeiten oder nach initiierter Therapie eine andere ist,

und man deshalb bei der Untersuchung des Blutes nicht dieselben Ergebnisse erwartete.

Der endgiltige Stand der Patientenrekrutierung betréagt somit 141 Patienten, davon 74 mit der
Diagnose SLE, 53 mit PsA und 14 Patienten mit GPA. Davon sind 68 der SLE-Patienten
Frauen und 6 Ménner im Alter von 27 bis 77 Jahren und einem Durchschnittsalter von 43,2 +/-
11,5 Jahren. Von den 53 PsA-Patienten im Alter von 21 bis 81 Jahre sind 36 méannlich und 17
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weiblich. Das Durchschnittsalter in der PsA-Gruppe betragt 55,8 +/- 11,9 Jahre. Unter den
GPA-Patienten befinden sich 10 Frauen und 4 Manner im Alter von 49 bis 78 Jahre. Das
Durchschnittsalter der Personen mit der Diagnose GPA belauft sich auf 58, 9 +/- 9,05 Jahre.
Ausschlusskriterien aus der Studie waren andere chronisch-entzindliche Erkrankungen wie
beispielsweise Multiple Sklerose, die Spondylosis ankylosans aus dem Bereich der axialen

Spondyloarthritiden, CED wie die Colitis ulcerosa oder das Fibromyalgie-Syndrom.

Parallel zur Patientenrekrutierung wurden Proben gesunder Probanden akquiriert. Die
Vergleichsgruppe zahlt 34 gesunde Kontrollen, davon 23 Frauen und 11 Mé&nner im Alter von
21 bis 52 Jahren. Das Durchschnittsalter der Kontrollen lag daher bei 30,03 +/- 9,5 Jahre.
Analog zu den Ausschlusskriterien der Patienten ergaben sich in der Kontrollgruppe
folgende: chronisch-entzindliche Krankheiten sowie Erkrankungen der Atemwege wie Asthma
bronchiale, hamatologische Erkrankungen mit damit verbundenen Blutbildveranderungen und

inflammatorische neurologische Erkrankungen wie die Multiple Sklerose.

Alle Personen, die sich freiwillig bereit erklart hatten, an der Studie teizunehmen, erhielten
nach  ausfuhrlicher  Aufklarung Uber den  Studienablauf eine  schriftliche
Einverstandniserklarung. Das ausgehéndigte und unterschriebene Dokument war die
Voraussetzung fir die spatere Blutentnahme, welche im Rahmen des ambulanten

Aufenthaltes der Patienten stattfand.

Den Patienten wurde 6 ml peripheres Vollblut in EDTA-R6hrchen enthommen. Dieses wurde
immer noch am selben Tag in das Forschungsgebaude transportiert, wo die weitere

Bearbeitung der Proben vorgenommen wurde.

Alle Arbeiten mit humanen Blutproben wurden unter sterilen Bedingungen sowie unter einer

sterilen Werkbank durchgeftihrt.

3.2.2 Gewinnung humaner mononukleérer Zellen des peripheren Blutes (hPBMC'’s)

aus Vollblut
Als hPBMC’s bezeichnet man die mononukleéren Zellen des peripheren Blutes. Dazu zahit
man einkernige Blutzellen, die einen runden Kern besitzen. Hierzu gehdren die Lymphozyten
(B- und T-Zellen), Monozyten, Basophile Granulozyten, dendritische Zellen und NK-Zellen
(Naturliche Killer Zellen). Eine Mobglichkeit, die PBMC’s zu isolieren, besteht in der
Durchfiihrung einer Ficoll-Dichtezentrifugation. Bei Ficoll handelt es sich um ein ungeladenes
Saccharose-Polymer mit einer spezifischen Dichte, die so eingestellt ist, dass Erythrozyten,
Granulozyten und abgestorbene Zellen die Ficoll-Schicht passieren. Lymphozyten und

Monozyten sammeln sich hingegen oberhalb des Ficolls in einer Interphase an (200).
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Das humane EDTA-Blut wurde zunéchst etwa im Verhaltnis 1:2 mit sterilem PBS verdinnt. In
einem 50ml-Falcon wurden 10ml Ficoll vorgelegt und vorsichtig mit der verdinnten Probe
Uberschichtet. Die Falcons wurden mit 1500 U/min fir 20 Minuten bei Raumtemperatur ohne
Bremse zentrifugiert. Die mononuklearen Zellen, die sich nach der Zentrifugation (wie bereits
oben kurz beschrieben) in der Interphase gesammelt hatten, wurden mittels Transferpipette
abgenommen und in ein neues 50ml Falcon Uberfiihrt und anschlieRend einmal mit sterilem

PBS gewaschen. Die Zentrifugation erfolgte mit 1500 U/min fir 7 Minuten bei 4°C.

a)
Plasma- und
PBS-Gemisch
Verdlinntes
EDTA-Vollblut Interphase mit hPBMC's
Ficoll

_ Erythrozyten &
Ficoll

Granulozyten

Vor der Zentrifugation Nach der Zentrifugation

3.1: Schematische Darstellung eines Ficoll: a) Links vor der Zentrifugation b) rechts nach der
Zentrifugation. Durch die spezifische Dichte des Ficoll-Polymers wandern Erythrozyten und
Granulozyten wahrend der Zentrifugation nach unten und sammeln sich am Boden des Falcons,

wahrend sich Lymphozyten und Monozyten in der Interphase oberhalb des Ficoll-Plagues befinden.

Der Uberstand wurde mit einer Pasteur-Pipette abgesaugt und das Zellpellet in 2,5 ml
Nahrmedium resuspendiert. Nach Zugabe von 2,5ml Einfriermedium (20%DMSO in FCS)
wurden die Zellen in Kryordhrchen aliquotiert und in Kryoboxen bei -80°C eingefroren. Pro
Patient wurden somit funf Kryoréhrchen mit jeweils 1ml Zellsuspension befillt. Nach 24
Stunden erfolgte die Umlagerung der Zellen in flissigen Stickstoff mit einer Temperatur von
etwa - 200°C. Zusatzlich erfolgte die Abnahme von 1ml EDTA-BIut zur Plasmagewinnung, um
etwaige Laborparameter zu einem spateren Zeitpunkt bestimmen zu kdnnen. Dazu wurde das
Blut bei 4°C und 2500 U/min 15 Minuten lang zentrifugiert, der Uberstand (300-400 pl)

abgenommen und bei -20°C eingefroren.
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3.2.3 Durchflusszytometrie/FACS-Analyse

Ein Durchflusszytometer eignet sich zum Zahlen und Sortieren von Lymphozyten. Die

Durchflusszytometrie basiert auf der Messung von Streulichteigenschaften. Die Zellen

3.2. Extrazellulare Farbung 2: Im
FSC und SSC werden die Zellen nach
GrolRRe und Granularitat sortiert. In P2
sind die Counting Beads zu sehen,
die der Genauigkeit der FACS-
Analyse dienen. Im Fenster PBMC
kommen die Monozyten, T-Zellen, B-
Zellen und Basophilen Granulozyten
zu liegen, wahrend im Gate PMN die

Neutrophilen und Eosinophilen zu

finden sind.
50 100 150 200 250

FSC-A (x 1,000)
passieren einzeln einen

Laserstrahl und erzeugen dabei charakteristische Streu- und Fluoreszenzsignale.
Photodetektoren messen sowohl das gestreute als auch das emittierte Licht und wandeln die
erhaltenen Signale in elektrische Signale um. Der Forward Scatter (FSC) liefert Informationen
Uber die Grole der Zellen, der Sideward Scatter (SSC) Uber deren Granularitat. (201)

FACS steht fur ,fluorescence-activated cell sorter”, also Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierer.
Durch Zugabe spezifischer Antikorper, an die Fluoreszenzfarbstoffe bzw. Fluorochrome
gekoppelt sind, kdnnen Aussagen Uber deren Bindung an bestimmte Zellen und damit tber
die Expression der Oberflachenproteine auf der jeweiligen Zelle getroffen werden. Dadurch

kann man auf den vorliegenden Zelltyp rickschlieRen.

Vollblut 270716-MP 141
g 3.3 Extrazellullare Farbung 2 im FSC: Je kleiner

(x 1.000)

die Zellen, desto weiter links kommen sie zu liegen.
Blau dargestellt sind die CD4* T-Zellen, relativ
mittig gelegen findet man die Neutrophilen und

Eosinophilen. Rechts davon sind in lila bzw. orange

FSC-H

die Monozyten abgebildet.

T 1rrir ] | R PR P | ] | IR JEX T | l  JUX RN ZEN | [ { Y B SR | l T
50 100 150 200 250
FSC-A (x 1.000)

39



Die Fluorochrome werden durch den Laserstrahl angeregt und emittieren je nach Fluorochrom
Licht einer bestimmten Wellenlange. Die Lichtintensitat ist proportional zur Anzahl der

markierten Antigene. (202)

3.2.4 Extrazellulare Farbung

Fur die extrazellulare Farbung wurden jeweils 100yl EDTA-Vollblut verwendet. Um die zu
bestimmenden Zellen bei der FACS-Analyse voneinander trennen zu kénnen, wurden die
Oberflachenproteine der Zellen mit Fluorochrom-gekoppelten Antikdrpern gefarbt. Es wurden
fur die humanen PBMC'’s folgende Fluoreszenz-markierte Antikdper in den jeweiligen

Verdiinnungen zugesetzt:

— CD123 Phycoerythrin-Cyanin (PE-Cy)5 - 1:20

— Farbung 1: CD211b-Fluoresceinisothiocyanat (FITC), CD203c-PE, HLA-DR-
Allophycocyanin (APC), CD3-APC-Cy7, CD8-PE-Cy7, CD19-Pacificblue, CD4-V500
- 1:100

— Farbung 2: CD116-FITC, CD131-PE, CD16-APC, CD193-APC-Cy7, CD4-V400,
CD14-Pacificblue - 1:100

3.4 Extrazellulare Farbung 1:
AmCyan-A und PE-Cy7-A
CD4+ Tcells | CD4+CD8+ T cells gegeneinander aufgetragen.
Dargestellt sind hier die CD4* und

105
PREETETIT B TTTT M

Er g CD8* T-Zellen, die bekanntlich eine
© wesentliche Rolle in der Pathologie
C’E_ ) e von Autoimmunerkrankungen haben.
4 CD4-CD8-Tcells CD8+ T cells
g 3
3 . 30 B | I " I LI | Illllll‘ 1 Illllll LI | llllll[ I
P 0 10 10 10
CD8

Es wurde fur Farbung 1 und 2 jeweils ein Mastermix angesetzt. Pro Probe wurden 20ul
Mastermix zugegeben. Nach der Antikorper-Farbung wurden durch Zugabe der FACS
lysingsolution die Erythrozyten lysiert. Dadurch wurde eine effiziente Detektion der

Lymphozyten ermoglicht. (203)

3.2.5 Bestimmung der Zellzahlen

Um die Anzahl lebender Zellen in einer Zellsuspension bestimmen zu kdnnen, werden diese
mit  Trypanblau versetzt. Tote Zellen werden aufgrund deren  gestorter

Membrandurchlassigkeit blau gefarbt, wahrend lebende Zellen hingegen hell erscheinen.
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Die Zellsuspension wurde zunachst 1:10 mit PBS verdiinnt, um dann 10ul der Verdinnung mit
10 ul der Trypanblaulésung zu vermischen. Die Auszéhlung der Zellen erfolgte mittels der
Neubauer-Zahlkammer unter dem Durchlichtmikroskop. Es wurden insgesamt 4
GroRRquadrate ausgezahlt. Um auf die tatsachliche Zellkonzentration in der
Ausgangssuspension rickschlieen zu kénnen, wurde die Zellzahl pro GroRquadrat mit den
Verdinnungsfaktoren und dem Kammerfaktor 10* multipliziert. Hieraus ergab sich folgende
Rechnung: Zellzahl/Anzahl der ausgezéhlten GroRRquadrate x 20 x 10* = Zellzahl/ml der

Ausgangssuspension.

Der Faktor 20 ergibt sich aus der 1:10 Verduinnung der Zellsuspension mit PBS und der

anschliel3enden 1:2 Verdinnung mit Trypanblau.

3.2.6 Zellkulturansatze

Zur Gewinnung des Uberstandes fur die nachfolgenden ELISA, wurden die in Stickstoff
gelagerten hPBMCs fir die Zellkultur verwendet. Hierflir wurden in 50ml Falcons jeweils 15ml
steriles Nahrmedium (RPMI 1640 10% FCS) vorgelegt und im Wasserbad bei 37°C
warmgestellt. Dann erst wurden die Kryorohrchen aus dem flissigen Stickstoff geholt und
innerhalb von etwa 3 Minuten im Wasserbad aufgetaut. Unter der sterilen Werkbank wurde
dann die aufgetaute Zellsuspension in das erwarmte, sterile Medium Uberfihrt. Um
Ruckstdnde des zelltoxischen Einfriermediums zu entfernen, wurden die Falcons
anschlieRend bei 1500 rpm 7 Minuten lang zentrifugiert, die Uberstande abgesaugt und das

Zellpellet in warmen Nahrmedium resuspendiert.

Fur die PBMC Zellkultur wurden 500.000 Zellen pro Well in 200 pl Nahrmedium angesetzt. Die
Stimulation der T-Zellen erfolgte mit 1 pl anti-CD3 (5ug/ml) pro Well. CD3 ist mit dem T-Zell-
Rezeptor assoziiert und spielt eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion und der
Aktivierung von T-Zellen. Alle Werte wurden in Triplikaten gefiihrt. Nach 3 Tagen Kultivierung
der Zellen im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, wurden 180 ul des Uberstands abgenommen

und in eine neue 96-Well-Platte tiberfiihrt und die Uberstande bei -20 °C eingefroren.

3.2.7 Intrazellulare Farbung

Die intrazellulare Farbung hat den Vorteil, dass die produzierten Zytokine durch Zugabe
bestimmter Medien in der Zelle verbleiben. Somit ist eine direkte Zuordnung des Zytokins zu

der jeweiligen Zelle moglich.

Fur die intrazellulare Farbung wurden 1 Million Zellen in 200 pyl Nahrmedium pro Well in einer
96-Well Rundbodenplatte ausplattiert. Zusatzlich wurde in die &uReren Wells PBS pipettiert,
um ein Verdunsten der Probe zu verhindern. Die Zugabe eines Zell-stimulierenden Cocktails

(mit Protein Transport-Inhibitoren) stimulierte die Zellen einerseits zur Zytokin-Produktion,
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andererseits wurde der Proteinexport aus der Zelle Uber den Golgi-Apparat gehemmt, sodass
sich das Zytokin im endoplasmatischen Reticulum ansammeln konnte (204). Die Zellen
wurden fur drei Stunden bei 37°C und 5% CO- inkubiert.

< 3.5 Klon-13: Die Abbildung zeigt die

IL2+IL3+CD4+ Farbung mit dem Klon-13, der

IL2+IL3-CD4+

hochsensitiv intrazelluléar produziertes IL-3

0

\

detektiert. Des Weiteren wurde hier mit
PE-Cy7 gefarbt, um IL-2 nachweisen zu

konnen. Im abgebildeten Gate wird

IL-2
l lllll];lr L LLLI

N‘-:-_ g s ausschlieRlich die Interleukin-Produktion
n2-LFC04+ | IL2-IL3+CD4+ der CD4* T-Zellen gezeigt.
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Anschlieend an die dreistiindige Inkubationszeit wurden die Zellen mit unmarkiertem mouse-
IgG (100 pg/ml) in PBS fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen (F.-Rezeptoren) zu blockieren. Um in der Durchflusszytometrie unterscheiden
zu kdnnen, welche T-Zell-Subpopulation fir die jeweilige Zytokinproduktion verantwortlich ist,
wurden CD3" mittels CD3 APC-Cy7 mit einer 1:80 Verdinnung, CD8" und CD4" T-Zellen mit
CD 8 PerCP-Cy5.5 bzw. CD 4 APC jeweils 1:20 verdiinnt gefarbt und 20 Minuten lang bei 4°C

inkubiert.

Die Zytofix/Zytoperm LOsung permeabilisierte die Zellmembran, wéahrend der Perm/Wash
Puffer die Aufgabe hatte, die entstandenen Poren offen zu halten. Durch die Permeabilisation
der Zellwand konnten so im nachsten Schritt die fluoreszenzmarkierten Antikdrper in die Zelle
eindringen und die dort ,fixierten® Zytokine binden (205). Vor Durchfiihrung der intrazellularen

Farbung wurden durch Inkubation mit unmarkiertem mouse IgG fur 10 Minuten bei
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Raumtemperatur etwaige unspezifische Bindungsstellen blockiert. Fir die intrazellulare
Farbung wurden IL-2 PE-Cy7 und IL-17 FITC in der Verdinnung 1:20, sowie fur die IL-3

Detektion Klon-13 PE in einer 1:300 Verdinnung zugegeben. Die Zellen wurden 20 Minuten
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lang bei 4°C inkubiert. Zwischen den einzelnen Schritten erfolgten die Waschvorgéange
entweder mit PBS beziehungsweise nach der Zugabe der Zytofix/Zytoperm Ldsung mit
Perm/Wash Puffer.

Yollblut_intratl40916-WEB96-KI13

3.7 IL-3-Detektion: Dargestellt sind
die IL-3 produzierenden CD8* T-
Zellen.  PE-Cy7-A  diente  der
Detektion von IL-2, IL-3 wurde mittels
Klon-13 PE dargestellt.
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Um die IL-3 Sekretion als gesichert darstellen zu kdnnen, wurde eine sogenannte Isotyp-
Kontrolle in einer separaten Probe mitgefarbt. In der vorliegenden Arbeit wurde bei der
durchflusszytometrischen Messung mit ,fluorescence minus one“ gearbeitet. Das heif3t, dass
ein Mastermix mit allen drei Zytokinen angesetzt wurde, im zweiten Mastermix jedoch nur IL-

2 und IL-17 zugegeben wurde.

3.2.8 ELISA
Der enzymgekoppelte Immunadsorptionstest (,enzyme-linked immunosorbent assay*, ELISA)
ist ein direkter Bindungstest fiur Antikorper oder Antigene. Er dient der qualitativen und

gquantitativen Bestimmung von Proteinen und Antikérpern.
Wenn nicht anders beschrieben, wurden die Arbeitsschritte bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Zur quantitativen Bestimmung der IL-3 Konzentration im Zellkultur-Uberstand wurde der
Sandwich- oder Capture-ELISA durchgefihrt.

FL ) .
3.8: Schematische Darstellung eines

o ok
/I\ ,Jt Sandwich-ELISA nach Jeffrey M.

/J\ /I\ /lL. Vincour

Y Y Y Y Y

Beim Sandwich-ELISA wird ein antigenspezifischer Antikdrper, der sogenannte coat-oder
capture-Antikdrper, an den Trager (Mikrotiterplatte mit 96 Wells) gebunden. Der coat-
Antikorper hat die Aufgabe, das zu bestimmende Antigen zu binden. Die Zugabe des
sogennanten Detektions-Antikorpers, der das Antigen an einem anderen Epitop erkennt, fuhrt

zur Bildung eines Antikorper-Antigen-Antikdrper-Komplexes (daher der Name Sandwich-
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ELISA). (205) Um unspezifische Bindungen zu verhindern ist das Abblocken freier
Proteinbindestellen ein sehr wichtiger Schritt beim ELISA (202). Das Markerenzym hat die
Aufgabe, die Antikdrperbindung mittels einer enzymatischen Reaktion nachzuweisen. Dabei

wird ein farbloses Substrat in ein farbiges Produkt umgewandelt. (205)

Mit dieser ELISA-Technik wurden quantitativ die IL-3-Konzentrationen im Uberstand bestimmt.
Hierzu wurden 96-Well-Platten mit jeweils 60 ul des in PBS verdinnten Priméarantikorpers Uber
Nacht gecoatet. Die folgenden Inkubationsschritte erfolgten jeweils nach einem dreimaligen
Waschvorgang mit dem Waschpuffer PBS/Tween 0,05%.
Um freie Bindungsstellen abzuséattigen, wurde eine Stunde mit einprozentigem BSA in PBS
geblockt. Gleichzeitig wurde die Prainkubation der Proben mit 20ug/ml mouse IgG1k isotype
conrol (MOPC-21) vorgenommen. Nach dem Blockschritt wurden die Platten fiir 2h mit 60 ul
der Proben sowie der dazugehdrigen 1:2 Standardverdinnungsreihe inkubiert. AnschlieRend
wurden 60 ul des HRP-gelabelten Detektionsantikdrpers in die Wells pipettiert. Nach zwei
weiteren Stunden Inkubationszeit erfolgte die Zugabe von 100 pl TMB-Substratlésung, um
einen Farbumschlag hervorzurufen. Nach 20 Minuten Inkubation im Dunkeln wurde die
Farbreaktion mit 12,5 % Schwefelsaure gestoppt. Mittels eines ELISA-Readers wurde die

Optische Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 450 nm abgelesen.
Folgende Antikdrper wurden eingesetzt:

— Priméarantikdrper: zum Coaten wurden 5 pg/ml des Klon P8C11 verwendet

— Detektionsantikorper: der HRP-gelabelte Klon 13 wurde mit 400 ng/ml zugesetzt

Im vorliegenden Versuch wurde als Markerenzym HRP (,horse-radish peroxidase®,
Meerrettich-Peroxidase) eingesetzt, welches an den Klon 13 gebunden wird, sodass dieser
als Detektions-Antikorper im ELISA verwendet werden kann. Ebendieses Enzym katalysiert
die Chromogenumwandlung des TMB-Substrats, erkennbar durch einen Farbumschlag von
farblos zu blaufarben. Sowohl Klon 13 als auch der Klon P8C11 sind Antikorper, die spezifisch
und hochsensitiv das Interleukin-3 detektieren. Beide Antikérper wurden von Mitarbeitern der

Arbeitsgruppe entwickelt.
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4 Ergebnisse

An dieser Studie sind insgesamt 175 Personen involviert, davon 141 Patienten sowie 34
gesunde Probanden. Unter den Patienten befinden sich 95 Frauen und 46 Manner, die

gesunden Probanden setzen sich zusammen aus 23 Frauen und 11 Mannern.

Das durchschnittliche Erkrankungsalter der Patienten ist dem Methodenteil unter Punkt 3.2.1.

bzw. den folgenden Tabellen zu entnehmen.

Die Basischarakteristika der drei Erkrankungen sind in Tabelle 16-18 dargestellt. Die
Gruppeneinteilung erfolgte beim SLE anhand der vorhandenen bzw. nicht vorhandenen
klinischen Erkrankungsaktivitat. Bei der PsA wurde die Einteilung anhand der DAS CRP Werte
vorgenommen, wahrend bei der GPA aufgrund der kleinen Patientenzahl auf eine Unterteilung

verzichtet wurde.

Tabelle 14: Basischarakteristika der SLE Patienten und Kontrollen (klinische Aktivitat)

SLE Kontrollen (n=34) SLE, klinisch aktiv | SLE, klinisch nicht
(n=26) aktiv (n=48)
Weiblich (%) 67,6 84,6 95,8
Mannlich (%) 32,4 15,4 4,2
Kaukasier (%) 100,0 100,0 100,0
Alter (Jahre) 30,0 +/- 9,5 49,7 +/- 11,9 39,8 +/-9,4
Durchschnittliche 10,9 +/- 8,5 9,9 +/-7,2
Erkrankungsdauer
nach ED (Jahre)
ANA-Titer 1:560 1:303
dsDNA-AK (IU/ml) 91,3 70,0
Vorangegangene 100,0 100,0
Behandlung (%)
Glukokortikoide (%) 80,8 58,3
Glukokortikoide (mg) 7,3 6,3
Chloroquin (%) 0,0 6,3
Chloroquin (mg) 0,0 250,0
Hydroxychloroquin 73,1 56,3
(%)
Hydroxychloroquin 297,4 281,5
(mg)
Azathioprin (%) 26,9 29,2
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Azathioprin (mg) 135,7 123,3
Mycophenolatmofetil 23,1 10,4
(%)

Mycophenolatmofetil 2110,0 2126,7
(mg)

Ciclosporin (%) 7,7 4,2
Ciclosporin (mg) 175,0 200,0
Belimumab (%) 38,5 8,3
Belimumab (mg) 656,0 800,0

Tabelle 15: Basischarakteristika der PsA Patienten und Kontrollen (DAS CRP)

PsA Kontrollen (n=34) DAS < 2,6 (n=38) DAS > 2,6 (n=15)
Weiblich (%) 67,6 50,9 60,0
Mannlich (%) 32,4 20,8 40,0
Kaukasier (%) 100,0 100,0 100,0
Alter (Jahre) 30,0 +/- 9,5 55,9 +/- 11,6 55,5 +/- 11,9
Durchschnittliche 16,5 +/- 12,9 10,3 +/- 6,6
Erkrankungsdauer

nach ED (Jahre)

BSG 1h (mm/h) 6,3 15,8
BSG 2h (mm/h) 18,9 31,5
CRP (mg/l) 2,8 11,4
Vorangegangene 100,0 100,0
Behandlung (%)

MTX (%) 60,5 66,7
MTX (mg) 14,8 11,0
Glukokortikoide (%) 10,5 40,0
Glukokortikoide (mg) 4,5 13,3
Ciclosporin (%) 0,0 0,0
Ciclosporin (mg) 0,0 0,0
Anti-TNF (%) 50,0 73,3
Anti-TNF (mg) 197,1 90,0
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Tabelle 16: Basischarakteristika der GPA Patienten und Kontrollen

GPA Kontrollen (n=34) Patienten (n=14)

Weiblich (%) 67,6 71,4
Mannlich (%) 32,4 28,6
Kaukasier (%) 100,0 100,0
Alter (Jahre) 30,0 +/- 9,5 58,9 +/- 9,0
Durchschnittliche 78 +/-25
Erkrankungsdauer nach ED

(Jahre)

cANCA (U/ml) 167,1
Kreatinin (mg/dl) 1,0
Vorangegangene 100,0
Behandlung (%)

Glukokortikoide (%) 71,4
Glukokortikoide (mg) 15,7
Cyclophosphamid (%) 14,3
Cyclophosphamid (mg) 1000,0
RTX (%) 42,9
RTX (mg) 650,0
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4.1 IL-3-Konzentration

Wie oben im Abschnitt 3.2.8. beschrieben, wurden die Zellkulturiiberstande nach dreitagiger
Aktivierung mit anti-CD3 mithilfe des ELISA auf die IL-3 Produktion untersucht. Das Ziel dieser
Untersuchung war es, die Krankheitsaktivitat der an SLE, PsA und GPA erkrankten Patienten

mit der gesunder Probanden, sowie die Krankheitsaktivitaten untereinander zu vergleichen.

4.1.1 IL-3 Produktion im Zellkultur-Uberstand von SLE-Patienten

IL-3 in Zellkultur-SN Abbildung 4.1: Darstellung der IL-
400 - 3-Konzentration in pg/ml
{ \ \ gemessen im Zellkultur-Uberstand
350 1 [ ool \ (engl. SN = supernatant =
200 Uberstand). Zur Einteilung der
Patienten wurde hier die Kklinische
250 - Aktivitat verwendet. Neben den
% gesunden Probanden (= Kontrollen)
200 -
«? sind hier die Lupus-Patienten ohne
—
150 - und mit klinischer Aktivitat abgebildet.
| *
100 4 \
T
50 A T
n= n=
34 n=48 26
0
Kontrollen SLE ohne SLE mit

Aktivitat Aktivitat

In Abbildung 4.1 erkennt man, dass die produzierte Menge an IL-3 bei Patienten, deren
klinische Aktivitat gleich Null ist, signifikant niedriger ist als die der gesunden Kontrollen
(p=0,02). Ein hochst signifikanter Unterschied ist zwischen den Kontrollen und den Patienten
mit klinischer Aktivitat (p=0,0004) sowie den Patienten mit und ohne Aktivitat zu beobachten
(p=0,000003).

Aus der Abbildung 4.1 geht hervor, dass die IL-3-Produktion abhangig von der aktuellen
Krankheitsaktivitat ist. Diese steigt bei den Patienten ohne Aktivitat von 43,9 +/- 11,8 pg/ml auf
282,1 +/- 62,2 pg/ml bei den Patienten mit klinisch vorhandener Aktivitéat. Die Kontrollen weisen
mit einer IL-3 Konzentration von 80,2 +/- 11,3 pg/ml beinahe die doppelte Menge an

produzierten IL-3 auf im Vergleich zu den SLE-Patienten ohne Aktivitat.
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4.1.2 1L-3-Produktion im Zellkultur-Uberstand von PsA-Patienten

IL-3 Zellkultur-SN

450 -

k**

400 A

300 A

250 A

200

IL-3 pg/ml

150 ~

100 A

50 H n =

34

37

n =

14

Kontrollen

In Abbildung 4.2 zeigt sich ein hoch signifikanter Unterschied der IL-3-Produktion zwischen
Patienten mit niedrigen/moderaten bis hoheren DAS28 CRP Werten (DAS > 2,6) und
gesunden Probanden (p=0,005). Ebenso ist die IL-3 Produktion der Patienten in Remission
(DAS < 2,6) signifikant niedriger als die der Patienten mit héheren DAS Werten (p=0,01).

Aus der Abbildung 4.2 wird ersichtlich, dass die IL-3-Konzentration mit zunehmender, klinisch
messbarer Entziindungsaktivitéat steigt. So nimmt die IL-3-Konzentration der Kontrollen von
80,2 +/- 11,3 pg/ml auf 279,4 +/- 110,5 pg/ml bei Patienten mit DAS-Werten > 2,6 zu. Dies
entspricht mehr als der dreifachen IL-3-Konzentration bei den PsA-Patienten mit hoherer
Krankheitsaktivitat. Dartber hinaus erkennt man, dass die IL-3-Konzentration der Patienten
mit niedriger Krankheitsaktivitéat (DAS < 2,6) von 99,6 +/- 16,3 pg/ml auf 279,4 +/- 110,5 pg/ml

PsA DAS <
2,6

PsA DAS >
2,6

bei Patienten mit hohen DAS-Werten ansteigt.
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Abbildung 4.2: Darstellung der IL-
3-Konzentration in  pg/ml im
Zellkultur-Uberstand. Zur
Bestimmung der DAS28-Werte wurde
das CRP als Entziindungsparameter
verwendet. Neben den gesunden
Probanden wird die
Krankheitsaktivitat in Remission (DAS
< 2,6) und in niedrige bis hohe
Krankheitsaktivitait (DAS > 2,6)

dargestellt.



4.1.3 IL-3 Produktion im Zellkultur-Uberstand von GPA-Patienten

IL-3 in Zellkultur-SN Abbildung 4.3: Darstellung der IL-

3-Konzentration in pg/ml
200 A .
! L * \ gemessen im Zellkultur-Uberstand.
180 ~ Aufgrund der kleinen Patientenzahl
160 - wurde auf eine Unterteilung der GPA-
140 - Patienten in Untergruppen verzichtet.
— 120 -
£
S~
& 100 -
o
:I 80 . T
60 -
40 -
20 A n= W £
14
0 34
Kontrollen GPA

Abbildung 4.3 zeigt, dass die produzierte Menge an IL-3 bei Patienten mit GPA signifikant
hoéher ist als bei gesunden Probanden (p=0,01). So sieht man, dass die gemessene IL-3-

Konzentration von 80,2 +/- 11,3 pg/ml bei den Kontrollen auf 149,0 +/- 35,8 pg/ml ansteigt.

4.2 Untersuchung potentieller Zytokin-Quellen bei SLE

Die intrazellulare Farbung diente in erster Linie der Identifikation jener T-Zellen, die fur die IL-
3-Produktion verantwortlich sind. Hierzu wurden die Zellen wie in Punkt 3.2.7 bearbeitet und
zu allererst mittels Zugabe extrazellularer Marker als CD3" bzw. CD4*/CD8* T-Zellen
identifiziert. Im Anschluss an diesen Schritt erfolgte die Farbung mit intrazellularen Antikérpern
zur Detektion von IL-2, IL-3 und IL-17. Im Folgenden soll das Hauptaugenmerk auf dem
Zytokin IL-3 liegen, dem diese Arbeit gewidmet ist. Untersucht wird hierbei ein potentieller
Zusammenhang zwischen der Krankheitsaktivitat der drei vorgestellten rheumatischen

Erkrankungen sowie Unterschiede zwischen den Erkrankten und gesunden Probanden.
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4.2.1 Potentielle IL-3-Quellen bei SLE

CD4* T-Zellen CD8* T-Zellen
80% - .** l — \
l{—k—\*** | 45% - ————
1B 40% - 1 I
60% - T 1 35% -
50% - 30% -+ b
40% - 25% -
30% | 20% -
15% -
20% - 10% |
10% - = n= n= 59 n= n= n=
0% 34 48 26 0% 34 . 48 26
Kontrollen SLE ohne SLE mit Kontrollen SLE ohne  SLE mit
Aktivitat Aktivitat Aktivitat  Aktivitat

Abbildung 4.4: Prozentualer Anteil Abbildung 4.5: Prozentualer Anteil

CD4" T-Zellen an der Gesamtzahl der
CD3" T-Zellen nach extrazellularer
Farbung: Zur Einteilung in die Gruppen
wurde die klinische Aktivitat
herangezogen. Neben den gesunden
Probanden (Kontrollen) werden hier die
Patienten in klinischer Remission (SLE

ohne Aktivitdt) und Patienten mit

CD8" T-Zellen an der Gesamtzahl der
CD3" T-Zellen nach extrazellularer
Farbung: Zur Einteilung in die Gruppen
wurde die klinische Aktivitat
herangezogen. Neben den gesunden
Probanden (Kontrollen) werden hier die
Patienten in klinischer Remission (SLE

ohne Aktivitat) und Patienten mit

moderater bis hoher moderater bis hoher
entzindlicher/klinischer Aktivitat (SLE mit entzindlicher/klinischer  Aktivitat (SLE

Abbildung 4.4 zeigt den Anteil CD4* T-Zellen bei gesunden Kontrollen sowie Patienten mit der
Diagnose SLE. Man erkennt, dass der Anteil CD4"-Zellen von 69,6 +/- 1,3 % bei den Kontrollen
auf 59,4 +/- 2,1 % bei SLE-Patienten ohne klinische Aktivitat fallt (p=0,0002). Hingegen liegt
der Anteil CD4* T-Zellen bei klinisch aktiven Patienten, im Vergleich zu den gesunden
Probanden, bei 60,5 +/- 2,9 % (p=0,002).

In Abbildung 4.5 wird deutlich, dass der Anteil CD8" T-Zellen an der Gesamtzahl der T-Zellen
bei den Kontrollen geringer ist als bei den an systemischen Lupus erkrankten Patienten. Der
Anteil der CD8" T-Zellen steigt von 30,4 +/- 1,3 % bei den gesunden Probanden auf 40,6 +/-
2,1 % bei den Patienten ohne Klinischer Aktivitat (p=0,0002) bzw. auf 39,5 +/- 2,9 % bei klinisch
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aktiven Patienten (p=0,002). Zwischen den beiden SLE-Gruppen besteht kein signifikanter
Unterschied.

IL-3* CD4"* T Zellen Abbildung 4.6: Prozentualer Anteil IL-3*
16% CD4* T-Zellen an der Gesamtanzahl der
f | Ex \ CD4* T-Zellen nach intrazellularer
14% 1 T [ Farbung fur IL-3. Zur Einteilung in die
1,2% 1 Gruppen wurde die klinische Aktivitat
1,0% - herangezogen. Neben den gesunden
0,8% - T Probanden (Kontrollen) werden hier die
0,6% - Patienten in Klinischer Remission (SLE
ohne Aktivitat) und Patienten mit moderater
0.4% bis hoher entziindlicher/klinischer Aktivitat
02% | A= ™ " (SLE mit Aktivitat) gezeigt.
0,0% 34 | 48 | 26 |

Kontrollen SLE ohne SLE mit

Aktivitat Aktivitat _ _ _
Auf der Abbildung 4.6 ist zu sehen, dass der Anteil IL-3*

CD4* T-Zellen von 1,2 +/- 0,1 % bei gesunden Kontrollen auf 0,8 +/- 0,1 % bei SLE-Patienten
in Klinischer Remission sinkt (p=0,008). Zwischen den Kontrollen und den Patienten mit
Aktivitat besteht kein signifikanter Unterschied, wenn auch der Anteil der IL-3* CD4* T-Zellen
bei den klinisch aktiven Patienten mit 1,1 +/- 0,2 % niedriger ist.

Abbildung 4.7: Prozentualer IL-3* IL-2*

2+ 19+ +
IL-3"1L-2* CDA* T Zellen CD4* T-Zellen an der Gesamtzahl der

1,0% 1 * % i 5
| CD4* T-Zellen nach intrazellularer
0,9% - ! | . L
’ % Farbung fur IL-3 sowie IL-2. Zur Einteilung
0,8% - T A o o y
[ | in die Gruppen wurde die klinische Aktivitat
0,7% -
0 [ herangezogen. Neben den gesunden
0, 4
0,6% Probanden (Kontrollen) werden hier die
0,5% Patienten in klinischer Remission (SLE
0, 4
0,4% ohne Aktivitat) und Patienten mit moderater
0,3% - bis hoher entziindlicher/klinischer Aktivitat
0% 1 1. T - (SLE mit Aktivitat) gezeigt.
0,1% -
34 = 26
0,0% — -

Kontrollen SLE ohne  SLE mit
Aktivitdt  Aktivitat
Im Vergleich mit der prozentualen Darstellung der IL-3*

CD4* T-Zellen an der Gesamtzahl der CD4* T-Zellen in Abbildung 4.6 erkennt man in
Abbildung 4.7 eine &hnliche Verteilung. Hier fallt der Anteil der IL-3" IL-2* CD4* T-Zellen
gesunder Kontrollen von 0,8 +/- 0,1 % auf 0,13 +/- 0,1 % bei Patienten ohne Aktivitat
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(p=0,00002). Zwischen den gesunden Probanden und Patienten mit klinischer Aktivitat besteht
kein signifikanter Unterschied, jedoch erkennt man eine Erh6hung des Anteils der IL-3* IL-2*
CD4* T-Zellen von 0,13 +/- 0,1 % bei klinisch nicht aktiven Patienten auf 0,6 +/- 0,1 % bei
Lupus-Patienten mit klinischer Aktivitat (p=0,004).

IL-3* CD8* T Zellen Abbildung 4.8: Prozentualer Anteil IL-3*

45% - | | kx* \ CD8*T-Zellen an der Gesamtzahl der CD8*
1 | Rxk T-Zellen nach intrazellularer Farbung fir

0% 1 IL-3. Zur Einteilung in die Gruppen wurde die
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3,0% - gesunden Probanden (Kontrollen) werden
2,5% - hier die Patienten in klinischer Remission
2,0% - (SLE ohne Aktivitat) und Patienten mit
1,5% - moderater bis hoher entziindlicher/klinischer
1,0% - Aktivitat (SLE mit Aktivitat) gezeigt.
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Aktivitat  Aktivitat

Die Abbildung 4.8 zeigt einen hdchst signifikanten Unterschied zwischen den gesunden
Kontrollen und Patienten mit klinischer Aktivitat. Dabei steigt der Anteil IL-3* CD8* T-Zellen
gesunder Kontrollen von 0,5 +/- 0,1 % auf 3,2 +/- 0,9 % bei klinisch aktiven SLE-Patienten
(p=0,0008). Des Weiteren ist zu erkennen, dass der Anteil IL-3* CD8* T-Zellen nicht aktiver
Lupus-Patienten von 0,4 +/- 0,1 % auf 3,17 +/- 0,9 % bei klinisch aktiven Patienten steigt
(p=0,00006). Zwischen gesunden Probanden und Patienten ohne klinischer Aktivitat besteht

kein signifikanter Unterschied.
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IL-3* IL-2* CD8* T Zellen Abbildung 4.9: Prozentualer Anteil der

L IL-3* IL-2* CD8* T-Zellen an der
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den gesunden Probanden (Kontrollen)
1,5% - werden hier die Patienten in Kklinischer
10% | Remission (SLE ohne Aktivitdt) und
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o T . =T48 ™ Aktivitat) gezeigt.
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In Abbildung 4.9 erkennt man einen ahnlichen Anstieg

des Anteils der doppelt positiven CD8* T-Zellen an der Gesamtzahl der T-Zellen wie in Abb.
4.8. Hier steigt der Anteil der IL-3* IL-2* CD8* T-Zellen von 0,2 +/- 0,05 % bei den gesunden
Kontrollen auf 1,9 +/- 0,7 % bei den Patienten mit klinischer Aktivitéat (p=0,003). Im Vergleich
zu den Patienten ohne klinische Aktivitat steigt hier der Anteil der IL-3" IL-2*CD8* T-Zellen von
0,2 +/- 0,06 % auf 1,9 +/- 0,7 % bei klinisch aktiven Patienten (p=0,0006). Zwischen den
Kontrollen und den Lupus-Patienten in Remission zeigt sich keine signifikante Zunahme der
IL-3* IL-2* CD8* T-Zellen.

4.2.2 Potentielle IL-2-Quellen bei SLE

Neben dem IL-3 spielt auch das Zytokin IL-2 eine wichtige Rolle in dieser Arbeit. Nach der

extrazellularen Farbung, die der Differenzierung der CD4* und CD8" T-Zellen diente, erfolgte
die Detektion der IL-2-Produktion mittels intrazellularer Farbetechnik, die bereits im
Methodenteil angesprochen wurde. Im Folgenden soll IL-2 in Hinblick auf einen méglichen

Zusammenhang mit der Krankheitsaktivitat des SLE untersucht werden.
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Abbildung 4.10: Prozentualer Anteil der IL-
2* CD4* T-Zellen an der Gesamtzahl der
CD4* T-Zellen nach intrazellularer Farbung
far IL-2. Zur Einteilung in die Gruppen wurde
die klinische Aktivitat herangezogen. Neben
den gesunden Probanden (Kontrollen) werden
hier die Patienten in klinischer Remission (SLE
ohne Aktivitdt) und Patienten mit moderater
bis hoher entzundlicher/klinischer Aktivitat
(SLE mit Aktivitat) gezeigt.

Abbildung 4.10 zeigt, dass der Anteil IL-2* CD4" T-Zellen
bei den gesunden Kontrollen mit 26,4 +/- 1,3 % hoher ist als bei den SLE-Patienten ohne
klinischer Aktivitat, die eine IL-2-Produktion von 21,6 +/- 1,1 % aufweisen (p=0,004). Auch der
Anteil bei den klinisch aktiven Patienten ist mit 24,0 +/- 1,7 % niedriger, aber hier besteht kein

signifikanter Unterschied zwischen gesunden Probanden und Patienten.
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Vorhandensein einer klinischen Krankheitsaktivitat die IL-2-Produktion zunimmt. Der Anteil der
IL-2* CD8* T-Zellen nimmt von 5,4 +/- 0,5 % bei den Kontrollen auf 7,3 +/- 0,5 % bei den SLE-
Patienten ohne Klinische Aktivitat zu (p=0,009). Noch deutlicher ist der Unterschied zwischen
den gesunden Probanden und den unter hoher Krankheitsaktivitat leidenden Patienten (mit
klinischer Aktivitat). Hier nimmt der Anteil IL-2* CD8" T-Zellen von 5,4 +/- 0,5 % bei den
Kontrollen auf 13,4 +/- 2,2 % der Klinisch aktiven Lupus-Patienten zu (p=0,0001). Auch

IL-2+ CD8+ T Zellen
X %k %k

\

34

A
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Kontrollen SLE ohne

Aktivitat Aktivitat
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26
SLE mit

|

Abbildung 4.11: Prozentualer Anteil IL-2*
CD8" T-Zellen an der Gesamtzahl der CD8*
T-Zellen nach intrazelluléarer Farbung fur IL-
2. Zur Einteilung in die Gruppen wurde die
klinische Aktivitat herangezogen. Neben den
gesunden Probanden (Kontrollen) werden hier
die Patienten in klinischer Remission (SLE
ohne Aktivitat) und Patienten mit moderater
bis hoher entzindlicher/klinischer Aktivitat
(SLE mit Aktivitat) gezeigt.

Aus Abbildung 4.11 wird ersichtlich, dass mit
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zwischen den Patienten ohne und mit Entzindungsaktivitdt findet man einen hodchst
signifikanten Unterschied. So steigt der Anteil an IL-2* CD8* T-Zellen von 7,3 +/- 0,5 % bei
Patienten in Remission auf 13,4 +/- 2,2 % bei klinisch aktiven Erkrankten (p=0,0006).

4.2.3 Potentielle IL-17-Quellen bei SLE
Neben IL-3 und IL-2 gehort auch IL-17 zu den in dieser Arbeit untersuchten Zytokinen. Es galt

herauszufinden, in welchem Ausmald CD4* als auch CD8* T-Zellen zur Produktion von IL-17
fahig sind und in welchem Zusammenhang die IL-17-Sekretion mit der Schwere der

Erkrankung steht.
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Abbildung 4.12: Prozentualer Anteil IL-17*
CD4* T-Zellen an der Gesamtzahl CD4* T-

Abbildung 4.13: Prozentualer Anteil IL-17*
CD8* T-Zellen an der Gesamtzahl CD8" T-

Zellen nach intrazellularer Farbung fur IL-
17. Zur Einteilung in die Gruppen wurde die
klinische Aktivitat herangezogen. Neben den
gesunden Probanden (Kontrollen) werden
hier die Patienten in klinischer Remission
(SLE ohne Aktivitdt) und Patienten mit
moderater bis hoher entzindlicher/klinischer
Aktivitat (SLE mit Aktivitat) gezeigt.

Zellen nach intrazellularer Farbung fur IL-
17. Zur Einteilung in die Gruppen wurde die
klinische Aktivitdt herangezogen. Neben den
gesunden Probanden (Kontrollen) werden
hier die Patienten in klinischer Remission
(SLE ohne Aktivitat) und Patienten mit
moderater bis hoher entziindlicher/klinischer
Aktivitat (SLE mit Aktivitat) gezeigt.

Aus der Auswertung des prozentualen Anteils der IL-17* CD4* T-Zellen an der Gesamtzahl
der CD4* T-Zellen lasst sich der Schluss ziehen, dass kein wesentlicher Unterschied zwischen
den Gruppen besteht. Der Anteil der IL-17° CD4" T-Zellen bei den klinisch nicht aktiven
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Patienten ist zwar mit 0,99 +/- 0,09 % niedriger als derjenige der Kontrollen, allerdings ist der

Unterschied nicht signifikant (p=0,07).

In der Abbildung 4.13 erkennt man hingegen, dass der Anteil der IL-17* CD8" T-Zellen bei
Patienten mit hoher Erkrankungsaktivitéat signifikant hoher ist, als jener der in Remission
befindlichen Patienten. So steigt der Anteil IL-17* CD8" T-Zellen von 0,23 +/- 0,03 % bei den
klinisch nicht Aktiven auf 0,37 +/- 0,07 % bei den Patienten mit klinischer Aktivitat (p=0,01).
Zwischen den Kontrollen und klinisch Aktiven sowie den Kontrollen und in Remission

befindlichen Erkrankten besteht kein signifikanter Unterschied.
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4.3 Untersuchung maoglicher Zytokin-Produzenten bei PsA
4.3.1 Potentielle IL-3-Quellen bei PsA

Bei den PsA-Patienten erfolgte mittels extrazellularer Farbung die Differenzierung zwischen
CD4* und CD8* T-Zellen und nachfolgend die Detektion der IL-3-Produktion mittels

intrazellularer Farbetechnik. Es wurde untersucht, ob ein méglicher Zusammenhang zwischen

der Hohe der IL-3-Produktion und der Erkrankungsaktivitdt besteht und ob ein Unterschied

zwischen gesunden Probanden und an PsA erkrankten Personen zu erkennen ist.

CD4* T-Zellen CD8* T-Zellen
80,0% 40,0%
70,0% T . T 35,0%
60,0% 30,0% I . I
50,0% 25,0%
40,0% 20,0%
30,0% 15,0%
20,0% 10,0%
10,0% v = 1= n= 5,0% = = n=
0,0% 34 37 14 0,0% 34 37 14
Kontrollen PsA DAS < PsA DAS > Kontrollen PsA DAS < PsA DAS >

2,6 2,6 2,6 2,6
Abbildung 4.14: Prozentualer Anteil Abbildung 4.15: Prozentualer Anteil
CD4" T-Zellen an der Gesamtzahl der CD8" T-Zellen an der Gesamtzahl der
CD3" T-Zellen nach extrazellulérer CD3" T-Zellen nach extrazellularer
Farbung. Zur Berechnung der DAS28- Farbung. Zur Berechnung der DAS28-
Werte wurde das CRP als Werte wurde das CRP als
Entzindungsparameter bestimmt. Neben Entziindungsparameter bestimmt. Neben
den gesunden Probanden (Kontrollen) den gesunden Probanden (Kontrollen)
wird hier die Krankheitsaktivitat in wird hier die Krankheitsaktivitat in
Remission (DAS < 2,6) sowie jene von Remission (DAS < 2,6) sowie jene von
Patienten mit moderater bis hoher Patienten mit moderater bis hoher
entzundlicher Aktivitat (DAS > 2,6) entzundlicher Aktivitat (DAS > 2,6) gezeigt.

In Abbildung 4.14 und 4.15 ist der Anteil CD4* und CD8* T-Zellen zu erkennen. Es ist zu sehen,

dass zwischen den Gruppen kein signifikanter Unterschied besteht.
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Man erkennt hier ebenso signifikante bzw. hoch signifikante Abnahme der IL-3 und IL-2-
Produktion zwischen den Kontrollen und den an PsA leidenden Patienten. So sinkt der Anteil
der IL-3* IL-2* CD4* T-Zellen von 0,8 +/- 0,09 % bei den Kontrollen auf 0,5 +/- 0,05 % bei den
in Remission befindlichen Patienten (p=0,002). Bei den Patienten mit hdheren DAS28 CRP
Werten ist der Anteil IL-3* IL-2* CD4*T-Zellen mit 0,4 +/- 0,08 % niedriger als bei den gesunden
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Probanden (p=0,02).

Abbildung 4.16: Prozentualer Anteil der
IL-3* CD4* T-Zellen an der Gesamtzahl
der CD4* T-Zellen nach intrazellularer
Farbung fur IL-3. Zur Berechnung der
DAS28-Werte wurde das CRP als
Entziindungsparameter bestimmt. Neben
den gesunden Probanden (Kontrollen) wird
hier die Krankheitsaktivitdt in Remission
(DAS < 2,6) sowie jene von Patienten mit
moderater bis hoher entzindlicher Aktivitat
(DAS > 2,6) gezeigt.

Abbildung 4.16 zeigt, dass der Anteil der IL-3* CD4* T-
Zellen an der Gesamtzahl der CD4" T-Zellen von 1,2 +/- 0,1 % bei den Kontrollen auf 0,7 +/-
0,07 % bei den Patienten in Remission (DAS < 2,6) fallt (p=0,0005). Ahnlich ausgepragt ist
das Verhdltnis zwischen den Kontrollen und den Patienten mit moderater bis hoher
Krankheitsaktivitat (DAS > 2,6), wo der Anteil der IL-3* CD4* T-Zellen von 1,2 +/- 0,1 % bei
gesunden Probanden auf 0,7 +/- 0,14 % bei Patienten mit DAS-Werten > 2,6 sinkt (p=0,02).

Abbildung 4.17: Prozentualer Anteil der
IL-37 IL-2* CD4" T-Zellen an der
Gesamtzahl der CD4* T-Zellen nach
intrazellularer Farbung far IL-3 und IL-2.
Zur Berechnung der DAS28-Werte wurde
das CRP als Entzindungsparameter
bestimmt. Neben den gesunden Probanden
(Kontrollen) wird hier die Krankheitsaktivitat
in Remission (DAS < 2,6) sowie jene von
Patienten mit moderater bis hoher
entzindlicher Aktivitat (DAS > 2,6) gezeigt.

Die Ergebnisse in Abbildung 4.17 &hneln jenen in Abb.x
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IL-3* CD8* T Zellen Abbildung 4.18: Prozentualer Anteil IL-3*

4,5% - | K* CD8" T-Zellen an der Gesamtzahl der
4,0% - { \ CD8* T-Zellen nach intrazellularer
359 - Farbung far IL-3. Zur Berechnung der
30% - DAS28-Werte wurde das CRP als
Entziindungsparameter bestimmt. Neben
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1,5% - . . .
° (DAS < 2,6) sowie jene von Patienten mit
1,0% - . - Lo
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o T n= n=
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Aus Abbildung 4.18 wird ersichtlich, dass der Anteil
IL-3* CD8* T-Zellen von 0,5 +/- 0,07 % in der Kontrollgruppe auf einen mit 1,5 +/- 0,4 % etwa
dreifach so hohen Wert in der Gruppe der in Remission (DAS < 2,6) befindlichen Patienten
steigt (p=0,01). Vergleicht man die gesunden Probanden mit der Gruppe der Patienten mit
niedriger bis hoher Krankheitsaktivitdt (DAS > 2,6) zeigt sich ein hoch signifikanter Anstieg
(p=0,006) von 0,5 +/- 0,07 % auf 2,8 +/- 1,3 %. Bei den Patienten mit DAS28-Werten > 2,6 ist

ein, verglichen mit der Kontrollgruppe, auf mehr als das Finffache erhéhte Wert messbar.

IL-3* IL-2* CD8* T Zellen Abbildung 4.19: Prozentualer Anteil der IL-3*
3,0% - "% IL-2* CD8" T-Zellen an der Gesamtzahl der
[ A \ CD8* T-Zellen nach intrazellularer Farbung fur
2,5% - IL-2 und IL-2. Zur Berechnung der DAS28-Werte
wurde das CRP als Entziindungsparameter
2,0% 1 bestimmt. Neben den gesunden Probanden
1,5% - % (Kontrollen) wird hier die Krankheitsaktivitat in
—— Remission (DAS < 2,6) sowie jene von Patienten
1,0% - T mit moderater bis hoher entziindlicher Aktivitat
(DAS > 2,6) gezeigt.
0,5% - n = n=
0,0% ne34 AR U

Kontrollen PsA DAS < PsA DAS >
2,6 2,6 . ) . .
Vergleicht man die Resultate in Abbildung 4.18 und

4.19, so erkennt man, dass diese sich dhneln. Auch hier beobachtet man ein kontinuierliches
Ansteigen der IL-3* IL-2* CD8" T-Zellen in Abh&ngigkeit der Krankheitsaktivitat.
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Der Anteil der IL-3" IL-2* CD8* T-Zellen steigt von 0,2 +/- 0,05 % in der Kontrollgruppe auf 0,8
+/- 0,2 % bei den in Remission (DAS < 2,6) befindlichen Patienten (p=0,01), was etwa dem
Vierfachen Wert entspricht. Vergleicht man nun die Gruppe der Kontrollen mit jener der klinisch
aktiven PsA-Patienten (DAS > 2,6), kann man einen Anstieg um etwa das Neunfache von 0,2
+/- 0,05 % auf 1,7 +/- 0,9 % beobachten (p=0,008).

4.3.2 Potentielle IL-2-Quellen bei PsA

Nach extrazellularer Farbung der CD4* und CD8" T-Zellen erfolgte auch die intrazellulare

Detektion von IL-2. Neben IL-3 sollen auch die Auswirkungen dieses Zytokins bei PsA-
Patienten untersucht werden, vor allem im Hinblick auf die Schwere der Erkrankung und der
dabei vorliegenden IL-2-Produktion. Zudem soll der Unterschied zwischen gesunden

Probanden und den erkrankten Personen betrachtet werden.
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Abbildung 4.20: Prozentualer Anteil der IL-
2* CD4* T-Zellen an der Gesamtzahl der
CD4*T-Zellen nach intrazelluléarer Farbung
far IL-2. Zur Berechnung der DAS28-Werte
wurde das CRP als Entziindungsparameter
bestimmt. Neben den gesunden Probanden
(Kontrollen) wird hier die Krankheitsaktivitat
in Remission (DAS < 2,6) sowie jene von
hoher

Patienten mit moderater bis

entzindlicher Aktivitat (DAS > 2,6) gezeigt.

61

IL-2* CD8* T Zellen

18,0% - | E ok

16,0% -
) %k %k k
14,0% ' ‘ T

12,0% -

10,0% -
8,0% -
60% | T
4,0% -
2,0% -

34 37 14

0,0% ‘
Kontrollen PsA DAS < PsA DAS >
2,6 2,6

Abbildung 4.21: Prozentualer Anteil der IL-
2* CD8* T-Zellen an der Gesamtzahl der
CD8* T-Zellen nach intrazellularer Farbung
far IL-2. Zur Berechnung der DAS28-Werte
wurde das CRP als Entzindungsparameter
bestimmt. Neben den gesunden Probanden
(Kontrollen) wird hier die Krankheitsaktivitat in
Remission (DAS < 2,6) sowie jene von
hoher

Patienten mit moderater bis

entzindlicher Aktivitat (DAS > 2,6) gezeigt.



Auf Abbildung 4.20 erkennt man, dass der Anteil IL-2* CD4* T-Zellen von 26,4 +/- 1,3 % in der
Kontrollgruppe auf 30,0 +/- 1,5 % bei der PsA-Gruppe mit DAS-Werten < 2,6 steigt (p=0,04).

Zwischen den Kontrollen und den PsA-Patienten mit hheren bzw. hohen DAS-Werten besteht

kein signifikanter Unterschied.

Im Unterschied dazu kann man der Abbildung 4.21 entnehmen, dass der Anteil IL-2* CD8" T-
Zellen mit zunehmender Krankheitsaktivitat steigt. Die Abb. 4.21 zeigt hochst signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen. So kann man der Abbildung entnehmen, dass der Anteil
IL-2* CD8* T-Zellen von 5,4 +/- 0,5 % bei den gesunden Probanden auf 12,6 +/- 1,0 % in der
Gruppe der in Remission (DAS < 2,6) befindlichen Patienten ansteigt (p=0,00000004), was
einer Verdopplung der IL-2-Produktion entspricht. Beim Vergleich der Kontrollgruppe mit
derjenigen der Patienten mit moderater bis hoher Krankheitsaktivitdt (DAS > 2,6) zeigt sich
ebenfalls eine Verdopplung des IL-2-Anteils von 5,4 +/- 0,5 % auf 13,3 +/- 2,2 % bei den
Patienten (p=0,000009).
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4.3.3 Potentielle IL-17-Quellen bei PsA

IL-17 wurde ebenso wie die zuvor besprochenen Zytokine IL-3 und IL-2 nach intrazellularer

Farbung detektiert. Auch hier soll erfasst werden, ob CD4* und CD8" T-Zellen als mégliche
Quellen von IL-17 in Betracht kommen und ob die Produktion von IL-17 mit der

Erkrankungsschwere der PsA assoziiert ist.
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Abbildung 4.22: Prozentualer Anteil IL-17*
CD4" T-Zellen an der Gesamtzahl der CD4*
T-Zellen nach intrazellularer Farbung fur IL-
17. Zur Berechnung der DAS28-Werte wurde

das CRP als Entziindungsparameter bestimmt.

Abbildung 4.23: Prozentualer Anteil IL-17*
CD4" T-Zellen an der Gesamtzahl der CD4*
T-Zellen nach intrazellularer Farbung fur IL-
17. Zur Berechnung der DAS28-Werte wurde
das CRP als Entziindungsparameter bestimmt.

Neben den gesunden Probanden (Kontrollen) Neben den gesunden Probanden (Kontrollen)

wird hier die Krankheitsaktivitdt in Remission
(DAS < 2,6) sowie jene von Patienten mit
moderater bis hoher entziindlicher Aktivitat
(DAS > 2,6) gezeigt.

wird hier die Krankheitsaktivitat in Remission
(DAS < 2,6) sowie jene von Patienten mit
moderater bis hoher entziindlicher Aktivitat
(DAS > 2,6) gezeigt.

Auf Abbildung 4.22 sieht man, dass der Anteil IL-17* CD4" T-Zellen von 1,2 +/- 0,1 % bei den
Kontrollen auf 1,6 +/- 0,2 % bei der Gruppe der niedrig aktiven Patienten (DAS < 2,6) zunimmt
(p=0,03). Zwischen den Kontrollen und den Patienten mit moderater bis hoher

Krankheitsaktivitat lasst sich kein signifikanter Unterschied erkennen.

Die Resultate in Abbildung 4.23 hingegen zeigen einen signifikanten Unterschied zwischen
den Gruppen und lassen erkennen, dass der Anteil IL-17° CD8" T-Zellen in Abh&ngigkeit der

Erkrankungsschwere zunimmt. So zeigt sich, dass die Menge IL-17* CD8* T-Zellen von 0,28
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+/- 0,02 % bei den gesunden Probanden (Kontrollen) auf 0,5 +/- 0,1 % in der Gruppe der

Patienten mit DAS-Werten < 2,6 steigt (p=0,03). Bei Betrachtung der Kontrollen sowie der

PsA-Patienten mit moderater bis hoher Krankheitsaktivitéat (DAS > 2,6) kann man erkennen,
dass der Anteil IL-17* CD8* T-Zellen von 0,5 +/- 0,1 % auf 0,5 +/- 0,2 % zunimmt (p=0,02).

4.4 Untersuchung moglicher Zytokin-Produzenten bei GPA

4.4.1 Potentielle IL-3-Quellen bei GPA

Auch bei der GPA wurde die Produktion von IL-3 nach extrazellularer Farbung zur
Identifikation CD4* und CD8* T-Zellen untersucht und im Kontext der Krankheitsaktivitat

ausgewertet. Es erfolgte eine Gegenlberstellung gesunder Probanden mit Personen, die die

Diagnose GPA erhalten hatten. Dabei wurde die Menge der IL-3-Produktion zwischen diesen

beiden Gruppen verglichen.
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Kontrollen GPA

CD4* T-

Zellen an der Gesamtzahl der CD3* T-Zellen.

Abbildung 4.24: Prozentualer Anteil

Dargestellt sind die gesunden Probanden
(Kontrollen) im Vergleich mit Patienten mit der
klinisch und laborchemisch gesicherten Diagnose

GPA.
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Abbildung 4.25: Prozentualer Anteil CD8* T-
Zellen an der Gesamtzahl der CD3" T-Zellen.
Dargestellt sind die gesunden Probanden
(Kontrollen) im Vergleich mit Patienten mit der
klinisch und laborchemisch gesicherten Diagnose

GPA.

Abbildungen 4.24 und 4.25 zeigen, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Anteilen CD4*und CD8* T-Zellen an der Gesamtzahl der T-Zellen bei Kontrollen und Patienten

vorliegen.
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Abbildung 4.26: Prozentualer Anteil IL-3*
CD4" T-Zellen an der Gesamtzahl der CD4"* T-
Zellen. Dargestellt sind die gesunden Probanden
(Kontrollen) im Vergleich mit Patienten mit der
und  laborchemisch

klinisch gesicherten

Diagnose GPA.
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Abbildung 4.27: Prozentualer Anteil IL-3*IL-2*
CD4*
Gesamtzahl der CD4* T-Zellen. Dargestellt sind

(doppelt positive) T-Zellen an der

die gesunden Probanden (Kontrollen) im
Vergleich mit Patienten mit der Klinisch und

laborchemisch gesicherten Diagnose GPA.

Auf Abbildung 4.26 erkennt man, dass der Anteil IL-3* CD4" T-Zellen bei den GPA-Patienten

mit 1,4 +/- 0,2 % etwas hoher ist als bei den gesunden Probanden (Kontrollen), die einen Anteil

von 1,2 +/- 0,1 % aufweisen (p=0,2).

Ahnliche Resultate kann man der Abbildung 4.27 entnehmen. Hier steigt der Anteil IL-3* IL-2*
CD4" T-Zellen von 0,76 +/- 0,09 % bei den Kontrollen auf 0,88 +/- 0,1 % bei den an GPA

erkrankten Patienten (p=0,2).
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Abbildung 4.28: Prozentualer Anteil IL-
3* CD8* T-Zellen an der Gesamtzahl der

IL-3* CD8* T Zellen
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1,4% - [ gesunden Probanden (Kontrollen) im
1,2% - Vergleich mit Patienten mit der klinisch
und laborchemisch gesicherten Diagnose
1,0% -
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Die Abbildung 4.28 macht deutlich, dass ein hoch
signifianter Unterschied zwischen den Kontrollen und den erkrankten Personen besteht. So
steigt der Anteil IL-3* CD8" T-Zellen von 0,5 +/- 0,1 % in der Kontrollgruppe auf 1,3 +/- 0,2 %
bei den GPA-Patienten an. Dies entspricht etwas mehr als einer Verdopplung des Anteils IL-
3" CD8* T-Zellen bei der Gruppe der an GPA erkrankten Personen (p=0,001).

IL-3* IL-2* CD8* T Zellen Abbildung 4.29: Prozentualer Anteil IL-3*
10% - IL-2* CD8* T-Zellen an der Gesamtzahl der
ks CD8"* T-Zellen. Dargestellt sind die
09% - | \
gesunden Probanden (Kontrollen) im
0,8% -
0.7% Vergleich mit Patienten mit der klinisch und
’ o
laborchemisch gesicherten Diagnose GPA.
0,6% -
0,5% -
0,4% -
0,3% -
0,2% - T
01% - [T e
0,0% 34 14
Kontrollen GPA

Vergleicht man Abbildung 4.28 und 4.29, so sieht
man, dass hier sehr &hnliche Ergebnisse vorliegen. Es liegt ein hoch signifikanter Unterschied
zwischen den Kontrollen und der Patientengruppe vor. Der Anteil IL-3" IL-2* CD8" T-Zellen
steigt von 0,2 +/- 0,05 % bei den Kontrollen auf 0,7 +/- 0,2 % in der Gruppe der Patienten, was

in etwa dem Dreifachen im Vergleich zur Kontrollgruppe entspricht (p=0,002).
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4.4.2 Potentielle IL-2-Quellen bei GPA
Wie beim SLE und der PsA wurde bei der GPA das IL-2 im Hinblick auf Unterschiede zwischen
gesunden Probanden und Erkrankten untersucht.

IL-2* CD4* T Zellen
40% * 14%

IL-2* CD8* T Zellen

| | kkk
[ | { \
35% T 12% [
30%
0 . 10%
25%
8%
20%
6%
15% ’ I
4%
10% )
5% ns= n= 2% n= n=
34 14 34 14
0% 0%
Kontrollen GPA Kontrollen GPA

Abbildung 4.30: Prozentualer Anteil IL-2*
CD4" T-Zellen an der Gesamtzahl der CD4*
T-Zellen. Dargestellt sind die gesunden
Probanden (Kontrollen) im Vergleich mit
Patienten mit der klinisch und laborchemisch

gesicherten Diagnose GPA.

Abbildung 4.31: Prozentualer Anteil IL-2*
CD8" T-Zellen an der Gesamtzahl der CD8*
T-Zellen. Dargestellt sind die gesunden
Probanden (Kontrollen) im Vergleich mit
Patienten mit der klinisch und laborchemisch

gesicherten Diagnose GPA.

Abbildung 4.30 zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen der Gruppe der Kontrollen und
jener der GPA-Patienten. Man kann erkennen, dass der Anteil der IL-2* CD4* T-Zellen von
26,4 +/- 1,3 % in der Kontrollgruppe auf 32,7 +/- 2,7 % bei den Patienten ansteigt (p=0,01).

Die Abbildung 4.31 zeigt einen noch deutlicheren Anstieg des Anteils IL-2* CD8" T-Zellen von
5,4 +/- 0,5 % bei den Kontrollen auf 10,4 +/- 1,7 % bei den an GPA erkrankten Personen. Dies
entspricht in etwa einer Verdoppelung des Anteils IL-2* CD8" T-Zellen bei GPA-Patienten und
stellt somit einen hochst signifikanten Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen dar
(p=0,0004).

4.4.3 Potentielle IL-17-Quellen bei GPA
Neben IL-3 und IL-2 soll auch der IL-17-Anteil zwischen gesunden Probanden und GPA-

Patienten verglichen werden. Hierbei wird untersucht, ob der Anteil bei den erkrankten

Personen hoher ist, als bei der gesunden Bevolkerung. Hierzu wurde nach der extrazellularen
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Farbung fur CD4* und CD8" T-Zellen die intrazellulare Detektion des IL-17 durchgefiihrt. Die
Ergebnisse werden im Folgenden dargestellt.

IL-17* CD4* T Zellen IL-17* CD8* T Zellen

2,5% 0,4%
A x
2,0%
[ 0,3%
1,5% 0,2%
T
1,0% 0,2%
’ (']
0,1%
0,5%
n= n = 0,1% n= n=
14 34 14
0,0% = 0,0%
Kontrollen GPA Kontrollen GPA

Abbildung 4.32: Prozentualer Anteil IL-17*
CD4* T-Zellen an der Gesamtzahl der CD4*
T-Zellen. Dargestellt sind die gesunden
Probanden (Kontrollen) im Vergleich mit

Patienten mit der klinisch und laborchemisch

Abbildung 4.33: Prozentualer Anteil IL-17*
CD8* T-Zellen an der Gesamtzahl der CD8*
T-Zellen. Dargestellt sind die gesunden
Probanden (Kontrollen) im Vergleich mit

Patienten mit der klinisch und laborchemisch

gesicherten Diagnose GPA. gesicherten Diagnose GPA.

Aus Abbildung 4.32 wird ersichtlich, dass ein signifikanter Unterschied zwischen der
Kontrollgruppe und der Gruppe der an GPA leidenden Patienten besteht. Man kann ablesen,
dass der Anteil IL-17* CD4" T-Zellen von 1,2 +/- 0,1 % bei den Kontrollen auf 1,7 +/- 0,3 % bei
den GPA-Patienten ansteigt (p=0,04).

Auf Abbildung 4.33 erkennt man hingegen, dass kein wesentlicher Unterschied zwischen dem
Anteil IL-17* CD8* T-Zellen bei Patienten und Kontrollen vorliegt (p=0,4).

4.5 Analyse der PBMCs bei SLE-Patienten

Um die mononulearen Zellen des peripheren Blutes zu untersuchen, wurden 100 pl Vollblut
entnommen und wie unter 3.2.4 beschrieben mit Fluoreszenz markierten Antikdrpern gefarbt,
um eine Unterscheidung zwischen den verschiedenen Zellen und deren Expression des IL-3-
Rezeptors sowie anderen Oberflachenmerkmalen zu ermdglichen. Dasselbe Vorgehen gilt

auch fur die Blutproben der PsA- und GPA-Patienten.
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45.1 Anzahl der T-Zellen im peripheren Blut

CD 4*T Zellen CD8* T Zellen
* ¥
80% - f ! \ 45% - | % \
X %k [ |
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Kontrollen SLE ohne  SLE mit
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Abbildung 4.34: Anzahl der CD4* T-Zellen an
der Gesamtzahl der T-Zellen im peripheren
Vollblut. Zur Einteilung in die Gruppen wurde
die klinische Aktivitdt herangezogen. Neben
den gesunden Probanden (Kontrollen) werden
hier die Patienten in klinischer Remission (SLE
ohne Aktivitat) und Patienten mit moderater bis
hoher entzindlicher/klinischer Aktivitat (SLE mit
Aktivitat) gezeigt.

Abbildung 4.35: Anzahl der CD8* T-Zellen an
der Gesamtzahl der T-Zellen im peripheren
Vollblut. Zur Einteilung in die Gruppen wurde
die klinische Aktivitat herangezogen. Neben
den gesunden Probanden (Kontrollen) werden
hier die Patienten in klinischer Remission (SLE
ohne Aktivitat) und Patienten mit moderater bis
hoher entzindlicher/klinischer Aktivitat (SLE
mit Aktivitat) gezeigt.

Aus Abbildung 4.34 geht hervor, dass ein hoch bzw. hdchst signifikanter Unterschied zwischen
der Kontrollgruppe sowie der Gruppe der Patienten mit keiner bis niedriger (SLE ohne Klinische
Aktivitat) und jener mit hoher (SLE mit klinischer Aktivitat) Krankheitsaktivitdt besteht. Man
kann erkennen, dass der Anteil CD4* T-Zellen von 69,0 +/- 2 % in der Kontrollgruppe auf 59,0
+/- 3 % (p=0,005) bei den Patienten in Remission (SLE ohne Aktivitat) bzw. auf 61,0 +/- 4 %
in der Gruppe der SLE-Patienten mit Kklinischer Aktivitdt (p=0,02). Zwischen den beiden
Patientengruppen besteht kein signifikanter Unterschied (p=0,3). Dieses Ergebnis stimmt mit
jenem aus 4.2.1 (Abb. 4.4) Uberein. Auch in Abb. 4.34 ist der Anteil CD4* T-Zellen bei den

Kontrollen héher als jener in der Patientengruppe.

Ebenso erkennt man beim Vergleich von Abb. 4.5 aus 4.2.1 und Abb. 4.35 aus 4.5.1, dass die
Resultate Ubereinstimmen und der Anteil CD8" T-Zellen an der Gesamtzahl der T-Zellen in
der Gruppe der an SLE erkrankten Personen signifikant héher ist. Man kann der Abb. 4.35

entnehmen, dass der Anteil CD8" T-Zellen in der Gruppe der gesunden Probanden
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(Kontrollen) mit 31,0 +/- 2 % signifikant niedriger (p=0,02) ist als der Anteil CD8" T-Zellen in
der Patientengruppe ohne klinische Aktivitét, der hier 39,0 +/- 3 % betragt. Auch die Patienten
mit klinischer Aktivitat weisen mit einem Anteil CD8* T-Zellen von 39,0 +/- 4 % eine im

Vergleich zu den gesunden Kontrollen signifikant hoheren Anteil auf (p=0,02).

4 5.2 Anzahl der B-Zellen im peripheren Blut

CD19* B Zellen Abbildung 4.36: Anzahl der CD19* B-Zellen
18% | | kolol | im Verhaltnis zur Gesamtzahl der T-Zellen im
16% | T | ** \ peripheren Vollblut. Zur Einteilung in die
, Gruppen wurde die klinische  Aktivitat
14% herangezogen. Neben den gesunden
12% 1 T Probanden (Kontrollen) werden hier die
10% 1 T Patienten in klinischer Remission (SLE ohne
8% - Aktivitat) und Patienten mit moderater bis hoher
6% - entziindlicher/klinischer ~ Aktivitat (SLE  mit
4% - Aktivitat) gezeigt.
2% - n= n= n=
23 37 17

0% T T 1
Kontrollen SLE ohne  SLE mit
Aktivitat  Aktivitat

Zur Identifikation der B-Zellen verwendete man in der
vorliegenden Arbeit das Oberflachenantigen CD19, welches von allen B-Zellen exprimiert wird.
Auf Abbildung 4.36 erkennt man, dass der Anteil CD19* B-Zellen in der Gruppe der Patienten
hoch bis hdchst signifikant niedriger ist im Vergleich zu den gesunden Probanden. So sinkt
der Anteil der B-Zellen von 15,0 +/- 1 % bei den Kontrollen auf 11,0 +/- 1 % in der
Patientengruppe ohne Aktivitat (p=0,003). Die Patienten mit Aktivitat weisen mit 9,0 +/- 1 %
einen hochst signifikant niedrigeren Anteil CD19* B-Zellen auf als die Kontrollgruppe
(p=0,0009). Zwischen den beiden Patientengruppen findet sich kein signifikanter Unterschied

(p=0,2).
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4.5.3 Expression von CD203c auf Basophilen Granulozyten im peripheren Blut

Abbildung 4.37: Expression von CD203c

auf Basophilen Granulozyten. Zur Einteilung

Basophile Granulozyten

1.600 in die Gruppen wurde die klinische Aktivitat
1.400 T ; T herangezogen. Neben den gesunden
1.200 Probanden (Kontrollen) werden hier die
§1 000 Patienten in klinischer Remission (SLE ohne
a 300 Aktivitat) und Patienten mit moderater bis
O
g 600 hoher entziindlicher/klinischer Aktivitat (SLE
mit Aktivitat) gezeigt.
400
200 e e n=
23 36
0 18

Kontrollen SLE ohne SLE mit
Aktivitst  AKtVItSt | cpyo03c st ein Aktivitatsmarker auf Basophilen
Granulozyten. Die Abbildung 4.37 zeigt, dass die Expression von CD203c zwischen den

einzelnen Gruppen keine signifikanten Unterschiede aufweist.

45.4 Expression der IL-3R-Bc-Kette auf Neutrophilen Granulozyten

Abbildung 4.38: Mean Fluorescence Index
(MFI) der IL-3R-Bc-Kette auf Neutrophilen

Neutrophile Granulozyten

[Watole Granulozyten. Zur Einteilung in die Gruppen
800 - ! * % % |
(—T*—\ wurde die klinische Aktivitat herangezogen.
700 Neben den gesunden Probanden (Kontrollen)
600 werden hier die Patienten in Kklinischer
5 500 T Remission (SLE ohne Aktivitat) und Patienten
fa) T . .
; 400 mit moderater bis hoher
= 300 entzundlicher/klinischer Aktivitdt (SLE mit
Aktivitat) gezeigt.
200
100 n= n= n=
23 41 18
0

Kontrollen SLE ohne  SLE mit
Aktivitat - Aktivitat In der Abbildung 4.38 ist zu erkennen, dass der MFI
der IL-3-Rezeptor-Bc-Kette auf Neutrophilen Granulozyten bei den gesunden Kontrollen
hdchst signifikant hoher ist als bei den an SLE erkrankten Personen. So fallt der MFI von 700,0
+/- 40,3 in der Kontrollgruppe auf 484,5 +/- 20,9 in der Gruppe der nicht aktiven Patienten (SLE

ohne Aktivitat) (p=0,000001). Ebenso zeigt der Vergleich der Kontrollgruppe mit den aktiven
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Lupus-Patienten einen Abfall von 700,0 +/- 40,3 bei den Kontrollen auf 424,0 +/- 24,8 in der
Patientengruppe mit Aktivitat (p=0,000003).

455 Expression der IL-3R-Bc-Kette auf Eosinophilen Granulozyten

Eosinophile Granulozyten Abbildung 4.39: Expression der IL-3R-Bc-
ok Kette auf Eosinophilen Granulozyten. Zur
1.800 - * % % ‘ Einteilung in die Gruppen wurde die klinische
f—%
1.600 T Aktivitdt herangezogen. Neben den gesunden
1.400 . Probanden (Kontrollen) werden hier die
- 1.200 T Patienten in klinischer Remission (SLE ohne
on
5 1.000 Aktivitat) und Patienten mit moderater bis
o
g 800 hoher entzundlicher/klinischer Aktivitat (SLE
600 mit Aktivitat) gezeigt.
400
n= n= n=
200
0 23 40 19

Kontrollen SLE ohne  SLE mit
Aktivitdt AKHVItSt | 5 der Abbildung 4.39 sieht man, dass der MFI von

CD131 auf Eosinophilen Granulozyten in der Gruppe der SLE-Patienten hdchst bzw. hoch
signifikant niedriger ist im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. Vergleicht man die Gruppe
der klinisch aktiven Lupus-Patienten mit der Kontrollgruppe, so sieht man, dass der MFI von
1600 +/- 85 bei den Kontrollen auf 1284 +/- 74 in der Patientengruppe sinkt (p=0,004). Noch
deutlicher ist der Unterschied zwischen den gesunden Probanden (Kontrollen) und den
Patienten ohne Klinischer Aktivitat. Hier sinkt die Anzahl von 1284 +/- 74 auf 1147 +/- 71
(p=0,0001). Bei Vergleich der beiden Patientengruppen findet sich kein signifikanter

Unterschied.

4.6 Analyse der PBMCs bei PsA-Patienten

Mittels extrazellularer Farbung erfolgte die Identifikation CD4* und CD8* T-Zellen und anderer
Zellen des peripheren Blutes, denen eine Rolle in der Entwicklung der PsA zugeschrieben
oder vermutet wird. Hierzu gehoéren auch die B-Zellen, Basophilen Granulozyten und
peripheren dendritischen Zellen. Zudem wurden auch die Neutrophilen und Eosinophilen
Granulozyten sowie deren Expression der IL-3R-Bc-Kette betrachtet. Die Ergebnisse werden

in den folgenden Punkten dargestellt.
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4.6.1 Anzahl der T-Zellen im peripheren Blut

CD4* T Zellen
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Abbildung 4.40: Anzahl der CD4* T-Zellen an
der Gesamtzahl der T-Zellen im peripheren
Vollblut. Zur Berechnung der DAS28-Werte
wurde das CRP als Entziindungsparameter
bestimmt. Neben den gesunden Probanden
(Kontrollen) wird hier die Krankheitsaktivitat in
Remission (DAS < 2,6) sowie jene von Patienten
mit moderater bis hoher entzindlicher Aktivitét

(DAS > 2,6) gezeigt.
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Abbildung 4.41: Anzahl der CD8* T-Zellen an
der Gesamtzahl der T-Zellen im peripheren
Vollblut. Zur DAS28-Werte

wurde das CRP als Entziindungsparameter

Berechnung der
bestimmt. Neben den gesunden Probanden
(Kontrollen) wird hier die Krankheitsaktivitat in
Remission (DAS < 2,6) sowie jene von Patienten
mit moderater bis hoher entziindlicher Aktivitat
(DAS > 2,6) gezeigt.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von 4.3.1 erkennt man, dass kein Unterschied

zwischen den einzelnen Gruppen besteht. Die Anzahl der CD4* T-Zellen an der Gesamtzahl

der T-Zellen betragt in allen Gruppen ca. 70 %, signifikante Unterschiede finden sich somit

nicht.

Die Anzahl der CD8* T-Zellen an der Gesamtzahl der T-Zellen ist hingegen nur in der Gruppe

der PsA-Patienten in klinischer Remission (DAS < 2,6) mit 25,5 +/- 1,9 % im Vergleich zur

Kontrollgruppe mit 30,6 +/- 1,6 % signifikant niedriger (p=0,04). Bei Betrachtung der Kontrollen

und den PsA-Patienten mit moderater bis hoher Entzindungsaktivitdt lasst sich kein

Unterschied feststellen.
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4.6.2 Anzahl der B-Zellen im peripheren Blut

18%
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der Anzahl CD19" B-Zellen in den verschiedenen Gruppen. Man erkennt jedoch, dass der
Anteil der B-Zellen von 15,4 +/- 1,1 % in der Kontrollgruppe auf 12,9 +/- 1,0 % in der PsA-
Gruppe mit DAS-Werten < 2,6 (p=0,07) bzw. auf 13,0 +/- 1,0 % in der Gruppe der PsA-
Patienten mit DAS-Werten > 2,6 fallt (p=0,09). Zwischen den beiden Patientengruppen

CD19* B-Zellen

T

T
n= n =
23 38
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Kontrollen PsA DAS < PsA DAS >

2,6

2,6

bestehen keine Unterschiede.

Abbildung 4.42: Anzahl der CD19* B-Zellen
an der Gesamtzahl der T-Zellen im
peripheren Vollblut. Zur Berechnung der
DAS28-Werte  wurde das CRP als
Entziindungsparameter bestimmt. Neben den
gesunden Probanden (Kontrollen) wird hier die
Krankheitsaktivitat in Remission (DAS < 2,6)

sowie jene von Patienten mit moderater bis

hoher entzundlicher Aktivitat (DAS > 2,6)
gezeigt.

Abbildung 4.42 zeigt keine signifikanten Unterschiede in

4.6.3 Expression von CD203c auf Basophilen Granulozyten im peripheren Blut

2.

Basophile Granulozyten
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1.

MFI CD203c

1.

Granulozyten und findet daher bei der Auswertung Beachtung. Auf Abbildung 4.43 wird

deutlich, dass die Expression von CD203 bei den an PsA erkrankten Personen hoch bzw.
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Abbildung 4.43: Expression von CD203c auf
Basophilen Granulozyten. Zur Berechnung der
DAS28-Werte wurde das CRP als
Entzindungsparameter bestimmt. Neben den
gesunden Probanden (Kontrollen) wird hier die
Krankheitsaktivitat in Remission (DAS < 2,6)
sowie jene von Patienten mit moderater bis
hoher entzundlicher Aktivitat (DAS > 2,6)
gezeigt.

CD203c ist ein Aktivitatsmarker auf Basophilen
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hdchst signifikant erhoht ist. Vergleicht man die Kontrollgruppe mit den PsA-Patienten in
klinischer Remission (DAS < 2,6), so sieht man, dass der MFI von 1317 +/- 72 auf 1800 +/-
128 ansteigt (p=0,004). Ebenso zeigt sich in der Gegeniberstellung der Kontrollen mit den
klinisch aktiven PsA-Patienten (DAS > 2,6) ein Anstieg des MFI von 1317 +/- 72 auf 1770 +/-
115 (p=0,00009).

4.6.4 Anzahl der IL-3R-Bc-Kette exprimierenden Neutrophilen Granulozyten

Neutrophile Granulozyten Abbildung 4.44: Anteil der IL-3R-Bc-Kette

ks exprimierenden Neutrophilen Granulozyten an

800 | * ok % \ der Gesamtzahl der T-Zellen im peripheren

700 - 1 Vollblut. Zur Berechnung der DAS28-Werte wurde

600 - das CRP als Entziindungsparameter bestimmt.
ot 500 T . Neben den gesunden Probanden (Kontrollen) wird
é 200 hier die Krankheitsaktivitat in Remission (DAS <
o 2,6) sowie jene von Patienten mit moderater bis
= 300 - hoher entziindlicher Aktivitat (DAS > 2,6) gezeigt.
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26 26 Ahnlich wie Abb. 4.38 zeigt auch Abbildung 4.44 eine
Abnahme der Expression von CD131 auf Neutrophilen Granulozyten bei den PsA-Patienten
im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. So sinkt der MFI von 700 +/- 40 in der Kontrollgruppe
auf 462 +/- 34 in der Gruppe der PsA-Patienten mit DAS-Werten > 2,6 (p=0,0001), was einer
hdchst signifikanten Abnahme der Neutrophilen-Menge entspricht. Ahnlich ist die Situation bei
Vergleich der Kontrollgruppe mit den in klinischer Remission befindlichen Patienten (DAS <

2,6), wo der MFI von 700 +/- 40 bei den Kontrollen auf 506 +/- 22 abnimmt (p=0,00001).
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4.6.5 Expression der IL-3R-Bc-Kette auf Eosinophilen Granulozyten
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Abbildung 4.45: Expression der IL-3R-Bc-Kette
auf Eosinophilen Granulozyten. Zur
Berechnung der DAS28-Werte wurde das CRP
als Entzundungsparameter bestimmt. Neben den
gesunden Probanden (Kontrollen) wird hier die
Krankheitsaktivitat in Remission (DAS < 2,6)
sowie jene von Patienten mit moderater bis hoher
entziindlicher Aktivitat (DAS > 2,6) gezeigt.

Bei Betrachtung der Abbildung 4.45 erkennt man, dass

die Expression von CD131 auf Eosinophilen Granulozyten von den Kontrollen zu den beiden

Patientengruppen hin stark abnimmt. Dieses Resultat ist kongruent mit Abbildung 4.39,

welches ein ahnliches Ergebnis zeigt. Der MFI von CD131 auf Eosinophilen Granulozyten

nimmt von 1600 +/- 85 bei den gesunden Probanden auf 1269 +/- 60 bei den PsA-Patienten
mit DAS-Werten < 2,6 (p=0,001) bzw. auf 1304 +/- 57 in der Gruppe der PsA-Patienten mit
DAS-Werten > 2,6 (p=0,009) ab. Es zeigen sich somit hoch signifikante Unterschiede

zwischen der Kontroll-und den beiden Patientengruppen.
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4.7 Analyse der PBMCs bei Patienten mit GPA

Bei der Analyse der peripheren Zellen der GPA-Patienten wurden ebenso die T-und B-Zellen
betrachtet. Diese wurden nach Inkubation mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern der
FACS-Analyse zugefuhrt, welche die Differenzierung der Zellen ermdglicht. Neben den oben
genannten T-und B-Zellen fanden auch die Basophilen, Neutrophilen und Eosinophilen
Granulozyten und deren spezielle Oberflachenmerkmale Beachtung in der Auswertung.

4.7.1 Anzahl der T-Zellen im peripheren Blut
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Abbildung 4.46: Anzahl der CD4* T-Zellen Abbildung 4.47: Anzahl der CD8" T-Zellen
an der Gesamtzahl der T-Zellen im an der Gesamtzahl der T-Zellen im
peripheren Vollblut. Dargestellt sind die peripheren Vollblut. Dargestellt sind die
gesunden Probanden (Kontrollen) im Vergleich gesunden  Probanden  (Kontrollen) im
mit  Patienten mit der klinisch und Vergleich mit Patienten mit der klinisch und
laborchemisch gesicherten Diagnose GPA. laborchemisch gesicherten Diagnose GPA.

Abbildung 4.46 und 4.47 zeigen die Anzahl CD4" und CD8* T-Zellen an der Gesamtzahl der
T-Zellen im peripheren Blut. Man kann unschwer erkennen, dass keine merklichen
Unterschiede zwischen den Kontrollen und der Patientengruppe vorliegen. So liegt die Anzahl
der CD4* T-Zellen bei 69 +/- 2 % in der Kontrollgruppe und bei den GPA-Patienten bei 68 +/-
3 % (p=0,4). Ahnlich gestaltet sich die Verteilung der CD8* T-Zellen. Hier liegt der Anteil der
CD8* bei 31 +/- 2 % bei den gesunden Probanden (Kontrollen) und bei 32 +/- 3 % in der GPA-
Gruppe (p=0,4).

Diese Ergebnisse stimmen gut Uberein mit jenen der intrazellularen Farbung, die in Abb. 4.24

und 4.25 dargestellt sind.

77



4.7.2 Anzahl der B-Zellen im peripheren Blut

CD19* B-Zellen Abbildung 4.48: Anzahl der CD19" B-
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12% Vergleich mit Patienten mit der klinisch und
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GPA.
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23 14
0%
Kontrollen GPA

Bei Betrachtung von Abbildung 4.48 fallt auf, dass der
Anteil CD19* B-Zellen bei den GPA-Patienten signifikant niedriger ist als bei den gesunden
Kontrollen. Vergleicht man die beiden Gruppen, erkennt man einen Abfall von 15,4 +/- 1 % in
der Kontrollgruppe auf 10,4 +/- 2 % in der Gruppe der an GPA erkrankten Personen (p=0,01).

4.7.3 Expression von CD203c auf Basophilen Granulozyten im peripheren Blut

Abbildung 4.49: Expression von CD203c

Basophile Granulozyten .
auf Basophilen Granulozyten. Dargestellt

2.000
1.800
1.600 T
1.400 T
1.200
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sind die gesunden Probanden (Kontrollen)
im Vergleich mit Patienten mit der klinisch
und laborchemisch gesicherten Diagnose
GPA.

MFI CD203c

n= n=
23 14

Kontrollen GPA Die nebenstehende Abbildung zeigt, dass der Mean

Fluorescence Index zwischen den gesunden Probanden und GPA-Patienten keine
signifikanten Unterschiede aufweist. So liegt der MFI der Kontrollen bei 1317 +/- 72 wéhrend
er bei den erkrankten Personen bei 1484 +/- 134 liegt (p=0,13).
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4.7.4 Expression der IL-3R-Bc-Kette auf Neutrophilen Granulozyten im peripheren

Blut
Neutrophile Granulozyten Abbildung 4.50: Expression der IL-3R-
800 - | Rkk Bc-Kette auf Neutrophilen Granulozyten.
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— 500 - T .
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S 400 -
e
= 300 -
200 -
100 - n= U=
0 23 14
Kontrollen GPA

Abbildung 4.50 zeigt, dass die Patientengruppe (GPA) im
Vergleich mit den gesunden Probanden (Kontrollen) eine héchst signifikant niedrigere
Expression CD131" Neutrophiler Granulozyten aufweist. So sieht man, dass der MFI der IL-
3R-Bc-Kette auf Neutrophilen in der Gruppe der an GPA erkrankten Patienten bei 497 +/- 28
liegt. Vergleicht man dies mit den Kontrollen, so erkennt man, dass der MFI mit 700 +/- 40

hdchst signifikant hoher ist als bei den erkrankten Personen (p=0,0006).

4.7.5 Expression der IL-3R-Bc-Kette auf Eosinophilen Granulozyten im peripheren

Blut
Eosinophile Abbildung 4.51: Anzahl der IL-3R-Bc-
Granulozyten Kette auf Eosinophilen Granulozyten.
. . | k*k . .
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Obige Abbildung zeigt den deutlichen sowie hoch signifikanten Unterschied zwischen der
Patientengruppe (GPA) sowie den gesunden Kontrollen. Der MFI von CD131 auf Eosinophilen
Granulozyten liegt in der Kontrollgruppe bei 1600 +/- 85 und sinkt bei den an GPA erkrankten
Personen auf 1162 +/- 103 (p=0,002).
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5 Diskussion

5.1 IL-3und SLE

5.1.1 Gesteigerte IL-3 Produktion bei zunehmender Krankheitsaktivitat des SLE

Im Rahmen dieser Arbeit beobachtete man eine hochst signifikante Zunahme der in den
Zellkulturiberstanden gemessenen IL-3 Werte mit steigender Krankheitsaktivitat des SLE.
Aus dieser Beobachtung kénnte man den Schluss ziehen, dass hohere IL-3 Konzentrationen
zu einem gravierenderen Verlauf des SLE fiihren bzw. die Aktivitat des SLE bei starkerer
Expression von IL-3 ansteigt. So sieht man einen Anstieg der IL-3 Titer von 80,2 +/- 11,3 pg/ml
bei den Kontrollen auf 282,1 +/- 62,2 pg/ml bei den Lupus-Patienten mit klinischer Aktivitat
(p=0,0008). Dies entspricht in etwa der dreieinhalbfachen IL-3 Konzentration im Vergleich zu

gesunden Probanden.

In dieser Arbeit wurden die CD8" T-Zellen als Hauptproduzenten von IL-3 identifiziert.

Vollblut_intra140916-WB36-KI13 Abbildung 5.1: Die nebenstehende
093 <y Abbildung zeigt die intrazellulare Farbung
q L2+IL3-CO8+ IL2+1L3+CD8+
<+ der CD8* T-Zellen. Von besonderem
3
Interesse sind die CD8" T -Zellen, die
c_\',J beim SLE hauptverantwortlich fur die IL-3

und IL-2 Produktion sind.

IL2-IL3+CD8+

I.anl;n

-369

T WL PLELRALLL PR rlmn]s T
10 10
e IL-3

Bereits Renner K et al. konnten im Mausmodell der Lupusnephritis zeigen, welch starken
Einfluss IL-3 auf die Verlaufsschwere der Nephritis sowie anderer Lupus-typischer
Organlasionen hat. So kam es unter der Applikation von IL-3 zu einem aggressiveren
Krankheitsverlauf und einer vermehrten Progression der Erkrankung. Blockierte man das
Zytokin, verbesserte sich hingegen das klinische Bild und die Lupusnepbhritis verlief weniger
schwer. Neben den nephrologischen Symptomen wurden durch die IL-3-Blockade auch

dermatologische Komplikationen abgemildert. (185)

Zudem konnten Renner K et al. im Modell der experimentellen autoimmunen Enzephalitis
(EAE) einen Zusammenhang zwischen der zerebralen IL-3 Expression und der Einwanderung
von T-Zellen in das Gehirn nachweisen. Wurde zusétzlich rekombinantes IL-3 injiziert, konnte
sogar eine Exazerbation der EAE Symptome und der zerebralen Inflammationsreaktion
hervorgerufen werden. Dartber hinaus fand man bei Patienten mit akutem Schub einer

Multiplen Sklerose eine durch T-Zellen bedingte Hochregulation der IL-3 Expression (199).
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Die Arbeitsgruppe um Weber GF et al. fand einen Zusammenhang zwischen der IL-3
Konzentration in humanen Plasmaproben von Sepsis-Patienten und deren Prognose, wobei
in dieser Studie hohe IL-3 Werte mit einer erhdhten Mortalitéat vergesellschaftet waren und
somit mit einer schlechteren Prognose einhergingen. Die Wissenschaftler beschrieben das IL-
3 hier sogar als potentiellen Angriffspunkt in der Therapie der Sepsis. Im Mausmodell zeigte
sich Uberdies, dass eine IL-3 Defizienz die Mause vor Sepsis schiitzt. Die genannten
Studienergebnisse untermauern die Vermutung eines Zusammenhangs zwischen IL-3 und

inflammatorischen Prozessen. (184)

In Einklang mit den Daten der soeben angesprochenen Arbeitsgruppen kann man aus den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit darauf schlieRen, dass IL-3 eine wichtige Rolle bei

Autoimmunprozessen zu spielen scheint.

5.1.2 1L-3 Produktion durch T-Zellen
Einigen Studien zufolge sollen die CD4" T-Lymphozyten die wichtigste Rolle bei der IL-3

Produktion spielen und werden demzufolge als die Hauptproduzenten dieses Zytokins
gesehen. Neben den T-Helferzellen scheinen auch noch in geringerem Malie die
zytotoxischen T-Zellen (199), Basophilen Granulozyten (186), Mastzellen (206) und B-Zellen
(184, 199) bei der IL-3 Produktion beteiligt zu sein.

Angesichts dieser Tatsache lUberrascht es, dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit die CD8*
T-Lymphozyten als IL-3 Hauptproduzenten identifiziert wurden und dariiber hinaus zu
erkennen war, dass die IL-3 Konzentrationen mit der klinischen Aktivitat der Lupus-Patienten
korreliert. Bisher beschrieben auch Stoeckle C. et al. eine nicht zu vernachlassigende IL-3
Produktion durch CD8* T-Zellen, allerdings beziehen sich diese Ergebnisse auf die

Untersuchung des Plasmas von Patienten mit nicht-IgE-vermittelter Eosinophilie. (207)

Im Folgenden gilt es die Frage zu klaren, ob die SLE Patienten mehr CD8" T-Lymphozyten
besitzen, sodass hierdurch die vermehrte IL-3 Konzentration resultiert, oder ob die im
peripheren Blut vorhanden CD8* T-Zellen mehr IL-3 produzieren. Betrachtet man die Resultate
des Ergebnisteils, so erkennt man, dass die SLE-Patienten im Vergleich zu den gesunden
Probanden zwar insgesamt mehr CD8" T-Lymphozyten aufweisen, aber zwischen den
Gruppen der Klinisch aktiven bzw. nicht aktiven Patienten keine wesentlichen Unterschiede in
der Anzahl vorliegen. Weiterhin kann man ablesen, dass die IL-3 Produktion bei den klinisch
aktiven Lupus-Patienten signifikant hoher ist. Dies korreliert wiederum mit der im Uberstand

gemessenen IL-3 Konzentration der aktiven Patienten.
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In der vorliegenden Arbeit konnte die Annahme, dass es sich bei den CD4* T-Zellen um die
Hauptproduzenten des IL-3 handelt, nicht bestétigt werden. Ein eindeutiger Zusammenhang
zwischen der Krankheitsaktivitdit und der IL-3 Produktion war bei CD4" T-Zellen nicht
feststellbar. Eher scheint es, als kame es zu einer leichten Herabregulierung der CD4* T-Zellen

bei erkrankten Personen.

5.1.3 Weitere Zytokine bei SLE

In dieser Arbeit wurde neben IL-3 als potentiell proinflammatorischem Zytokin die

Konzentrationen von zwei weiteren Entziindungsmediatoren untersucht, namlich IL-2 und IL-
17. Auch hier konnte gezeigt werden, dass inshesondere die CD8" T-Zellen als Quelle dieser

Zytokine infrage kommen.

Bei Betrachtung der IL-2 Dynamik fallt auf, dass die Menge des Zytokins mit der
Krankheitsschwere korreliert. Liegt der prozentuale Anteil der IL2" CD8* T-Zellen bei den
gesunden Probanden noch bei 5,4 +/- 0,5 %, so steigt er bei Lupus-Patienten ohne klinische
Aktivitat auf 7,3 +/- 0,5 % an (p=0,009). Patienten mit klinischer Aktivitat ihrer Erkrankung
weisen einen Anteil von 13,4 +/- 2,2 % auf. Dies bedeutet einen hochst signifikanten
Unterschied im Vergleich zu den Kontrollen sowie den klinisch nicht aktiven Patienten.

Auch der Anteil IL-17* CD8* T-Zellen weist einen Anstieg bei den klinisch aktiven Patienten
auf, hier allerdings ohne signifikanten Unterschied im Vergleich zu gesunden Probanden.
Zwischen den beiden Patientengruppen jedoch erkennt man eine signifikante Zunahme des
prozentualen Anteils IL-17* CD8* T-Zellen von 0,23 +/- 0,03 % bei klinisch nicht-aktiven auf
0,37 +/- 0,04 % bei Patienten mit erh6hter entztindlicher Aktivitat (p=0,01).

Die vorliegenden Ergebnisse korrelieren mit Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen. In der
Literatur werden unterschiedliche Quellen fur IL-17 angegeben, unter anderem T-Helferzellen
aber auch zytotoxischen T-Zellen — also CD8* T-Zellen — sowie doppelt-negative T-Zellen und

Neutrophile Granulozyten (27). Zudem konnten in einigen Studien erhohte IL-17

82



Konzentrationen im Serum als auch in Gewebeldsionen von Lupus-Patienten nachgewiesen
werden (27, 208, 209). Weitere Studien befassen sich mit IL-17 und stellen dieses Zytokin als
zukunftigen wichtigen Angriffspunkt in der gezielten Therapie dar (209, 210).

IL-2 wiederum hat neben seiner proliferierenden und aktivierenden Funktion auf B-und T-
Zellen, und damit Stimulation einer Immunantwort, einen grof3en Einfluss auf die
regulatorischen T-Zellen (Treg), welche maf3geblich zur Erhaltung der Selbsttoleranz bendétigt
werden (211, 212). Bei den Tregs handelt es sich um eine Subgruppe der CD4* T-Zellen (213).
In der Pathogenese des SLE scheint auch eine IL-2-Defizienz eine Rolle zu spielen, welche
zu einer verminderten Funktion der Treg's fuhrt und somit eine geringere Kontrolle
autoreaktiver Lymphozyten bedingt. So gibt es Daten, dass verminderte IL-2 Spiegel bei
Lupus-Patienten vorliegen und mittels einer niedrig dosierten IL-2 Therapie eine Expansion
der Treg’s erzielt werden kann, um somit die Autoimmunitat zu bekampfen. (213, 214) Dies
steht im Widerspruch zu den Ergebnissen dieser Arbeit, da hier zumindest ein Anstieg der IL-
2* CD8* T-Zellen zu erkennen war. Eine Untersuchung der Tregs wurde allerdings nicht
durchgefuhrt. Bei Betrachtung der IL-2* CD4* T-Zellen erkennt man jedoch, dass der Anteil bei
den an Lupus erkrankten Personen niedriger ist im Vergleich zur gesunden Vergleichsgruppe.
Wirde man nun eine Subgruppenanalyse durchfihren, koénnte man vielleicht eine
Erniedrigung der Tregs sehen. Moglicherweise spiegelt die erniedrigte Anzahl CD4* T-Zellen,

wie in Abb. 4.34 anschaulich zu sehen, teilweise die verminderte Treg-Fraktion wider.

Salazar-Camarena et al. konnten zeigen, dass Patienten mit erhéhten Serumlevel an B-Zell
aktivierendem Faktor, welcher ja der Angriffspunkt des ersten fir den Lupus zugelassenen
Biologikums Belimumab ist, auch erhdhte IL-2-Level im Serum aufweisen (215, 216). Diese

Ergebnisse decken sich wiederum mit den Werten der vorliegenden Arbeit.

5.1.4 Veranderung des Anteils weiterer PBMCs mit steigender Krankheitsaktivitiat des
SLE

Auch die B-Lymphozyten sind von grofRem Interesse in der Pathogenese und Therapie beim

SLE und sollen deshalb weitere Beachtung finden. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass der Anteil
CD19* B-Zellen von 15,0 +/- 1,0 % bei den gesunden Probanden auf 9,0 +/- 1,0 % bei den
klinisch aktiven SLE-Patienten fallt. Dies entspricht einer héchst signifikanten Abnahme der B-
Zellen bei den erkrankten Personen. Bei der Interpretation dieser Befunde gilt es die
Medikation der Patienten zum Zeitpunkt der Studienteilnahme zu beachten. 38,5 % der klinisch
aktiven SLE-Patienten und immerhin 8,3 % der klinisch nicht Aktiven erhielt eine Therapie mit
Belimumab, einem monoklonalen Antikérper gegen das B-Lymphozyten stimulierende Protein
(217). Weiters ursachlich fur die verminderte Anzahl an B-Lymphozyten ist die Einnahme von

Azathioprin, einem Purinanalogon, welches ebenfalls die Vermehrung der B-Zellen verhindert
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(135). Hiervon betroffen waren 26,9 % der aktiven Patienten und 29,2 % der klinisch nicht
Aktiven. Zuletzt erhielten immerhin 23,1 % der klinisch aktiven Lupus-Patienten und 10,4 %
der nicht aktiven Patienten eine Therapie mit MMF, einem reversiblen Inosinmonophosphat-

Dehydrogenase-Hemmer, der die Proliferation der B-Zellen ebenfalls einschrénkt.

Die Basophilen Granulozyten sind einerseits Quelle von IL-3, andererseits bedingt IL-3 auch
die Differenzierung der Basophilen im Knochenmark und stellt einen wichtigen Aktivierungs-
und Uberlebensfaktor dar (185-187). Es ware somit moglich, dass die Basophilen
Granulozyten zu einem gewissen Teil zur IL-3 Produktion im Rahmen der Krankheitsaktivitat
des SLE beitragen. Eine vermehrte Aktivierung der Basophilen Granulozyten konnte nicht
gezeigt werden. Abbildung 4.37 verdeutlicht, dass zwischen gesunden Probanden und Lupus-
Patienten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der CD203c¢c Expression bestehen. Im
Hinblick auf die Neutrophilen fungiert IL-3 als Freisetzungsfaktor aus dem Knochenmark (199).
In der Literatur sind vermehrt Aggregationen von Neutrophilen im Serum von SLE-Patienten

beschrieben, aber auch eine erhdhte Apoptoserate im Vergleich zu gesunden Kontrollen (219).

Interessanterweise zeigte sich sowohl bei den Neutrophilen als auch Eosinophilen
Granulozyten eine Herabregulation der IL-3R-Bc-Kette mit steigender Krankheitsaktivitat bzw.
mit steigenden IL-3 Konzentrationen. Moglicherweise beruht dies auf einem negativen
Ruckkopplungsmechanismus. Dies lasst darauf schlieBen, dass mit steigender IL-3
Konzentration die Expression der Bc-Kette des IL-3 Rezeptors auf der Zelloberflache der
Granulozyten abnimmt, um so die proinflammatoirsche Wirkung von IL-3 durch eine
verminderte Signaltransduktion abzumildern. Somit wirde es sich am ehesten um einen
indirekt proportionalen Zusammenhang zwischen den IL-3 Spiegel und der Expression der IL-
3R-Bc-Kette handeln.

5.2 IL-3und PsA

5.2.1 Gesteigerte IL-3 Produktion mit zunehmender Krankheitsaktivitat der PsA

Die Konzentrationsbestimmung von IL-3 bei an PsA erkrankten Patienten zeigt eindrtcklich,
dass mit zunehmender Krankheitsschwere — gemessen anhand des DAS28 CRP Wertes —
die IL-3 Werte zunehmen. Patienten in Remission und einem DAS < 2,6 weisen im Vergleich
mit den gesunden Kontrollen keinen signifikanten Unterschied auf. Hingegen dazu steigt die
IL-3 Konzentration bei Patienten mit klinischer Aktivitat auf 279,4 +/- 110,5 mg/ml an, was in
etwa dem dreieinhalbfachen der Konzentration bei gesunden Probanden entspricht (p=0,006).
Dieses Ergebnis unterstiitzt die Annahme, dass IL-3 bei autoimmun bedingten Erkrankungen

wie der PsA eine proinflammatorische Rolle zu spielen scheint.
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5.2.2 |IL-3 Produktion durch T-Zellen

Auch in der intrazellularen Farbung konnten in der vorliegenden Arbeit die CD8* T-Zellen als

die hauptverantwortlichen IL-3 Produzenten ausgemacht werden.

YVollblut_intraZ00816-S5142-KI13

Abbildung 5.3: Die nebenstehende
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Abbildung 5.4: Die Abbildung zeigt die
IL2HIL5+CD4+ intrazellulare Farbung fir CD4* T-Zellen.
Man erkennt, dass die Fluoreszenz der IL-
2% IL-3* und rein IL-3* CD4* T-Zellen weit
weniger ausgepragt ist wie die der CD8*
T-Zellen.
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Die beiden obenstehenden Abbildungen veranschaulichen die Rolle von CD8" T-Zellen als IL-
3 Quelle. In der Literatur finden sich Angaben zu vielen weiteren IL-3 produzierenden Zellen
wie Monozyten, B-Zellen, dendritischen Zellen, Mastzellen oder, wie bereits unter Punkt 5.1.4

beschrieben, die Basophilen Granulozyten (199).

Costello et al. untersuchten die Gelenkflissigkeit von Patienten mit aktiver PsA und fanden
dabei eine klonale Vermehrung CD8" sowie CD4" T-Zellen (93, 220). In einer alteren Studie
derselben Arbeitsgruppe verglichen die Forscher die in der Synovialflissigkeit vorkommenden
T-Zell Populationen von PsA und RA Patienten. Das Ergebnis zeigte eine signifikant erhdhte
Population an CD8" T-Zellen in der Synovialflissigkeit bei den an PsA erkrankten Personen.
(93)

85



Die eben beschriebenen Studien unterstitzen die Annahme, dass die CD8* T-Zellen eine nicht
zu vernachlassigende Rolle in der Pathogenese der PsA spielen und eine wichtige Position in

der Produktion von IL-3 einnehmen.

5.2.3 Weitere Zytokine bei PsA

Neben IL-3 wurden in der intrazellularen Farbung noch zwei weitere Zytokine untersucht: IL-2

und IL-17. Dem zuletzt genannten Zytokin wird bereits seit einiger Zeit grof3e Aufmerksamkeit
geschenkt. Durch IL-17-Antagonisten wie Secukinumab oder Ixekizumab konnten in der

Therapie der Psoriasis aber auch der PsA grolie Erfolge erzielt werden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass fur die Unterschiede in der IL-2 und IL-17
Produktion vor allem die CD8" T-Zellen verantwortlich sind. Zwar fand sich ein signifikanter
Unterschied IL-2* CD4* T-Zellen beim Vergleich der Patienten mit DAS-Werten < 2,6 und den
gesunden Kontrollen, diese Signifikanz konnte aber bei den Patienten mit héheren DAS-
Werten nicht nachgewiesen werden. Im Vergleich dazu fand man bei den IL-2* CD8* T-Zellen
hdchst signifikante Unterschiede zwischen der gesunden Vergleichsgruppe und den an PsA
erkrankten Personen. So stieg beispielsweise der Anteil IL-2* CD8* T-Zellen von 5,4 +/- 0,5 %
bei den gesunden Probanden auf 13,3 +/- 2,2 % in der Gruppe der Patienten mit moderater
bis hoher Krankheitsaktivitat (DAS > 2,6).

Ahnliche Ergebnisse zeigt die Auswertung der IL-17 produzierenden Zellen. Betrachtet man
die Abb. 4.23, erkennt man einen deutlichen Anstieg der IL-17* CD8* T-Zellen. Der Anteil der
CD8* T-Zellen, der fiir die Produktion von IL-17 verantwortlich zeichnet, liegt bei 0,5 +/- 0,2 %
wahrend dieser bei der gesunden Kontrollgruppe 0,28 +/- 0,02 % betragt (p=0,03). Bei den IL-
177 CD4* T-Zellen wurden keine signifikanten Unterschiede bei Patienten mit DAS-Werten >
2,6 erreicht. Lediglich die Gruppe der PsA-Patienten in Remission zeigte einen signifikanten
Anstieg der IL-17* CD4* T-Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Die Rolle von IL-17 in der Pathogenese der Psoriasis und PsA ist seit einigen Jahren anerkannt
und wird mittlerweile erfolgreich als Angriffspunkt in der gezielten Therapie genutzt (81, 128,
221-223). Die Frage, welche Zellen nun hauptsachlich fir die IL-17 Produktion verantwortlich
sind, wird auch in der Literatur kontrovers diskutiert. So beschrieben Costello et al. eine
Dominanz CD8" T-Zellen in der Synovialfliissigkeit bei Patienten mit PsA und auch Lubberts
et al. bezeichneten die zytotoxischen T-Zellen als wichtige IL-17 Quelle (93, 221). In anderen
Veroffentlichungen werden die CD4* T-Zellen als Produzenten von IL-17 dargestellt (97, 224).
Meist werden allerdings die Th17-Zellen genannt, eine Untergruppe der CD4* T-Zellen, welche

vorrangig IL-17 produzieren und somit zu einer Inflammationsreaktion fiihren (81, 221).

Daten zur IL-2 Funktion in der Pathogenese der PsA sind im Vergleich zu jenen von IL-17 eher

darftig. Eine Studie von Bos et al. befasste sich mit der Frage, in welcher Art und Weise sich
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Patienten mit PsA und rein kutaner Psoriasis unterscheiden. Hierzu untersuchten die Forscher
das Zytokinprofil zirkulierender T-Zellen von an PsA und Psoriasis erkrankten Personen und
einer Vergleichsgruppe. Einer der wichtigsten Unterschiede zur Differenzierung zwischen
Psoriasis mit Gelenkmanifestation und rein kutaner Form war die IL-2 Sekretion durch anti-
CD3-stimulierte PBMCs. (225) Diese Daten unterstitzen das Ergebnis der vorliegenden
Arbeit.

5.2.4 Veranderung des Anteils weiterer PBMCs mit steigender Krankheitsaktivitat der
PsA

Neben den T-Zellen wurden mittels der extrazellularen Farbung noch weitere periphere

mononukleare Zellen untersucht. Der Anteil CD19" B-Zellen im peripheren Blut war im
Vergleich zu der gesunden Kontrollgruppe erniedrigt, allerdings ohne signifikanten
Unterschied. Hierbei ist anzumerken, dass 66,7 % der Patienten mit moderater bis héherer
Krankheitsaktivitat und 60,5 % der Patienten in Remission zum Zeitpunkt der Studienteilnahme
eine Therapie mit MTX erhielten. Da MTX als Folsédure-Antagonist in die Zellproliferation
eingreift und diese hemmt, kdnnte diese milde Verminderung des B-Zell-Anteils bei einem Teil

der Patienten womdglich auf die Medikamenteneinnahme zurlickzufiihren sein.

Bei Betrachtung der Basophilen Granulozyten fallt auf, dass der Anteil bei Patienten mit
Erkrankung und vermehrter Krankheitsaktivitat erhdht ist. Interessanterweise zeigte sich eine
Erhéhung des Aktivitatsmarkers CD203c auf der Oberflache Basophiler Granulozyten unter
steigenden IL-3 Spiegel (226, 227). Bisher ist eine Involvierung Basophiler in der Pathogenese
der Psoriasis oder PsA nicht bekannt. Auch die Studienergebnisse von Mashiko et al.
sprechen den Basophilen Granulozyten und weiteren Zellen eine Rolle in der atopischen
Dermatitis zu, scheinen aber bei der Psoriasis laut dieser Studie nicht beteiligt zu sein (228).
Demgegentber stehen die Ergebnisse dieser Arbeit, in denen eine signifikant vermehrte
Expression des Aktivitdtsmarkers CD203c auf Basophilen Granulozyten zu sehen war. Zudem
konnte in dieser Arbeit eine erhdhte IL-3 Konzentration mit vermehrter Krankheitsaktivitat

nachgewiesen werden.

Wie auch schon bei den Lupus-Patienten zu sehen war, kam es unter steigenden IL-3
Konzentrationen zu einer Herabregulation der IL-3R-Bc-Kette auf Neutrophilen und
Eosinophilen Granulozyten. Analog zum Erklarungsansatz beim SLE wirde man am ehesten
von einer reaktiven Verminderung der Expression der Bc-Kette bei erhéhten IL-3 Spiegeln,
welche bei PsA-Patienten nachweislich vorliegen, ausgehen, um somit die potentiell

entziindliche Wirkung des IL-3 zu mindern.
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5.3 IL-3 und GPA

5.3.1 Gesteigerte IL-3 Produktion bei Patienten mit GPA

Auch bei Patienten mit der Diagnose GPA sieht man in dieser Arbeit eine signifikante Zunahme

der IL-3 Expression im Vergleich zu gesunden Kontrollen. So steigt die Konzentration von 80,2
+/- 11,3 pg/ml bei den Kontrollen auf 149,0 +/- 35,8 pg/ml bei den Patienten an. Die
intrazellulare Farbung zeigt einen hoch signifikanten Anstieg des prozentualen Anteils IL-3*
CD8* T-Zellen von 0,5 +/- 0,1 % auf 1,3 +/- 0,2 % bei GPA-Patienten (p=0,001).

Auch hier scheint die Annahme bestétigt, dass bei chronisch entzundlichen Erkrankungen, zu
der die GPA zahlt, die IL-3 Spiegel erhtht sind. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen
anderer experimenteller Studien, die entziindliche Autoimmunerkrankungen wie die MS, die
Lupusnephritis oder RA untersucht haben und die ebenfalls erhdhte IL-3 Konzentrationen bei

diesen Krankheitsbildern nachweisen konnten. (181, 199)

5.3.2 IL-3 Produktion durch T-Zellen
Wie auf den Abbildungen 4.26 und 4.28 anschaulich zu sehen, erfolgt die IL-3 Produktion in

geringerem Malf3e durch CD4* sowie hauptsachlich durch CD8* T-Zellen. Der Unterschied IL-
3 produzierender CD4" T-Zellen ist nur minimal zwischen den Kontrollen und den GPA-
Patienten. Im Vergleich dazu steigt der Anteil der IL-3* CD8* T-Zellen von 0,5 +/- 0,1 % in der
Vergleichsgruppe auf 1,3 +/- 0,2 % bei den erkrankten Personen an, was in etwa der

Verdopplung des T-Zell-Anteils entspricht.

Ein vermehrter Anteil aktivierter CD4* und CD8* T-Zellen konnte bei Patienten mit aktiver GPA,
aber auch bei in Remission befindlichen Personen, nachgewiesen werden (154). Dartber
hinaus ist ein Vorhandensein von T-Zellen in granulomatdsen Entzindungsherden gezeigt
worden, welches auf eine T-Zell-Hyperaktivitat schliel3en lasst (139). Diese Daten sowie die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stitzen die Annahme, dass den T-Zellen eine wichtige

Rolle in der Pathogenese und Aufrechterhaltung der Krankheitsaktivitat zukommt.

5.3.3 Weitere Zytokinproduktion bei GPA

Wie schon bei den Lupus-und PsA-Patienten beschrieben, erfolgte neben der IL-3 Detektion

mittels intrazellularer Farbung und nachfolgender FACS-Analyse die Untersuchung von IL-2
und IL-17. Wahrend die IL-2 Produktion zum Grof3teil auf die CD8* T-Zellen zurlick zu fihren

ist, zeigte sich fur IL-17 eine Dominanz der CD4" T-Zellen.

Sowohl die CD4* T-Helferzellen als auch die zytotoxischen Zellen produzieren mehr IL-2 als
die gesunde Vergleichsgruppe. So zeigte sich ein signifikanter Anstieg der IL-2* CD4* T-Zellen
von 26,4 +/- 1,3 % auf 32,7 +/- 2,7 % bei den erkrankten Personen (p=0,01). Noch
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eindrlcklicher ist der Unterschied bei den IL-2* CD8* T-Zellen, wo ein Anstieg von 5,4 +/- 0,5
% bei den Kontrollen auf 10,4 +/- 1,7 % bei den GPA-Patienten zu sehen war (p=0,0004).

Wie oben bereits beschrieben, konnten in dieser Arbeit die CD4* T-Zellen als die
Hauptproduzenten von IL-17 identifiziert werden. Abbildung 4.32 zeigt eindricklich den
signifikanten Anstieg der IL-17* CD4* T-Zellen von 1,2 +/- 0,2 % in der Vergleichsgruppe auf
1,7 +/- 0,3 % bei den erkrankten Personen (p=0,04). Im Vergleich dazu zeigt sich kein
Unterschied zwischen Kontrollen und GPA-Patienten bei den IL-17* CD8" T-Zellen, sodass
man davon ausgehen kann, dass die CD4* T-Zellen als Hauptquelle von IL-17 dienen. Dies
steht im Einklang zu der bereits in der Einleitung beschriebenen Rolle der T-Helferzellen in der
Pathogenese der GPA. Allerdings konnte kein erhéhter Anteil CD4* T-Zellen im peripheren
Blut nachgewiesen werden, was im Gegensatz zu anderen Studienergebnissen steht. Da aber
alle der in dieser Studie eingeschlossenen Patienten medikamentds vorbehandelt waren (s.
Basischarakteristika der GPA, Tab. 18), ist es mdglicherweise durch die immunsuppressive
bzw. immunmodulierende Therapie zu einem Ruckgang der T-Helferzellen gekommen. (16,
139)

5.3.4 Veranderung des Anteils weiterer PBMCs bei GPA

Bei den CD19" B-Zellen zeigte sich eine signifikante Verminderung des Anteils bei erkrankten

Personen von 15,4 +/ 1,0 % in der Kontrollgruppe versus 10,4 +/- 2,0 % bei GPA-Patienten
(p=0,01). Dies ist auf den ersten Blick Uberraschend, da den B-Zellen eine wichtige Rolle in
der Pathogenese zugeschrieben wird und man sich daher eher eine Erhéhung ihres Anteils
bei erkrankten Personen erwarten wirde. Wichtig bei Interpretation dieser Ergebnisse ist die
Betrachtung der Medikamenteneinnahme der Patienten. So erhielten 42,9 % der GPA-
Patienten zum Zeitpunkt ihrer Studienteilnahme eine Therapie mit Rituximab, einem B-Zell-
depletierenden CD-20-Antikdrper (176). 14,3 % der Patienten wurde mit Cyclophosphamid
therapiert, einem alkylierenden Agens, welches auch als Zytostatikum bei malignen

Erkrankungen eingesetzt wird, um eine Reduktion der Zellzahlen zu erzielen.
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6 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der IL-3 Expression von Patienten mit SLE, PsA
und GPA im Vergleich mit gesunden Probanden, sowie die Beantwortung der Frage, ob es
einen Zusammenhang zwischen der IL-3 Expression und der Krankheitsaktivitat der Patienten
gibt. Zusatzlich zum Nachweis der IL-3 Konzentration erfolgte die Untersuchung der IL-3-

Rezeptor-Expression auf verschiedenen Zellen.

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden von 74 Patienten mit SLE, 53 Patienten mit PsA, 14
Patienten mit GPA sowie 34 gesunden Probanden Blutproben gewonnen. Diese wurden direkt
mittels FACS-Analyse untersucht. Zudem wurden PBMCs gewonnen und mittels ELISA und
intrazellularer FACS-Analyse auf Expression von IL-3 untersucht. Zur Klarung der Frage, ob
die erkrankten Personen im Vergleich zur Kontrollgruppe mehr IL-3 produzieren und/oder
mehr IL-3 sezernierende T-Zellen besitzen, erfolgte nach Stimulation mit
PMA/lonomycin/Brefeldin die intrazellulare Farbung fur IL-3 sowie die durchflusszytometrische
Beurteilung. Bei Patienten mit aktivem SLE, aktiver PsA und GPA konnte im Vergleich mit
gesunden Probanden ein signifikant erhdhter Prozentsatz an IL-3 exprimierenden CD8" T-
Zellen gefunden werden. Fur CD4* T-Zellen ergaben sich keine wesentlichen Unterschiede in

der IL-3 Expression zwischen Patienten und Kontrollen.

Mittels ELISA erfolgte die Bestimmung der IL-3 Konzentration im Zellkultur-Uberstand von anti-
CD3-aktivierten PBMCs von erkrankten Personen und gesunden Probanden. Hierbei zeigte
sich bei Patienten mit aktivem SLE, aktiver PSA und GPA im Vergleich mit gesunden
Probanden eine signifikant erhéhte IL-3 Freisetzung im Zellkultur-Uberstand. Somit bestand
eine gute Korrelation zwischen den IL-3 Konzentrationen im ELISA und den mittels

intrazellularer FACS-Analyse gemessenen IL-3 exprimierenden CD8* T-Zellen.

Zum Nachweis des IL-3-Einflusses auf seinen Rezeptor erfolgte die durchflusszytometrische
Untersuchung der Expression der B-Untereinheit (CD131), welche fiir die Signaltransduktion
verantwortlich zeichnet. Hierbei zeigte sich eine Herabregulation von CD131 auf Eosinophilen
und Neutrophilen Granuloyzten bei SLE, PsA sowie GPA in Korrelation mit steigender IL-3

Expression bzw. erhdhter Krankheitsaktivitat.

Neben der IL-3 Expression erfolgte die Untersuchung von IL-2 und IL-17. Sowohl bei SLE und
PsA-Patienten zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten und
Kontrollen bei den IL-2* CD4* T-Zellen bzw. sogar verminderte Werte bei den erkrankten
Personen. Ausnahme bildeten hier die CD4* T-Zellen der GPA-Patienten, welche ebenfalls
einen signifikant erhohten Anteil IL-2 positiver Zellen aufwiesen. Im Vergleich dazu zeigten die
CD8* T-Zellen bei den Patienten aller drei Erkrankungsgruppen einen kontinuierlichen Anstieg

der IL-2 Expression mit steigender Krankheitsaktivitat.
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Far IL-17 zeigte sich nur bei PsA, nicht aber bei GPA oder SLE, eine erhéhte Frequenz von
IL-17-exprimierenden CD8* T-Zellen. Zudem sah man bei PsA-Patienten eine positive
Korrelation der IL-17 Expression mit steigender Krankheitsaktivitat. In Bezug auf die CD4* T-
Zellen zeigte sich nur bei Patienten mit GPA eine signifikante Zunahme des Anteils IL-17

produzierender CD4* T-Zellen.

Neben den T-Zellen wurden in dieser Arbeit mittels extrazellularer FACS-Farbung auch die B-
Zellen untersucht. Dabei zeigte sich bei allen drei Erkrankungen ein kontinuierlicher Abfall der
B-Zellen mit steigender Krankheitsaktivitat, wobei nicht Giberall eine Signifikanz erreicht wurde.
Besonders deutlich zu sehen war der Unterschied beim SLE. Bei den Patienten mit klinischer
Aktivitat erhielten 38,5 % eine Therapie mit Belimumab, einem B-Zell-modulierenden
monoklonalen Antikorper, weitere 26,9 % bekamen Azathioprin und 23,1 % wurden mit MMF
behandelt. Die Klinisch nicht-aktiven SLE-Patienten erhielten im Durchschnitt weniger
Therapie und wiesen in der durchflusszytometrischen Untersuchung einen héheren B-Zell-

Anteil auf als die klinisch aktiven SLE-Patienten.

Wahrend die Verminderung der B-Zellen bei den PsA-Patienten weit weniger ausgepragt war
als bei den Lupus-Patienten, sieht man bei der GPA einen signifikanten Abfall der CD19" B-
Zellen. Dieser ist am wahrscheinlichsten auf die medikamentdse Therapie zuriick zu fuhren.
So erhielten 42,9 % der GPA-Patienten Rituximab, einen monoklonalen CD20-Antikorper,
welcher auch CD19* B-Zellen mit erfasst und so zu einer Verminderung der B-Zellzahl fuhrt.
Weitere 14,3 % wurden mit Cyclophosphamid behandelt, welches als zytostatisch wirkendes

Medikament eine Hemmung der Proliferation von Zellen bewirkt.

In dieser Arbeit konnte somit die Relevanz von IL-3 im Hinblick auf drei verschiedene
Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises nachgewiesen werden. Die Hemmung
dieses Zytokins kdnnte somit einen neuen potentiellen Angriffspunkt in der Therapie dieser

Erkrankungen darstellen.
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