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1 Einleitung

1.1 Rheumatoide Arthrtitis

1.1.1 Definition und Epidemiologie

Bei der Rheumatoiden Arthritis (RA) handelt es sich um eine chronisch-entziindliche
Systemerkrankung, die durch Synovialitis zu Arthritis fuhrt. Die Erkrankung geht
dementsprechend mit Gelenkschmerzen, Schwellung und Steifigkeit einher.
Unbehandelt fahrt der schubweise progrediente Verlauf zu Knorpelschéaden,
Knochenerosionen, Gelenkdestruktion und Invaliditat. (1)

Im Verlauf der RA kommt es zudem nicht selten zur extraartikularen bzw.
systemischen Manifestation. Mit der RA assoziiert sind kardiovaskulare, pulmonale,

psychologische sowie skelettale Veranderungen. (2)

Wahrend die genaue Atiologie der RA noch nicht ganzlich geklart ist, konnten
Untersuchungen etliche bedeutende Faktoren enthillen. Hierzu zahlen T-Zellen, B-
Zellen und Zytokine. Zu den Zytokinen, die eine besonders entscheidende Rolle
spielen, gehdren TNF, IL-1 und IL-6. (1)

Die Bildung von Autoantikérpern gegen das Fc-Fragment des IgG (= Rheumafaktoren)
sowie die Citrullinierung humaner Peptide und Bildung entsprechender Antikdrper (Ak
gegen cyclisches citrulliniertes Peptid = Anti-CCP-AK) ist zudem typisch. 50% bis 80%
der Patienten mit RA sind fur einen oder beide Antikdrper positiv.

Rauchen ist einer der wichtigsten umweltbedingten Risikofaktoren fir die Entwicklung
einer anti-CCP-positiven RA. (1)

Die Autoantikorper wie Rheumafaktor und ACPA sind bei Patienten oft schon vor

Krankheitsmanifestation nachweisbar (praartikulare Phase der RA). (2)

Eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der RA spielt die Hyperplasie des
Synovialgewebes. Diese besteht histologisch aus makrophagenahnlichen Typ A-
Synoviozyten und den fibroblastenahnlichen Typ B-Synoviozyten. (3) Die Proliferation

der fibroblastenahnlichen Typ B-Synoviozyten konnte fir diese Hyperplasie



verantwortlich sein. Diese Zellen sind zudem unmittelbar an der lokalen Destruktion

des Knorpelgewebes beteiligt. (2)

Die Pravalenz der RA liegt bei Erwachsenen zwischen 0,5% und 1 % und steigt mit
dem Lebensalter an. Generell sind Frauen von der RA dreimal haufiger betroffen als
Manner. Die hotchste Pravalenz zeigen Frauen im Alter von Uber 65 Jahren.

Genetische Faktoren machen bis zu 50% des Risikos aus, eine RA zu entwickeln. (1)

1.1.2 Klinik und Sonderformen der Erkrankung

Die Rheumatoide Arthritis kann sich unterschiedlich klinisch manifestieren. Der
Verlauf der Erkrankung ist sehr variabel und reicht von der milden, selbstlimitierenden
Arthritis bis zur rasch progredienten, systemischen Inflammation mit hoher Morbiditéat
und Mortalitat. (3)

Zur Klinik der Erkrankung z&hlen unter anderem folgende spezifische bzw.

unspezifische Symptome:

1. Unspezifische Allgemeinsymptome:

Dazu gehéren Symptome wie Abgeschlagenheit, Schwache, Krankheitsgefuhl,

Fieber, Gewichtsverlust und Depression. (3)

2. Artikulare Manifestationen:

- Polyarthritis:  Hierzu zahlen vor allem Gelenkschwellung, Schmerz,
Druckschmerzhaftigkeit und Steifigkeit (vor allem morgens langer als 1 Stunde
anhaltend). Als friihe Zeichen gelten Gelenkerguss und Erythem, wohingegen ein
verminderter Bewegungsumfang, Ankylosis sowie Subluxation erst spéater beobachtet
werden. Im Verlauf entwickeln sich héaufig starke Deformitdten an den betroffenen
Gelenken.

Es gibt grobe Regeln, wie sich die Erkrankung auf die Gelenke ausbreitet. So wird die
Verteilung als symmetrisch beschrieben, wobei distale Gelenke ofter betroffen sind
als proximale. AufRerdem wird ein haufigerer Befall der proximalen

Interphalangealgelenke (PIP), Metacarpophalangealgelenke



(MCP)/Metatarsophalangealgelenke (MTP) und Handgelenke/Sprunggelenke als der
Ellbogen/Knie und Schulter/Hifte beschrieben. (3)

Der schmerzhafte Handedruck wird als Querdruckschmerz (= Gaenslen-Handgriff)
bezeichnet, bei dem Druck auf die MCP-Gelenke ausgeulbt wird. Der Handgriff fallt bei

Patienten mit aktiver Synovitis Ublicherweise positiv aus. (4)

- Bursitis: Entzindungen der Bursae sind durchaus bekannt bei Patienten mit RA. Die
im Rahmen der RA haufig auftretenden Huftschmerzen sind oft auf eine Bursitis
trochanterica zurtckzufiihren. Studien haben gezeigt, dass lokale Steroidinjektionen

die Schmerzen bei den Patienten lindern konnten. (5)

Weitere Stellen, an denen eine Bursitis lokalisiert sein kann, sind unter anderem an
der Schulter die Bursa subcoracoidea, subacromialis und subdeltoidea. Am Ellbogen
kann die Bursa olecrani betroffen sein sowie die Bursa poplitea in der Kniekehle oder

die Bursa infrapatellaris oder praepatellaris am Kniegelenk. (6)

- Tenosynovitis: Sind auch die Sehnenscheiden von der Synovitis befallen, spricht
man von einer Tenosynovitis. Diese kann an unterschiedlichen Lokalisationen
auftreten: Bizepssehne, Karpaltunnel, Extensoren der Hand, Muskulus tibialis oder
Muskulus peroneus. (6)

Die Tenosynovitis fallt bei vielen Patienten mit RA bei der Untersuchung der Gelenke
auf. Die meisten der Patienten leiden auch an einer Schwellung in den
Sehnenscheiden. Bei nahezu allen RA Patienten in einer Studie konnte eine

gleichzeitige Gelenkschwellung nachgewiesen werden. (7)

- Karpaltunnelsyndrom: Darunter versteht man die Kompression des N. medianus
unter dem Lig. carpi transversum. Es handelt sich dabei um die haufigste Kompression
peripherer Nerven und die haufigste neurologische Stérung an der Hand. (8) Diese
aufRert sich durch Parasthesien von Daumen-, Zeige- und Mittelfinger. Insbesondere
nachts und bei Dorsalflexion der Hand kommt es zu Schmerzen im
Kompressionsbereich. Bei schweren Verlaufen kann es zu irreversibler
Thenaratrophie und Sensibilitatsverlust im Versorgungsgebiet des N. medianus
fuhren. (9)



Zu den mit Karpaltunnelsyndrom assoziierten Krankheitsbildern gehoért neben
entzundlichen Gelenkerkrankungen auch Diabetes. (10)

- Sulcus-ulnaris-Syndrom: Entzundliche Veranderungen am Ellbogengelenk kdnnen
zur Kompression des Nervus ulnaris fihren. Die Fossa olecrani stellt eine typische

Lokalisation der Synovitis dar. (6)

- Baker-Zyste: Sie wird auch Poplitealzyste genannt und ist im Bereich der Kniekehle
lokalisiert. Es handelt sich dabei genau genommen aber nicht um eine echte Zyste.
Intraartikulare Stérungen, wie sie zum Beispiel bei der RA auftreten, spielen eine
wichtige Rolle bei der Pathogenese der Baker-Zyste. Ein Kniegelenkerguss sowie
Synovitis kbnnen zu einem erhdhten Druck im Gelenkspalt fihren, wodurch - tUber
langere Zeit bestehend — es dazu kommen kann, dass die Gelenkkapsel am Ort des
geringsten Widerstandes nachgibt. (11)

3. Extraartikulare Organmanifestationen:

Die RA ist nicht nur auf die Gelenke beschrankt, sondern kann sich auch an anderen

Organen manifestieren.

- Haut (Rheumaknoten): Bei ca. 25% der Patienten kommt es zum Auftreten von
Rheumaknoten. Diese stellen somit die haufigste extraartikulare Manifestation der RA
dar. Hierbei handelt es sich um Verhartungen, die sich subkutan befinden. Die
Haufigkeit dieser Knotchen Kkorreliert direkt mit dem Titer des Rheumafaktors.
AuBBerdem scheinen genetische Faktoren eine Rolle beim Auftreten der
Rheumaknoten zu spielen. (12) RA Patienten mit Rheumaknoten haben zudem ein
hoheres Risiko, eine Vaskulitis zu entwickeln. (13)

Die Knoten entwickeln sich generell als spate Manifestation aktivierter Arthritiden,
obwohl manche Knoten auch schon vorher entstehen kdnnen. Sie besitzen
typischerweise die gleiche Farbe wie die Haut, kdnnen einzeln oder multipel auftreten
und der Durchmesser reicht von weniger als 5 Millimeter bis mehrere Zentimeter.

Die Rheumaknoten liegen in der Tiefe der Subkutis und kénnen an tiefer liegendes
Gewebe, wie Periost, Sehnen oder beispielsweise Bursae anhaften. Es gibt aber auch
frei bewegliche Knoten mit epidermaler Lage. Die meisten der Knoten sind fest und
schmerzlos, aber diejenigen an Ful3sohlen oder Handflachen kénnen Beschwerden

hervorrufen. Man findet sie allgemein am haufigsten an den Streckseiten der Gelenke.
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Sie kdnnen aber auch an anderen Stellen auftreten: an Lunge, Pleura, Perikard,
Sehnen, Synovia, Knochen, Stimmbander, Peritoneum, Dura, Sklera, Nase, Ohren
oder am Herz.

Histologisch zeigen die Rheumaknoten diskrete Granulome in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien. Diese werden wiederum durch Narbengewebe getrennt,
welches kleine, vaskularisierte Inseln aus Lymphozyten, Plasmazellen und Histiozyten
enthalt. Aufkeimende Granulome bestehen aus neuen Kapillaren und es entsteht
Granulationsgewebe umgeben von undifferenzierten Monozyten und Fibroblasten.
(12)

- Nagelveranderungen: Es kann zu abnormer Brichigkeit und langsfaserigem Splittern
der Nagel kommen (=Onychorrhexis). Die Nagel von RA Patienten kdnnen auch
periunguale Erytheme mit Teleangiektasien oder eine Ablosung der Nagel zeigen
(=Onycholyse). (12)

- Herz: Perikarditis, Myokarditis sowie Veranderungen an den Herzklappen, durch

beispielsweise Rheumaknoten, kdnnen mit einer RA assoziiert sein. (3)

- Lunge: Es findet sich eine leichte Haufung von Lungenfibrose oder Pleuraergissen.

Es kann zudem auch eine Entziindung des Krikoarytenoidknorpels entstehen. (3)

- Leber: Gelegentlich kann man eine Erh6hung der Konzentration der

Aminotransferase nachweisen. (3)

- Augen: Bei den Augen kann es zu einer Keratokonjunktivitis sicca, einer Iritis sowie

zu einer Episkleritis kommen. (3)

- Nerven: Hier kann es zu einer Mononeuritis, zu Nerveneinklemmungen als auch zu

zervikaler Instabilitat kommen. (3)

- Hamatologisch: Zu diesen Veranderungen z&hlen Andmie, Thrombozytose,

Leukozytose und Lymphadenopathie. (3)

- GefalRe: An den GefalRen kénnen sich Vaskulitiden entwickeln. (3) Die systemische
rheumatoide Vaskulitis (SRV) ist eine seltene, aber potentiell schwerwiegende
systemische Manifestation der RA. Sie ist charakterisiert durch die Entwicklung einer
nekrotisierenden Vaskulitis. Dabei kdnnen Blutgefal3e jeglicher Grol3e betroffen sein,



von der Aorta bis zu den Kapillaren. Es kann zu einem ausgedehnten Organbefall
kommen. Die Prognose der SRV gilt als schlecht. (14)

Mit RA assoziierte Vaskulitiden kénnen verschiedene klinische Zeichen hervorrufen,
wie zum Beispiel digitale Infarkte. Meist handelt es sich um ulzerierte Lasionen am
medialen und lateralen Malleolus im Bereich der unteren Extremitdten mit
nekrotisierender Vaskulitis der mittelgroRen Gefal3e. Digitale Ulzera sind eher eine
Komplikation des Raynaud-Phanomens, bei dem es zu episodischen Ischamien in den
Fingern kommt. Dies ist jedoch bei der RA sehr selten. Allgemein stellt die digitale

Vaskulitis eine seltene Manifestation der RA dar. (15)

Die Vaskulitis kann aber auch isoliert das periphere Nervensystem betreffen. In
Biopsien findet man entziindliche Veranderungen der Gefal3e an peripheren Nerven
ohne eine systemische Beteiligung.

In Untersuchungen wurde die endgiltige Diagnose einer Vaskulitis gestellt, wenn die
endoneuralen oder epineuralen Gefal3e Infarkte der Gefal3wand in Verbindung mit
perivaskularer oder transmuraler Infiltration durch Entziindungszellen wie Monozyten

oder Leukozyten zeigten. (16)

4. Sicca-Syndrom:

Darunter versteht man eine starke Trockenheit der Augen sowie der
Mundschleimhaut. Es handelt sich um eine chronische autoimmune Exokrinopathie

und man bezeichnet diese auch als priméres Sjogren-Syndrom. (17)

Treten Xerophthalmie und Xerostomie in Verbindung mit der RA auf, spricht man vom
sekundaren Sjogren-Syndrom (sSS). Die Pravalenz des sSS bei RA Patienten variiert
stark in Abhangigkeit von der geographischen Lage sowie der Dauer der RA. So
zeigten Studien, dass sich bei 5% der RA Patienten das sSS klinisch manifestierte

und 20% ein subklinisches sSS nachwiesen. (18)

Neben der weit verbreiteten RA mit ihren klassischen Symptomen existieren mehrere

Sonderformen der RA, worauf im folgenden Abschnitt nédher eingegangen wird.



1. Caplan-Syndrom:

Dieses Syndrom ist gekennzeichnet durch eine seropositive RA sowie eine
spezifische Form der Pneumokoniose. Es kommt hauptséchlich bei Arbeitern in
Kohleminen vor, die Siliziumdioxid (Quarz) ausgesetzt sind. (19) Die
Pneumokoniosen, zu denen die Silikose zahlt, werden als Berufskrankheit anerkannt.
(20)

2. Felty-Syndrom:

Das Felty-Syndrom gilt als extraartikulare Manifestation einer jahrelang bestehenden
schweren RA. Diese geht im Rahmen dieses Syndroms mit Splenomegalie,
Hepatomegalie, Lymphadenopathie und Leukopenie einher. Mit der Zeit wurde die

Leukopenie genauer definiert als Neutropenie. (21)

3. Alters-RA (LORA = late onset rheumatoid arthritis):

Diese Sonderform der RA entwickelt sich per definitionem nach dem 60. Lebensjahr
und stellt die haufigste Ursache entzundlicher Synovitis bei alteren Erwachsenen
dar. Die Pravalenz der LORA betragt ca. 2% bei den tber 65-J&hrigen. Im
Gegensatz zur klassischen Form der RA verlauft der Krankheitsbeginn hier akut.

Die Patienten leiden unter schwerer Morgensteifigkeit. Betroffen sind vor allem
Gelenke der oberen Extremitaten, wie Schultern, Handgelenke, MCPs und PIPs.
Durch den gelegentlich polymyalgiformen Beginn mit schweren Myalgien muss
differentialdiagnostisch an eine Polymyalgia rheumatica gedacht werden. Dartber
hinaus kommt es bei den Patienten mit LORA zu einem extremen Anstieg der
Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG). (22)

4. Juvenile idiopathische/ rheumatoide Arthritis (JIA/ JRA):

Das Manifestationsalter dieser Sonderform liegt in der Regel bei unter 16 Jahren.
Studien in Entwicklungslandern geben eine Pravalenz von 16-150/100.000 Kinder/
Jugendliche an. Die entzindliche Synovitis bei der JIA ist vergleichbar mit derjenigen
bei der adulten Form der RA. Dabei entsteht der Pannus (Verdickung der Synovialis),

welcher den Knorpel Gberwuchert, infiltriert und schlief3lich zerstort. (23)

Die JRA kann in drei verschiedene Kategorien unterteilt werden. Beim systemischen
Verlauf kommt es zu Manifestationen wie hohem intermittierenden Fieber und
7



rheumatoiden Ausschlag. Beim polyartikularen Verlauf sind mehr als vier Gelenke von
der Arthritis betroffen und beim pauciartikularen Verlauf sind vier oder weniger
Gelenke — meistens initial das Knie - betroffen. Die frihe Diagnose der JRA sowie die
Erkennung der drei unterschiedlichen Verlaufsformen ist wichtig, um Deformitaten,

Erblindung und dem Tod vorzubeugen. (24)

In einer Studie entwickelten ungeféahr 10 % der Kinder mit JRA eine Iridozyklitis. Diese
Komplikation trat haufiger bei Patienten mit monoartikularem und pauciartikularem
Verlauf auf als bei Patienten mit polyartikularer Beteiligung. Die Iridozyklitis ist
maoglicherweise die Hauptursache fur Schadigungen im Rahmen der JRA. Frihzeitige
Erkennung und Therapie sind entscheidend, um permanenten Augenschaden bis zur

Erblindung vorzubeugen. (25)

1.1.3 Komplikationen der Rheumatoiden Arthritis

Im Rahmen der RA kann es zu zahlreichen Komplikationen kommen, die

unterschiedliche Organsysteme betreffen kénnen.

Im Vordergrund stehen Funktionsverlust und Fehlstellung von Gelenken. Hierzu zahit
man die sog. "Schwanenhalsdeformitat" durch Uberstreckung der Finger im PIP-
Gelenk und Flexion im DIP-Gelenk. Eine weitere Fehlstellung stellt die sog.
"Knopflochdeformitat" dar. Hier kommt es zu einer Hyperextensionsfehlstellung des

Endglieds bei zunehmender Beugekontraktur im PIP-Gelenk. (26)

Im Rahmen der RA kann sich auch eine ulnare Deviation der Finger entwickeln. Es ist
bekannt, dass die Stellung der Schulter und des Ellbogens den Grad dieser Deviation

beeinflussen kdnnen. (27)

Im Zuge der RA kann sich auch eine rheumatoide Spondylitis ausbilden. Die
kndcherne Versteifung (Ankylosierung) von Gelenken bei der RA kann im Endstadium

oftmals nicht von der Ankylosierenden Spondylitis unterschieden werden.

Die rheumatoide Spondylitis manifestiert sich hauptséchlich in der Zervikalregion und
ist eine haufige Ursache fir Instabilitat und manchmal auch schwere Dislokationen.

(28) So kann es an der Halswirbelsédule zur anterioren atlantoaxialen Subluxation



kommen. Je nach Lokalisation leiden die Patienten an neurologischen Defiziten und
Myelopathien. (29)

Durch die atlantoaxiale Instabilitat im Rahmen der RA kann es sogar zu einer potentiell
lebensbedrohlichen Komplikation, der Invagination der Arteria basilaris mit

Hirnstammkompression, kommen. (30)

Haufig konnen Nebenwirkungen der antirheumatischen Therapie beobachtet werden.
Durch den Einsatz von NSAR steigt beispielsweise das Risiko fir Magen- oder
Duodenalulzera und deren Blutungen bis hin zur Darmperforation. (31) Auch eine

Analgetikanephropathie kann hierdurch entstehen. (32)

Unter Einnahme von antiinflammatorisch wirkenden Steroiden kommt es geh&uft zum
Auftreten von Infektionen. Andere mdgliche Nebenwirkungen sind steroidinduzierter

Diabetes und arterielle Hypertonie. (33)

Auffallend ist auch das gehaufte Auftreten maligner Erkrankungen, wie Non-Hodgkin-
Lymphom, Hodgkin-Lymphom und Bronchialkarzinom. Diese sind teils durch die RA
an sich und teils durch die jahrelange Einnahme von Immunsuppressiva/

Immunmodulatoren bedingt. (34)

Die RA ist die haufigste systemische Autoimmunerkrankung mit kardiovaskulérer
Manifestation. Die kardiovaskulare Erkrankung stellt die fiihrende Todesursache bei
RA Patienten dar. Endotheliale Dysfunktion fiihrt zu verminderter Vasodilatation,
sowie proliferativen und prothrombotischen Eigenschaften. (35) Herzinfarkt,
Herzinsuffizienz und Schlaganfall zahlen zu den kardiovaskularen Komplikationen.
Neben den klassischen Risikofaktoren scheint hier v.a. die systemische Entziindung
ursachlich zu sein. (36)

Generalisierte niedrige Knochendichte gilt als Komplikation der RA. So zeigte eine
Studie ein zweifach hoheres Auftreten von Osteoporose bei RA Patienten. Schwer
davon abzugrenzen ist die Cortison-induzierte Osteoporose. (37)



1.1.4 Relevante Laborwerte und deren Aussagekraft

Im Rahmen der RA spielen unspezifische Entziindungswerte eine wichtige Rolle, da
sie als Aktivitdtszeichen gewertet werden kdnnen. Hierzu zahlt man v.a. das CRP
sowie die BSG. Zudem konnen im Blut auch immunologische Befunde erhoben

werden: (3)

Ist der Rheumafaktor (RF) positiv, spricht man von einer seropositiven RA. Trotzdem

kénnen bis zu 50% der Patienten ein negatives Testergebnis nachweisen. (1)

An dieser Stelle ist anzumerken, dass der RF nicht spezifisch ist fur die RA, da er auch
bei mehreren anderen Erkrankungen positiv ist:

- Bei Gesunden wahrend einer Immunantwort

- Bei Patienten mit unterschiedlichen Autoimmunerkrankungen

- Bei chronischen (bakteriellen) Infektionskrankheiten
(12)

In der Serologie bestimmt man als zweiten relevanten Faktor die ACPA. Hier handelt
es sich um einen 1gG-Ak gegen citrulliniertes Peptid (synonym Anti-CCP-AKk). Dieser
ist im Gegensatz zum RF hochspezifisch fur die RA und kann interessanterweise
schon Jahre vor dem Krankheitsbeginn nachgewiesen werden. Die Anti-CCP-Ak sind
zudem uber die Zeit stabil und werden mit der Gelenkdestruktion, dem Kennzeichen

der RA, assoziiert. ACPA-Positivitat geht mit einer schlechteren Prognose einher. (38)

Auf die Notwendigkeit dieser Laborparameter in Bezug auf die Diagnosestellung der

RA wird im néachsten Abschnitt eingegangen.

Zur Diagnosestellung der RA dienen die neuen ACR-/EULAR-KIassifikationskriterien
von 2010. Deren Ziel ist es, den Patienten eine frihzeitige Behandlung zu

ermoglichen. (1)

Zuerst stellt sich die Frage, wer getestet werden soll: Patienten,
1) die an mindestens einem Gelenk eine klinische Synovitis (Schwellung)
aufweisen

2) deren Synovitis durch keine andere Erkrankung erklart werden kann
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Die Klassifikationskriterien fir die RA werden in vier Kategorien eingeteilt, in jeder

Kategorie werden Punkte vergeben und zum Schluss die Summe der Punkte aller vier

Kategorien gebildet. Hat der Patient = 6 von maximal 10 erreichbaren Punkten, wird

die Diagnose RA gestellt. (1)

Gelenkbeteiligung Serologie Akute Phase Symptomdauer | Punkte

1 groRBes Gelenk Neg. RF und neg. Normales CRP <6 Wochen 0
ACPA und normale BSG

2-10 grof3e Gelenke Erhohtes CRP 26 Wochen 1

oder erhdhte BSG

1-3 kleine Gelenke Niedertitrig pos. RF 2
oder niedertitrig pos.
ACPA

4-10 kleine Gelenke Hochtitrig pos. RF 3
oder hochtitrig pos.
ACPA

>10 Gelenke (mit 5

mindestens 1 kleinen

Gelenk)

Tabelle 1: Klassifikationskriterien der Rheumatoiden Arthritis nach ACR/EULAR von 2010. (39)

1.1.5 Beurteilung der Krankheitsaktivitat

Der Disease Activity Score (DAS28) ist der gebrauchlichste praxisrelevante Index zur

Beurteilung der Krankheitsaktivitat bei RA. Mit seiner Hilfe wird die Krankheitsaktivitat

von 28 Gelenken erhoben. Er beinhaltet:

- Anzahl druckschmerzhafter Gelenke

- Anzahl geschwollener Gelenke

- Entzindungsparameter (BSG oder CRP)
- Selbsteinschatzung des Patienten (VAS)
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Anschliel3end wird der DAS28-Wert mithilfe folgender Formel berechnet: (1)

DAS28(BSG; CRP)

= 0,56x\/druckschmerzhafte Gelenke + 0,28x\/geschw0llene Gelenke
+ 0,70x In(BSG; CRP) + 0,014x Krankheitszustand (VAS)

und das Ergebnis wie folgt interpretiert:

DAS28 < 2,6 DAS28 = 2,6 bis < 3,2 DAS28 = 3,2 bis < 5,1 DAS28 = 5,1
Klinische Niedrige Krankheitsaktivitdt | Moderate Hohe
Remission Krankheitsaktivitat Krankheitsaktivitat

Tabelle 2: Interpretation der Krankheitsaktivitat der Rheumatoiden Arthritis anhand des DAS28. (40)

1.1.6 Therapiemdglichkeiten

1. AllgemeinmalRnahmen

Die physikalische Therapie der RA enthalt sowohl Hydro-, Elektro- und
Bewegungstherapie als auch Krankengymnastik, Massagen und Ergotherapie. Der
Vorteil dieser Methoden besteht darin, dass sie bei fachgerechter Anwendung keine

Nebenwirkungen verursachen. (41)

Daruber hinaus findet bei RA Patienten auch die analgetisch wirkende Kryotherapie
Anwendung. Nach funf- bis zehnminitiger Behandlung mit Eisbeuteln auf den
schmerzhaften Gelenken, erfuhren die Patienten aus einer Studie eine unmittelbare

Schmerzlinderung. (42)

2. Glucocorticoide

Bei aktiver RA werden diese temporar bis zum Wirkungseintritt der Basistherapeutika
(DMARDSs) verabreicht, was als sog. ,bridging“ bezeichnet wird. (43) Viele Arzte

bevorzugen die Anwendung hoch dosierter Glucocorticoide (z.B. 200 mg i.v.) zu
12



Beginn der Erkrankung, um eine Remission herbeizufihren. Moderate bis hohe
Dosierungen werden vor allem beim akuten Schub der RA eingesetzt. Im Gegensatz
dazu bekommen Patienten langerfristig eine sog. ,low-dose” - Steroidtherapie. In der
Regel gilt, dass Steroide Basistherapeutika nicht ersetzen kénnen und langerfristig

nicht héher als mit 7,5 mg Prednisolon/ Tag dosiert werden sollten. (44)

3. Basistherapie mit krankheitsmodifizierenden Mitteln (= DMARDS)

Der Wirkungseintritt der Basistherapeutika erfolgt erst verzogert nach Wochen bis
Monaten. In diese Gruppe fallen einige Immunsuppressiva wie z.B. Methotrexat
(MTX). Hierbei handelt es sich um einen relativ gut vertraglichen und gut wirksamen
Folsédureantagonist mit immunsuppressiver Wirkung. MTX gilt als Mittel der Wahl in
der Priméartherapie. Um Nebenwirkungen wie Alopezie und Stomatitis vorzubeugen,
wird die gleichzeitige Zufuhr von Folsaure empfohlen. Unter MTX-Einnahme empfiehlt
sich auBerdem die regelméRige Kontrolle von Blutbild, Kreatinin und hepatischer

Aminotransferase. (3)

Auch andere Immunsuppressiva finden Anwendung als DMARDSs in der Therapie der
RA: z.B. Azathioprin, Ciclosporin und Leflunomid. Die Kombination von MTX und
Ciclosporin/ Leflunomid zeigt einen klaren Nutzen und weniger Nebenwirkungen als
die Einnahme von MTX alleine. (3) Leflunomid kann als Reservemittel bei Versagen

oder bei Kontraindikation von MTX eingesetzt werden. (1)

Neben den Immunsuppressiva werden noch weitere Medikamente in der
Basistherapie angewandt. So ist Sulfasalazin indiziert bei leichtem, nicht erosiven
Verlauf oder in Kombination mit anderen DMARDSs. Dieselbe Indikation gilt auch fur

das Antimalariamittel Hydroxychloroquin. (1)

Zur symptomatischen Therapie der RA werden Nichtsteroidale Antirheumatika
(NSAR) wie zum Beispiel Aspirin und Ibuprofen eingesetzt, die jedoch keinen Effekt

auf den Krankheitsverlauf haben. (1)

4. Biologika

Unter den zum Teil sehr Kkostspieligen Biologika versteht man rekombinant
hergestellte Antikdrper, Antikorperfragmente oder Konstrukte I6slicher Rezeptoren,
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durch die eine zielgerichtete Blockade entzundlicher immunologischer Vorgange
erreicht werden soll. (45)

Zu den Biologika zahlen beispielsweise finf TNF-a-Hemmer, ein Interleukin-1-
Rezeptorantagonist (Anakinra), ein Interleukin-6-Rezeptorinhibitor (Tocilizumab), ein
selektiver Hemmer der T-Zell-Kostimulation (Abatacept) und ein auf B-Zellen

gerichteter Antikdrper (Rituximab). (46)

Der orale JAK-Inhibitor Tofacitinib gehort ebenso zu den Biologika und findet
Anwendung bei Patienten mit mittlerer bis schwerer Aktivitdt der RA. (1) Da die
Signaltransduktion von IL-3 auch zum Teil Uber den JAK-STAT-Signalweg ablauft,

fuhren JAK-Inhibitoren mdglicherweise zu einer Hemmung des IL-3 Signalings. (47)

Durch den Einsatz von neuen Biologika hat sich die Therapie der RA deutlich
erweitert, wobei hierunter jedoch zum Teil ausgepragte Nebenwirkungen beobachtet
werden konnen. Eine derartige Therapie ist in der Regel schweren Verlaufsformen
vorbehalten. Sie stellen eine wirksame therapeutische Option bei Unvertraglichkeit der
konventionellen DMARDs dar. Zudem sind die Langzeiterfahrungen von Biologika
noch deutlich begrenzt. Sorgfaltige Patientenaufklarung und regelmafige
Kontrolluntersuchungen zur Uberwachung wahrend und nach der Therapie sind
Voraussetzung. (46)

Eine haufige Nebenwirkung aller Biologika stellen Infektionen dar: Unter der Einnahme
von TNF-a-Hemmern besteht ein erhdhtes Risiko fur die Reaktivierung einer latenten
Tuberkulose und opportunistische Infektionen, welches durch die Kombination mit
Anakinra steigt. Bei Patienten, welche Tocilizumab einnehmen, kommt es gehauft zu
Pneumonien. Unter der Einnahme von Abatacept kann es zu schweren Infektionen,
wie Pneumonie oder Sepsis mit letalem Verlauf kommen. Wé&hrend der Einnahme von
Rituximab kénnen virale Infektionen reaktiviert werden, schwere Infektionen sind
jedoch selten. (46)
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Wirkstoff

Wirkprinzip

Abatacept CTLA4-Ig-Fusionsprotein, Hemmung der T-Zell-Aktivierung
Adalimumab TNF-a-Inhibitor
Anakinra Interleukin-1-Rezeptorantagonist

Certolizumab

TNF-a-Inhibitor

Etanercept Fusionsmolekul aus l6slichem TNF-Rezeptor, TNF-a-Inhibitor

Golimumab TNF-a-Inhibitor

Infliximab TNF-a-Inhibitor

Rituximab Monoklonaler anti-CD20-Ak

Tocilizumab Monoklonaler humanisierter Ak, der an Iéslichen und membrangebundenen
IL-6-Rezeptor bindet und diesen blockiert

Tofacitinib Januskinase-Inhibitor

Tabelle 3: Die gangigsten Biologika mit ihren Wirkungen. Aus Ruderman EM, Nola KM, Ferrell S, Sapir T,
Cameron. Incorporating the treat-to-target concept in rheumatoid arthritis. Journal of managed care pharmacy :

JMCP 2012; 18(9):1-18. (1)

5. Operative Verfahren

Vor allem fuar altere Patienten kann eine Therapie durch aggressive
Immunsuppression ein Problem sein. In diesen Fallen stellen operative Verfahren eine
wichtige Therapieoption bei Gelenkschmerzen und -deformitaten dar. Zu den
operativen Methoden der Therapie der RA zéhlen die Synovektomie, die
rekonstruktive Chirurgie, die Arthroplastik, die Arthrodese und der rechtzeitige
prothetische Gelenkersatz. Da bisher keine Heilung der RA maoglich ist, werden diese

Verfahren oftmals als ultima ratio in Betracht gezogen. (48)

6.Patientenbetreuung

Aufgrund der zum Teil ausgepragten Schmerzsymptomatik und der zunehmenden
Einschrankung der Mobilitat aufgrund der Gelenkdestruktion spielen auch
RehabilitationsmalRnahmen,

Patientenschulung, Psychoedukation sowie

Selbsthilfegruppen eine wichtige Rolle in der Behandlung der RA. (49)
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1.1.7 Zytokine

Die Atiologie der RA ist noch nicht vollstandig geklart. Zentrale Bestandteile stellen
jedoch proinflammatorische und somit erkrankungsférdernde Zytokine wie IL-1, IL-6
und TNF dar. (1) Ein mdglicher therapeutischer Ansatz liegt in der Blockade dieser
Zytokine (siehe Tab. 3).

Unter Zytokinen versteht man kleine I6sliche Proteine, welche die interzellulare
Kommunikation zwischen Immunzellen vermitteln. Sie beeinflussen die Zellteilung, die
Zelldifferenzierung und die Chemotaxis und besitzen dariber hinaus

proinflammatorische oder anti-inflammatorische Wirkungen. (3)

TNF-a und IL-1 kommen in gro3en Mengen in der entziindeten Synovia und im
entziindeten Synovialgewebe vor. Diese beiden scheinen synergistisch zu arbeiten,
indem sie die Proliferation und die Produktion von Prostaglandinen fordern.
Tierversuche deuten auf eine zentrale Rolle von TNF-a und IL-1 beziglich Synovitis
und Gelenkdestruktion hin. (3)

Die im Zuge der RA stattfindende Gelenkentziindung fuhrt aul3erdem zur Produktion
von IL-6 und dessen Rezeptor. Der IL-6 Rezeptor wird auf Effektorzellen exprimiert,

welche die Inflammation verursachen und verlangern. (1)

Neben den bereits genannten Zytokinen wird auch IL-2 eine Rolle in der RA
zugesprochen. IL-2 wird von aktivierten T-Helferzellen produziert und gilt als
Wachstumsfaktor fur T-Zellen. Eine verminderte Produktion von IL-2 durch
Lymphozyten im Rahmen der RA konnte im peripheren Blut sowie in der

Synovialflissigkeit nachgewiesen werden. (50)

Neben der T-Zell-Proliferation erhoht IL-2 auch die Aktivitat von NK-Zellen und
stimuliert das Wachstum sowie die Differenzierung von B-Zellen durch den IL-2
Rezeptor auf deren Oberflache. IL-2 wird zudem eine Verstarkung der Zytotoxizitat
humaner Monozyten zugesprochen. (51)

In der Synovialflissigkeit von Patienten wurden erhdhte Werte des l6slichen IL-2
Rezeptors gemessen. Verlaufsuntersuchungen wiesen eine hohe Korrelation der

Krankheitsaktivitdt mit der Hohe der gemessenen Werte fur den IL-2 Rezeptor im
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Serum nach. Diese Beobachtung konnte die Messung des IL-2 Rezeptors als
zukunftigen klinischen Marker hervorheben.

Im Serum von Patienten mit seropositiver RA waren die durchschnittlichen Werte des
IL-2 Rezeptors signifikant hoher als in der gesunden Kontrollgruppe. Eine klinische
Verbesserung wurde beim ausgepragten Fall der Werte des IL-2 Rezeptors

gemessen, wahrend diese Werte wiederum vor klinischen Exazerbationen anstiegen.

In der Synovialflissigkeit von Patienten mit aktiver RA wurde zudem eine hoch

signifikante Korrelation des loslichen IL-2 Rezeptors mit IL-1 festgestellt. (51)

Auch IL-17 ist in der RA von zentraler Bedeutung. Es wird von aktivierten CD4* T-
Gedachtniszellen sezerniert. Die durch IL-17 induzierten Zellantworten gleichen
denen von IL-1, weshalb IL-17 ein Beitrag zur Gelenkdestruktion zugesprochen wird.
Die Wirkung von IL-17 auf das Knorpelgewebe wird mit Destruktion und mangelnder
Reparatur sowie Abfall der Chondrozytenproliferation assoziiert. Dartiber hinaus wird
IL-17 als starker Stimulator der Knochenresorption durch Osteoklasten aufgrund der
Synthese von PGE2 beschrieben. (52)

Fibroblasten in der entzindlich veranderten Synovia von RA Patienten sezernieren
eine groRe Menge Matrix zerstérender Metalloproteinasen (MMPs), welche
Gewebeschaden hervorrufen. Die Konzentration von MMP-1 (Kollagenase) in der

Synovialfliissigeit von Patienten korreliert mit der Inflammation der Synovia.

Untersuchungen der Produktion von MMP-1 durch Synoviozyten zeigten eine 5-fache
Erhéhung der spontanen MMP-1 Produktion in der Anwesenheit von IL-17. Eine
Kombination von IL-17 mit IL-1 fuhrte sogar zu einer 11,6-fachen Erhéhung der MMP-
1 Produktion. (52)

Versuche am Modell der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) an Mausen zeigten 2009,

dass auch IL-3 an der Entstehung der RA beteiligt ist.

Eine Gruppe von Mausen bekam taglich anti-IL-3-Antikoérper intraperitoneal (IP)
injiziert. Diese IL-3 Blockade wahrend des Erkrankungsbeginns senkte sowohl die
Inzidenz der CIA als auch die klinische Schwere der Arthritis. In den Gelenken der
behandelten M&ause fand man deutlich weniger Monozyten, Basophile Granulozyten

und CD11b* Zellen (Monozyten und Neutrophile). Histologisch konnte eine erniedrigte
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Proliferation der Synovia sowie geringere Knochendestruktion nachgewiesen werden.
Zudem fand sich eine Reduktion der Antikollagen-Antikdrper im Plasma und der

Basophilen Granulozyten im peripheren Blut.

Im Gegensatz dazu beeinflussten IP-Injektionen von IL-3 in der Anfangsphase der RA
den Krankheitsverlauf negativ. Die Inzidenz war deutlich erhéht und die Arthritis nahm
einen schwereren Verlauf. Bei den behandelten Mausen fanden sich vermehrt
Antikollagen-Antikdrper im Plasma, vermehrt Basophile Granulozyten im peripheren
Blut sowie deutlich erhéhte IL-6 Plasmaspiegel. (53)

In diesem Modell wurde IL-3 systemisch von CD4* T-Zellen in Anwesenheit
kostimulatorischer CD11b* Zellen in der Milz produziert sowie lokal von Zellen im
Synovialgewebe. IL-3 wirkt aber nicht nur auf Monozyten und Neutrophile, die
zusammen die Mehrheit der infiltrierenden Zellen in den entziindeten Gelenken
darstellen, sondern auch auf Basophile Granulozyten. (53) Die Aktivierung dieser
Zellpopulation durch Antikorper gegen IgE fuhrte zu einer ausgepragten
Verschlechterung der CIA. (54) Durch IL-3 stimulierte Basophile Granulozyten und
Monozyten setzen arthritisfordernde Zytokine wie IL-6 oder IL-1 frei. (53)

1.2 Interleukin - 3

Interleukin-3 (IL-3) ist ein von T-Zellen entstammendes Zytokin mit einem breiten
Wirkspektrum auf Differenzierung und Wachstum hamatopoetischer Vorlauferzellen.
(55) So ist IL-3 an der Produktion und an der Proliferation sowie am Uberleben von
Leukozyten beteiligt. Das Zytokin kann dadurch unter anderem die Inflammation im
Rahmen einer Sepsis verstarken, was die Rolle des IL-3 im Rahmen entzindlicher
Vorgange unterstreicht. (56) IL-3 entfaltet seine Wirkung durch Beeinflussung
verschiedener Zellarten. Dazu gehéren Basophile Granulozyten, Mastzellen,
Monozyten/Makrophagen (53), Neutrophile Granulozyten (56) und Lymphozyten. (57)
Seine Wirkung entfaltet IL-3 jeweils durch die Bindung an den aus zwei Untereinheiten
bestehenden IL-3 Rezeptor. (53)
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1.2.1 Struktur

Interleukin-3 ist ein 20 - 26 kDa grol3es Zytokin. (47) Genauer handelt es sich dabei
um ein Glykoprotein-Zytokin, welches eine Rolle bei der hamatopoetischen Reaktion
auf infektiose, immunologische und inflammatorische Stimuli spielt. (58) IL-3 gehort,
wie IL-5 und GM-CSF, zu den an der Hamatopoese beteiligten Zytokinen, bestehend

aus vier a-Helices. (53)

1.2.2 IL-3 produzierende Zellen

Es gibt einige verschiedene Zellpopulationen, denen die Fahigkeit zur IL-3 Produktion
zugeschrieben wird. Uberwiegend wird dieses Zytokin jedoch von aktivierten CD4* T-
Lymphozyten gebildet. (47) Allerdings ist noch nicht viel tber die Regulation der IL-3
Sekretion in T-Zellen bekannt. (53)

Darliber hinaus gehtren auch aktivierte Mastzellen zu den IL-3 produzierenden
Zellen. Die Bindung von IgE an den hochaffinen IgE-Rezeptor auf Mastzellen und
Basophilen Granulozyten beféhigt diese Zellen zu einer spezifischen Reaktion auf
Allergene. Ein derartiger Kontakt fuhrt zur Aktivierung der Mastzellen, was in der

Sekretion von IL-3 resultiert. (59)

Basophile Granulozyten besitzen bedeutende immunregulatorische Funktionen, die
sowohl die angeborene als auch die adaptive Immunantwort beeinflussen. Basophile
Granulozyten leisten durch die Produktion verschiedener Zytokine auch einen Beitrag
zur Hamatopoese. Zu den von ihnen sezernierten Zytokinen zahlen IL-3, IL-4, IL-13,
VEGF, GM-CSF sowie IL-6. (60)

Ebenso sollen aktivierte NK-Zellen zur IL-3 Produktion fahig sein. (55) Dartber hinaus
konnten auch bereits B-Zellen als Quelle von IL-3 identifiziert werden. Diese scheinen
eine besondere Rolle im Rahmen der Sepsis zu spielen, was in einem Mausmodell

gezeigt werden konnte. (56)
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1.2.3 Effekte von IL-3

Interleukin-3 hat neben ha&matopoetischen Wirkungen auch immunmodulatorische
Effekte. (61) Es wirkt proliferationsfordernd auf CD34* hamatopoetische
Vorlauferzellen im Knochenmark. (53) Darlber hinaus bedingt es das Wachstum und
die Differenzierung vieler Blutzellen. Dazu gehodren Neutrophile Granulozyten,
Eosinophile Granulozyten, Basophile Granulozyten (62), Megakaryozyten,
Makrophagen, lymphoide und erythroide Zellen. Aufgrund seiner Wirkungen auf
mehrere unterschiedliche Zelllinien wird IL-3 auch als Multi-CSF bezeichnet. (47)

1.2.3.1 Wirkung auf Basophile Granulozyten und Mastzellen

Basophile Granulozyten und Mastzellen leiten sich von CD34* hamatopoetischen
Vorlauferzellen ab. (63) Obwohl sich diese beiden Zellpopulationen aus
unterschiedlichen Zelllinien innerhalb des hamatopoetischen Systems entwickeln,
(64), teilen sie auch bestimmte Eigenschaften. Beide Zellarten exprimieren den
hochaffinen IgE-Rezeptor FceRI, produzieren Tu2-Zytokine und setzen Histamin frei.
(63) Basophile Granulozyten stellen mit weniger als 1% den geringsten Anteil der

Leukozyten im peripheren Blut dar. (60)

Wahrend sich Basophile Granulozyten bereits im Knochenmark differenzieren und
anschlieRend als reife Zellen im peripheren Blut zirkulieren, kommen reife Mastzellen

nur im Gewebe vor. (63)

Die Antigen-induzierte Vernetzung zweier IgE-Moleklle aktiviert Basophile
Granulozyten und Mastzellen gleichermalRen und fuhrt zur Freisetzung der
zellspezifischen Mediatoren. So setzen Mastzellen vorwiegend Histamin frei, aber
auch Leukotriene, Chemokine und Zytokine wie TNF-q, IL-4, IL-3, GM-CSF, IL-5 und
IL-6. Zu den von Basophilen Granulozyten produzierten Mediatoren gehdren neben
Histamin und Leukotrienen auch verschiedene Zytokine, wie IL-4, IL-13 (63), sowie
IL-3, IL-6 und GM-CSF. (60)
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Die beiden Zellpopulationen unterscheiden sich in der Expression charakteristischer
Oberflachenmarker. Reife Basophile Granulozyten exprimieren bedeutende Mengen
an CD123, der a-Untereinheit des IL-3 Rezeptors. Dies ist bei den Mastzellen nicht
der Fall. (64)

CD203c qilt als Aktivitatsmarker humaner Basophiler Granulozyten (65) und
Mastzellen. (66) Eine Aktivierung fuhrt zur Hochregulation dieses Markers auf der

Zelloberflache und erreicht wieder den Normbereich wahrend Remission. (60)

Mit IL-3 inkubierte murine Basophile Granulozyten haben das Potential, als
Antigenprasentierende Zellen (APCs) zu fungieren. Sie exprimierten in geringem
Maf3e MHC Il und waren dadurch fahig, Antigene aufzunehmen, zu prozessieren und
anschlieBend an der Oberflache den CD4* T-Zellen zu prasentieren. Die murinen
Basophilen Granulozyten im IL-3-haltigen Medium produzierten auf3erdem reichlich
IL-4, IL-6 und IL-13. (67) Bei humanen Basophilen Granulozyten fihrte rekombinantes

IL-3 zur Freisetzung von Histamin. (68)

In IL-3 Knockoutméausen zeigte sich die basale Hamatopoese nicht gestort. Allerdings
war die Infektabwehr gegeniber Parasiten reduziert. Dies ist auf eine signifikant

erniedrigte Zahl an Basophilen Granulozyten und Mastzellen zurtickzufiihren. (69)

1.2.3.2 Wirkung auf Monozyten/Makrophagen und Neutrophile
Granulozyten

Makrophagen und Neutrophile Granulozyten stammen von gemeinsamen myeloiden
Vorlauferzellen ab. Die im Blut zirkulierenden Monozyten kdnnen ins Gewebe
einwandern, wo sie sich zu Makrophagen ausdifferenzieren. Sie sind Bindeglieder
zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem. So prasentieren sie
anschlieBend an die Phagozytose die Antigenpartikel auf ihrer Oberflache, setzen

Zytokine und Chemokine frei und aktivieren so T-Effektorzellen.

Bei den Neutrophilen Granulozyten handelt es sich um Phagozyten. Sie stellen die
Hauptgruppe der Leukozyten im humanen peripheren Blut dar. (70)
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Durch Versuche an Mausen fand man 2015 heraus, dass IL-3 eine wichtige Rolle bei
der Sepsis spielt. Monozyten und Neutrophile produzieren IL-13, IL-6 und TNF-q,

welche den Zytokinsturm wahrend des septischen Schocks auslosen.

Wildtypmause entwickelten nach der CLP (ein Modell polymikrobieller Sepsis) eine
Neutrophilie sowie inflammatorische Monozytose, wahrend diese Zellzahlen bei IL-3
Knockoutmé&usen relativ unverandert blieben. Da die intrazellularen Reservoirs der
drei Zytokine bei beiden Mausen gleich grofl3 waren, ist die niedrigere Mortalitatsrate
durch Sepsis bei den IL-3 Knockoutmausen auf die geringere Anzahl an Monozyten

und Neutrophilen zurtickzufihren sowie auf den ausbleibenden Zytokinsturm.

Beim Menschen mit Sepsis wirkte sich die Konzentration von IL-3 im Plasma auf das
Uberleben aus. Eine IL-3 Konzentration von > 89,4 pg/ml wirkte sich im Vergleich zu

niedrigeren Werten signifikant schlechter auf die Prognose der Patienten aus. (56)

IL-3 verursacht bei Monozyten/Makrophagen eine hochregulierte Expression von
MHC Il und verstarkt die Lipopolysaccharid-induzierte Sekretion von IL-1. Zusammen
mit IL-4 oder Interferon-p férdert IL-3 die Differenzierung von Monozyten in

Dendritische Zellen, eine weitere Gruppe von APCs. (53)

Mitunter wurde die Differenzierung von Vorlauferzellen aus dem Knochenmark (71)
und Monozyten zu Zellen, die in Morphologie und Funktion Osteoklasten gleichen,

unter dem Einfluss von IL-3 beschrieben. (72)

1.2.3.3 Wirkung auf Lymphozyten (B- und T-Zellen)

Lymphozyten sind Zellen des adaptiven Immunsystems und vermitteln humorale
sowie zellulare Immunantworten. Sie werden unterteilt in B-, T- und NK-Zellen. B-
Zellen sind nach ihrer Differenzierung in Plasmazellen zur Antikérperproduktion fahig.
Man unterscheidet mehrere Typen von T-Effektorzellen. CD8* zytotoxische T-Zellen
erkennen Antigene, die auf MHC | -Molekiilen prasentiert werden und toten Zellen, die
mit Viren oder anderen Krankheitserregern infiziert sind. Uber MHC II-Molekiile
prasentierte Antigene werden von CD4* T-Helferzellen erkannt, welche B-Zellen

aktivieren sich zu differenzieren und Immunglobuline zu bilden. Die CD4*
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regulatorischen T-Zellen hemmen T-Zell-Reaktionen und unterstlitzen somit die

Kontrolle der Immunantwort.

NK-Zellen gelten als Teil des angeborenen Immunsystems. Sie erkennen anormale

Zellen, wie Tumorzellen oder virusinfizierte Zellen, und téten diese. (70)

CD4* T-Lymphozyten gelten als die Hauptquelle von IL-3. (47) In vitro wird eine
chemotaktische Wirkung von IL-3 auf humane Lymphozyten beschrieben (57) und es
fordert die Differenzierung unreifer B-Vorlauferzellen in reife, Antikorper
produzierende B-Zellen. (73)

1.2.4 IL-3 Rezeptor

Der IL-3 Rezeptor ist Teil der gp140-Familie der Zytokinrezeptoren, zu der auch der
IL-5 Rezeptor und der GM-CSF Rezeptor gehéren. Bei den Rezeptoren dieser Gruppe
handelt es sich um Heterodimere. So ergibt sich die Zusammensetzung des IL-3
Rezeptors aus einer 60-70 kDa umfassenden a-Untereinheit und einer B-Untereinheit
von 130-140 kDa. (47)

IL-3

IL-3Ra

Bc

Abbildung 1: Struktur des IL-3 Rezeptors adaptiert an Adachi et al. 1998 (74)
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Interleukin-3 bindet an eine spezifische a-Untereinheit des Rezeptors (IL-3 Rezeptor
a [IL-3Ra]), wahrend die Signaltransduktion Uber die B-Untereinheit, Bc, des

Rezeptors erfolgt. Die B-Untereinheit ist alleine nicht fahig, Zytokine zu binden. (75)

Die IL-3 Wirkung wird Uber mehrere Signaltransduktionsmolekile wie JAK2-STAT,
MAP Kinasen oder PI-3 Kinasen vermittelt. (47)

Wahrend die a-Kette des IL-3 Rezeptors (IL-3R) spezifisch fur IL-3 ist, binden an die
B-Kette auch IL-5 und GM-CSF (55), da diese fur alle Rezeptoren dieser Familie
identisch ist. (47)

Dieser aus a- und B-Kette zusammengesetzte, hochaffine Rezeptor findet sich
vorwiegend auf myeloischen Zellen und einigen CD19* B-Lymphozyten, nicht jedoch
auf T-Lymphozyten. (76) Da offensichtlich die von myeloischen Stammzellen
abgeleiteten Zellen aus dem peripheren Blut beide Rezeptor-Untereinheiten
exprimieren, wurden auch die friihen Vorlauferzellen auf die IL-3 Rezeptor-Expression
untersucht. Hierzu wurden CD34" hamatopoetische Vorlauferzellen aus
Nabelschnurblut und dem Knochenmark isoliert. Die CD34* Zellen exprimierten
ebenso die a-Kette und die B-Kette des IL-3 Rezeptors. Wie in den anderen
hamatopoetischen Zellen wurde auch hier die a-Untereinheit stéarker exprimiert als die
Bc-Untereinheit. (76)

Die Bindungsaffinitat von humanem IL-3 an die a-Untereinheit des humanen IL-3
Rezeptors ist mit einer Dissoziationskonstante von rund 100 nmol/l uf3erst schwach.
Jedoch fuhrt die Formation eines Heterodimers aus den beiden Untereinheiten, a und

B, zur Ausbildung eines hochaffinen Rezeptors. (76)
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Am Tiermodell wurde gezeigt, dass sich IL-3 in der Frihphase der Rheumatoiden
Arthritis negativ auf die Erkrankung auswirkt. Eine IL-3 Blockade mithilfe monoklonaler
Antikorper zu diesem Zeitpunkt milderte die Schwere der Krankheit und senkte die
Inzidenz. (53)

Ziel der Arbeit war es zu untersuchen, ob Patienten mit Rheumatoider Arthritis im
Vergleich zu gesunden Probanden unterschiedliche IL-3 Konzentrationen im
peripheren Blut aufweisen sowie gegebenenfalls dessen Effekte nachzuweisen.
Begleitend wurde die Korrelation der IL-3 Rezeptor-Expression auf verschiedenen
Zelltypen mit der Starke der Krankheitsaktivitdt untersucht. IL-3 sollte als moglicher
Angriffspunkt neuer therapeutischer Mittel dargestellt werden.

Da das Zytokin IL-2 einen starken Zusammenhang mit der Aktivierung von
Immunzellen sowie der Steigerung der Zytotoxizitdt von Immunzellen zu haben
scheint (51) bzw. das Zytokin IL-17 mit der Gelenkdestruktion und Knochenresorption
in Verbindung gebracht wird (52), wird auf diese beiden zudem ein besonderes

Augenmerk gelegt.

Ziel der Arbeit sollte es sein, die mdgliche Quelle dieser Zytokine ausfindig zu machen
und zu sehen, ob die Menge der IL-2, IL-3 bzw. IL-17 produzierenden Zellen mit der
Krankheitsaktivitdt der Rheumatoiden Arthritis korreliert. Da sowohl IL-2 (50), IL-3 (47)
als auch IL-17 (52) von aktivierten T-Zellen produziert werden, sollte auch auf die
Differenzierung von CD4* und CD8" IL-2, IL-3 bzw. IL-17 produzierenden T-Zellen
abgezielt werden. So sollte auch die Anzahl aktivierter CD4* sowie CD8* T-Zellen im

peripheren Blut gemessen werden.
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2 Material und Methoden

2.1

2.1.1 Gerate

Laborgerate und — materialien

Geréat

Bezugsquelle

Brutschranke BBD 6220

Thermo Scientific, Heidelberg

Durchflusszytometer FACSCanto |l

BD Biosciences, Heidelberg

Durchlichtmikroskop Axiovert 25

Zeiss, Jena

Infinite M200 PRO multimode
microplate reader

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Kryobox

Nalgene, Rochester, USA

Pipetten (P10, P20, P100, P200,
P1000)

Gilson, Bad Camberg

Pipetten (Mehrkanalpipette: P25, P100,
P200, P300)

Brand, Wertheim

Pipetten (Multipette plus)

Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe Pipetboy acu

ISB Integra Biosciences, Chur, Schweiz

Pipettierhilfe Pipetus Akku

Hirschmann, Eberstadt

Schuttelgerat Heidolph REAX 2000

Heidolph, Schwabach

Schuttelgerat “Vortex-Genie 2”

Scientific Industries, San Diego, USA

Sterilbank Jouan MSC 12

Thermo Scientific, Hanau

Vortexzentrifuge Combi-Spin

A. Hartenstein, Wirzburg

Wasseraufbereitungsanlage

Millipore, Eschborn

Wasserbad

GFL, Minchen

Zentrifuge (Centrifuge 5417 R)

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge (Megafuge 16 R)

Thermo Scientific, Hanau

Tabelle 4: Geréte
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2.1.2 Glas- und Plastikware

Glas — und Plastikware

Bezugsquelle

Abdeckfolien fur Mikrotestplatten

Roth, Karlsruhe

ELISA- Platte F96 Maxisorp

Thermo Scientific, Heidelberg

Flissigkeitsreservoir (55 ml)

Roth, Karlsruhe

Kryoréhrchen (1 ml)

Nalgene, Rochester, USA

Neubauer Zell-Zahlkammer
(Einmalnutzung)

Brand, Wertheim

Neubauer Zell-Zahlkammer
(wiederverwendbar)

Brand, Wertheim

Parafilm

Sigma Aldrich, Steinheim

Pipettenspitzen (10 ul, 20 pl, 100 pl,
200 pl, 1 ml)

Sarstedt, NUmbrecht

Pipettenspitzen (mit Filter: 10 ul, 20 pl,
100 pl, 200 pl, 1 ml)

Biozym, Oldendorf

Pipettieraufsatze fur Multipette plus

Eppendorf, Hamburg

Polystyrolréhrchen fir
Durchflusszytometer (5 ml)

BD Falcon, Le Pont de Claix, Frankreich

ReaktionsgefalRe (1,5 ml, 2 ml, 5 ml)

Sarstedt, NUmbrecht

Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25
ml, 50 ml)

Sarstedt, NUmbrecht

Zellkulturplatten Rundboden 96-Well

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Zentrifugenrohrchen (15 ml, 50 ml)

Sarstedt, NUmbrecht; BD Falcon, Le

Pont de Claix, Frankreich

Tabelle 5: Glas- und Plastikware
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2.1.3 Chemikalien, Reagenzien, Puffer und Reaktionsmedien

Chemikalie

Bezugsquelle

AccuCheck Counting Beads fur
Durchflusszytometrie (Zahlpartikel)

Invitrogen, Darmstadt

V)

Bovines Serumalbumin (BSA) (Fraktion

Sigma Aldrich, Steinheim

Cytofix/Cytoperm

BD Biosciences, Heidelberg

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma Aldrich, Steinheim

(D-PBS)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

Sigma Aldrich, Steinheim

FACSLysing Solution, FACSClean,
FACSFlow, FACSRinse

BD Biosciences, Heidelberg

Ficoll-Paque™ PLUS

GE Healthcare, Uppsala, Schweden

Natriumchloridlésung (NaCl-Lésung)

Roth, Karlsruhe

Permeabilization Wash Buffer (10x)

BioLegend, Fell

Schwefelsaure (H2S04)

Roth, Karlsruhe

Tetramethylbenzidin (TMB Substrate
Set)

BioLegend, Fell

Trypanblaulésung

Sigma Aldrich, Steinheim

Tween 20

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Tabelle 6: Chemikalien
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2.1.4 Zellkulturmedien und Zellkulturzuséatze

Zellkulturmedien und -zusatze

Bezugsquelle

Fetales Kalberserum (FCS Gold,
hitzeinaktiviert ¥z h, 56 °C)

PAA, Colbe

RPMI (Roswell Park Memorial Institute)
Medium 1640

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

L-Glutamin

Gibcol/Invitrogen, Karlsruhe

Penicillin

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

Streptomycin

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

Tabelle 7: Zellkulturmedien und -zuséatze

2.1.5 Medien, Lésungen, Puffer

2.1.5.1 ELISA

IL-3 ELISA:

LOsung

Inhaltsstoffe

Block- und Verdinnungspuffer

1 % BSA in D-PBS

Coating-Puffer

5 pg/ml Klon 13.4.4 in D-PBS

Entwicklungslosung

TMB Substrate Set (BioLegend, Fell)

Stoppldésung

12,5 % H2S04 (Schwefelsaure)

Waschpuffer

0,05 Vol.- % Tween 20 in 1x PBS

10x PBS (wurde fur Waschpuffer 1:10
verdunnt)

11,5 g Na2HPO4, 80g NaCl, 2 g
KH2POg4, 2 g KCI

Tabelle 8: Losungen und deren Inhaltsstoffe fur den IL-3 ELISA
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Kontroll ELISA:

LOsung

Inhaltsstoffe

Block- und Verdinnungspuffer

1 % BSA in D-PBS

Coating-Puffer

5 pug/ml Klon11.14.6 in D-PBS

Entwicklungslésung

TMB Substrate Set (BioLegend, Fell)

Stoppldésung

12,5 % H2S04 (Schwefelsaure)

Waschpuffer

0,05 Vol.- % Tween 20 in 1x PBS

10x PBS (wurde fur Waschpuffer 1:10
verdunnt)

11,5 g NazHPO4, 80g NaCl, 2 g
KH2PO4, 2 g KCI

Tabelle 9: Lésungen und deren Inhaltsstoffe fir den Kontroll ELISA

2.1.5.2 Zellkulturmedien

Kulturmedium fiir PBMCs

500 ml RPMI Medium 1640, 10 % FCS
(50 ml)

Einfriermedium fur PBMCs

50 ml FCS, 20 % DMSO (10 ml)

Standardmedium fir PBMCs

500 ml RPMI Medium 1640, 10 % FCS
(50 ml), 5 ml Penicillin/Streptomycin-
Stammldsung, 5 ml L-Glutamin

Tabelle 10: Zellkulturmedien
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2.1.6 Zytokine, AntikGrper und Enzyme

Zytokin/Antikdrper/Enzym

Bezugsquelle

Anti-Human CD3 (Klon OKT3)

eBioscience, San Diego, USA

Cell Stimulation Cocktail (plus protein
transport inhibitors) (500x)

eBioscience, San Diego, USA

Coat Klon 11.14.6 AG Mack
Coat Klon 13.4.4 AG Mack
Detection Klon 11.14.6-HRP AG Mack

Mouse IgG1lkappa isotype control (Klon
MOPC-21)

BioXCell, West Lebanon, USA

Rekombinantes human IL-3 (carrier-
free)

BioLegend, Fell

Tabelle 11: Zytokine, Antikérper und Enzyme

2.1.7 Antikorper fur die Durchflusszytometrie

Spezifitat Konjugat Klon Bezugsquelle

CD3 APC-Cy7 SK7 eBioscience, San
Diego, USA

CD4 APC RPA-T4 BioLegend, Fell

CD4 V500 RPA-T4 BD Biosciences,
Heidelberg

CD8 PE-Cy7 SK1 eBioscience, San
Diego, USA

CD8 PerCP-Cy5.5 RPA-T8 eBioscience, San
Diego, USA

CD11b FITC M1/70 BioLegend, Fell

CD14 eFluor450 61D3 eBioscience, San
Diego, USA
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CD16 APC 3G8 BioLegend, Fell
CD19 eFluor4d50 HIB19 eBioscience, San
Diego, USA
CD116 FITC 4H1 eBioscience, San
Diego, USA
CD123 PE-Cy5 9F5 BD Biosciences,
Heidelberg
CD131 PE 1C1 eBioscience, San
Diego, USA
CD193 (CCR3) APC-Cy7 5E8 BioLegend, Fell
CD203c PE NP4D6 BioLegend, Fell
HLA-DR APC G46-6 BD Biosciences,
Heidelberg
IL-2 PE-Cy7 MQ1-17H12 eBioscience, San
Diego, USA
IL-17 FITC eBio64DEC17 eBioscience, San
Diego, USA
IL-3 PE Klon-13 AG Mack

Tabelle 12: Humane Antikdrper fur die Durchflusszytometrie

2.1.8 Analyse- und Bearbeitungsprogramme

Programm

Bezugsquelle

BD FACSDiva v6.1.3

BD Biosciences. Heidelberg

i-control ™

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Microsoft Excel

Microsoft, Redmond, USA

Microsoft Word

Microsoft, Redmond, USA

Tabelle 13: Analyse- und Bearbeitungsprogramme
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2.2 Methoden

2.2.1 Patientenrekrutierung und Gewinnung des Probenmaterials

Im Zeitraum von April 2014 bis April 2015 wurden Patienten rekrutiert. Zu den
Einschlusskriterien zahlte die sicher gestellte Diagnose einer RA. Es gab keine
Beschrankung beziglich des Patientenalters bzw. der Erkrankungsdauer. Patienten,
welche im Zeitraum der Rekrutierung mehrmals bzw. zu unterschiedlichen
Zeitpunkten erschienen, wurden als verschiedene Patienten gewertet. Grund war,
dass die Krankheitsaktivitat des gleichen Patienten zu einem anderen Zeitpunkt oder
nach inzwischen stattgefundener Therapie eine andere sein kann und man dadurch
auch andere Ergebnisse im Blut erwartete. In der Studie befinden sich somit
insgesamt 154 Patienten, davon 112 Frauen und 42 Méanner im Alter zwischen 21,8
und 83,8 Jahren. Das durchschnittliche Alter der Patienten betragt 56,1 Jahre.

Ausschlusskriterien der Studie waren andere zusatzliche chronisch-entziindliche
Erkrankungen wie z.B. CEDs (M.Crohn, Colitis ulcerosa), Psoriasis vulgaris,
Systemischer Lupus erythematodes (SLE), Spondylitis ankylosans,
Autoimmunvaskulitis, Gichtarthritis, mikroskopische Polyangiitis oder Polymyalgia
rheumatica. AuRerdem ausgeschlossen wurden Patienten, die an einer Monozytose,

Leukopenie oder an einem akuten Infekt litten.

Zusatzlich zu den RA Patienten wurden im selben Zeitraum auch Proben von
gesunden Kontrollen gesammelt. Hiervon befinden sich insgesamt 44 Probanden in
der Studie, darunter 31 Frauen und 13 Manner im Alter von 19,6 bis 78,3 Jahren. Das
durchschnittliche Alter der Probanden betragt hier 47,8 Jahre. Ausschlusskriterien flr
die Probanden dieser Gruppe waren ebenso chronisch-entziindliche Erkrankungen
wie z.B. Multiple Sklerose (MS), Psorisais vulgaris, Colitis ulcerosa oder

Polycythaemia vera.

Von allen Probanden, die sich dazu bereit erklart haben, an der Studie teilzunehmen,
wurde nach ausfuhrlicher Aufklarung dber die Untersuchung (Blutenthnahme) sowie

den Studienablauf eine Einverstandniserklarung gefordert.
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Im Rahmen des ambulanten Aufenthaltes wurden den Probanden circa 15 — 20 ml
peripheres Vollblut in ein EDTA-ROhrchen entnommen, welches noch am selben Tag
in das Forschungslabor transportiert und dort verarbeitet wurde. Gekuhlt wurden die
Proben bei 4°C im Kuhlschrank.

2.2.2 Plasmagewinnung

Plasma ist der flussige Bestandteil des Blutes. Es besteht aus Wasser, Elektrolyten

und den Plasmaproteinen. (70)

Man erhélt es am einfachsten durch die Zentrifugation von Vollblut. Dazu wurden 2 ml
Vollblut aus den EDTA-RAhrchen entnommen und anschliel3end bei 2500 rpm bei 4°C
fir 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde danach abgenommen und in Cups

a circa 250 pl aliquotiert, um anschlie3end bei — 20°C weggefroren zu werden.

Alle Arbeiten mit humanen Blutproben wurden unter sterilen Bedingungen unter einer

sterilen Werkbank durchgefuhrt!

2.2.3 Gewinnung mononuklearer Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) aus
Vollblut

Als PBMCs bezeichnet man periphere mononukledre Blutzellen. Hierzu gehdren
sowohl Lymphozyten als auch Monozyten. Es handelt sich um einkernige Zellen mit
einem rundlichen, im Fall der Monozyten nierenférmigen, Zellkern. (70) Zu den
Lymphozyten werden die B-Lymphozyten, die T-Lymphozyten sowie die Natirlichen
Killer-Zellen (NK-Zellen) gezahlt. (70)

Lymphozyten des menschlichen Blutes kann man am leichtesten mithilfe der
sogenannten Ficoll-Hypaque-Dichtegradientenzentrifugation isolieren. Hierbei nutzt
man die Tatsache, dass die Dichte mancher Zellpopulationen groR3er ist als die des
Mediums, was zum Ausfallen eines Zellpellets am Boden des Behélters flihrt. Dieses
Pellet enthalt in der Regel die Erythrozyten, die meisten Granulozyten sowie

abgestorbene Zellen.
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Die zu isolierenden PBMCs reichern sich an der Phasengrenze in einer Interphase an
und liegen somit zwischen dem Plasma—Phosphatpuffer—Gemisch und dem Ficoll-
Paque. (77)

Das humane EDTA-Blut wurde zun&chst im Verhaltnis 1:2 mit sterilem PBS verdiinnt.
In ein neues 50 ml Falcon wurden dann 10 ml der gebrauchsfertigen Ficoll-Losung
vorgelegt und danach vorsichtig mit je 20 ml der Probe lberschichtet. Im nachsten
Schritt wurden die Falcons bei 1500 rpm bei 21°C fur 20 Minuten ohne Bremse

zentrifugiert.

Nach der Dichtezentrifugation konnte man das Plasma-Phosphatpuffer-Gemisch bis
auf 1 cm absaugen und dann den weil3lichen Ring der Interphase, in der sich die
mononukledren Zellen angesammelt haben, vorsichtig mit einer Pipette abnehmen
und in ein neues 50 ml Falcon Uberfihren. Die Zellen wurden danach einmal mit

sterilem PBS gewaschen und bei 1500 rpm bei 4°C fur 7 Minuten zentrifugiert.

Vor Zentrifugation Nach Zentrifugation

Verdiinnte Zellsuspension e Plasma-Phosphatpuffer-Gemisch

4 [nterphase mit mononukledren Zellen

e Fjcoll-Plaque

Ficoll-Plaque e Frythrozyten/Granulozyten/tote Zellen

Abbildung 2: Ficoll-Hypaque-Dichtegradientenzentrifugation
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2.2.4 Kultivierung und Lagerung von eukaryoten Zellen

Einfrieren der Zellen: Nach dem Waschschritt und der Zentrifugation bei 1500

rpm bei 4°C fiir 7 Minuten wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen im
darauffolgenden Schritt in 25 ml RPMI 1640 Medium + 10% FCS
resuspendiert. Als nachstes wurden noch 2,5 ml des Einfriermediums
hinzugegeben und die Suspension je Probe auf insgesamt 5 Kryoréhrchen a 1
ml aliquotiert.

Um die Entstehung von Eiskristallen wéhrend des Einfriervorganges zu
vermeiden, wurden die Kryorohrchen mit den Zellen zun&chst in Kryoboxen mit
einer Abkihlrate von 1°C pro Stunde auf — 80°C gelagert. 24 Stunden spater
wurden die Zellen in flissigen Stickstoff mit einer Temperatur von circa — 200°C
Uberfuhrt.

Auftauen der Zellen: Um eine Zellkultur anzusetzen wurden die bendétigten

Zellen aus flussigem Stickstoff entnommen und fir circa 2 — 4 Minuten im
Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Pro Probe wurde jeweils ein 15 ml Falcon mit
warmem RPMI 1640 Medium + 10 % FCS befullt und der aufgetaute Inhalt der
Kryordhrchen darin Gberfihrt. Die Proben wurden dann bei 1500 rpm bei 4°C
fur 7 Minuten zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend abgesaugt. Das
Zellpellet wurde im nachsten Schritt in 500 yl warmem RPMI 1640 Medium +
10% FCS + Pen/Strep + L-Glutamin resuspendiert.

2.2.5 Bestimmung der Zellzahlen

Trypanblau wurde zur Differenzierung lebender Zellen in der Zellsuspension

verwendet. Wahrend lebende Zellen die Substanz nicht aufnehmen, gilt dies nicht fur

abgestorbene oder perforierte Zellen. Sie nehmen die Farbe aufgrund der gestorten

Membranintegritat auf und sind nicht mehr in der Lage, diese aus dem Zellinneren zu

transportieren. Sie erscheinen somit dunkelblau, was zu einer in der Regel gut

maoglichen Unterscheidung der Zellen im Lichtmikroskop flhrt.

Pro Probe wurde jeweils ein 1,5 ml Cup mit 90 pl sterilem PBS befullt, wozu man im

Anschluss 10 pl der Zellsuspension hinzufligte und gut resuspendierte, was nun einer
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1:10 Verdunnung entsprach. Fur die Farbung selbst wurden dann wiederum 10 ul aus
der im Verhaltnis 1:10 verdinnten Zellsuspension entnommen und mit 10 pl einer

0,1% - igen Trypanblauldsung_gemischt.

Von dieser Mischung, die einer 1:2 Verdinnung entspricht, wurden anschlieend 10
Ml in eine Neubauer Zell-Zadhlkammer pipettiert und in zwei Quadranten die

ungefarbten Zellen gezahlt, wovon am Ende der Mittelwert berechnet wurde.

Die Zellzahl pro 500 pl ergibt sich aus folgender Formel:

(Summe aller gezahlten Zellen)
Zellen /0,5 ml =
! (Anzahl der ausgezihlten Quadranten)

* (10%) * Verdiinnungsfaktor * 0,5

... der Kammerfaktor betragt 10*

... der Verdunnungsfaktor betragt 20

2.2.6 Zellkulturanséatze

Nachdem die bendtigten PBMCs unter sterilen Bedingungen aufgetaut, in 500 ul
warmem Medium resuspendiert und danach gezahlt wurden, wurde mit der Zellkultur
begonnen. Ziel war es, 500.000 Zellen/Well in 200 pyl Medium als Tripplikat
anzusetzen. Die Stimulation der PBMCs erfolgte mit 5 pg/ml anti-CD3. Der Ansatz
wurde in eine 96 Well-Platte pipettiert, wobei die angrenzenden Wells mit je 200 ul
sterilem PBS geflllt wurden, um ein Verdampfen der Proben zu verhindern.
Anschliel3end wurden die Platten flir 3 Tage bei 37°C bei 5% CO:2 bebrutet.

CD3 wird vorwiegend von T-Zellen exprimiert und ist mit deren Antigenrezeptor (TCR)
assoziiert. Es wird fur die Zelloberflachenexpression sowie Signallibertragung des
TCR bendtigt und stellt einen Teil des T-Zell-Rezeptor-Komplexes dar. (70) Unter
diesen Voraussetzungen geht man davon aus, dass eine Inkubation mit anti-CD3 zur

Aktivierung von T-Zellen fuhrt.

Nach 3 Tagen wurden die Platten wieder aus dem Brutschrank enthommen und von

den Uberstanden der Proben je 180 pl in eine neue 96 Well-Platte tberfiihrt. Nachdem
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die Platten mit dem abgenommenen Uberstand mit Klebefolie abgedeckt waren,
wurden sie bei — 20°C weggefroren.

2.2.7 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

Der Enzyme - linked immunosorbent assay (ELISA) dient der Quantifizierung von
Molekilen in Korperflissigkeiten wie zum Beispiel Blutplasma, Serum oder auch
Uberstanden aus Zellkulturen. Mithilfe dieses Verfahrens lassen sich quantitative
Aussagen uber die Konzentration oder die Menge der zu untersuchenden Substanz
treffen. (78)

Es gibt verschiedene Techniken des ELISA, im Rahmen dieser Arbeit wurde der
sogenannte Sandwich-ELISA durchgefuhrt. Hierflr wurden spezielle 96-Loch-ELISA-
Platten verwendet, die vor dem Auftragen der Proben mit einem sogenannten Fang-
Antikorper beschichtet worden waren. Nach dem Uberfiihren der Proben auf die Platte
sorgte dieser Fang-Antikorper daflr, dass das zu untersuchende Molekil an die Platte

gebunden wird.

Zur Quantifizierung wurde zusatzlich zu den Proben eine Standard-Verdinnungsreihe
mit bekannter Konzentration des Zielmolekils, in diesem Fall humanes IL-3,
aufgetragen. Diese Standardreihe dient der quantitativen Bestimmung des zu
untersuchenden Molekdils in den Proben.

Zusétzlich zu dem IL-3 ELISA wurde ein Kontroll-ELISA durchgefiihrt, wobei sich
diese in der Beschichtung mit dem sogenannten Fang—Antikérper unterschieden. So
wurde einen Tag vor der Durchfihrung des ELISA pro Probe eine Platte mit 5 pg/ml
Klon 13.4.4 in PBS fur den IL-3 ELISA beschichtet und eine Platte mit 5 pg/ml Klon
11.14.6 in PBS fur den Kontroll-ELISA. Von hier an wurden die Platten
gleichbehandelt.

Am néchsten Tag wurden die beschichteten Platten dreimal mit 300 pl/well
Waschpuffer (= 1x PBS + 0,05% Tween) gewaschen und anschliel3end die freien
Bindungsstellen mit 200 pl/well 1% BSA in PBS fir eine Stunde bei Raumtemperatur
geblockt und nach abgelaufener Zeit wieder dreimal mit Waschpuffer gewaschen.
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Am selben Tag wurden die Platten, die den Uberstand der PBMCs enthielten, bei
Raumtemperatur aufgetaut und danach bei 2400 rpm bei 4°C fur 4 Minuten
zentrifugiert. Im nachsten Schritt erfolgte die Prainkubation der Proben mit 20 ug/ml
mouse lgGlkappa Isotype control (MOPC — 21, BioXCell) fir eine Stunde bei
Raumtemperatur in einer Verdunnungsplatte. Anschlieend folgte die Inkubation von
60 pl/well der Proben bzw.60 pl/well der Standard - Verdinnungsreihe auf den
geblockten Platten fir zwei Stunden bei Raumtemperatur. Nach wiederholtem
dreifachen Waschvorgang fand der Detektionsschritt mit Klon 11.14.6 — HRP 400
ng/ml mit 60 pl/well fir zwei Stunden bei Raumtemperatur in 1% BSA in PBS statt.

Anschliel3end wurde wieder dreimal gewaschen und die Proben mit Substrate Solution
100 pl/well entwickelt, um eine Farbreaktion hervorzurufen. Die Substrate Solution
enthielt Tetramethylbenzidin (TMB). Nach 20 Minuten abgedunkelter Inkubationszeit
bei Raumtemperatur wurde der Farbumschlag mit 50 pl/well 12,5% H2SO4

(Schwefelsaure) gestoppt.

Zu guter Letzt wurde die optische Dichte der Proben mittels eines ELISA-Readers bei

einer Wellenlange von 450 nm und einer Referenzwellenlange von 540 nm abgelesen.

2.2.8 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermdglicht es, Zellen unterschiedlicher Populationen
anhand ihrer Streulichteigenschaften und Oberflachenmolekile zu analysieren.
Mithilfe der sog. FACS-Analyse (,fluorescence activated cell sorting) werden die

Zellen gleichzeitig noch aufgetrennt.

Dabei werden die zu untersuchenden Zellen in einem laminaren Strom einzeln an
einem Laser vorbeigeleitet, wodurch flr sie charakteristische Streu- und
Fluoreszenzsignale erzeugt werden. Sog. Lichtsensoren registrieren wiederum diese
Signale und wandeln sie in ein elektrisches Signal um. Dabei liefert das
Vorwartsstreulicht oder Forward Scatter (FSC) Informationen Uber die Grof3e der
gemessenen Zellen und das in einem Winkel von 90° abgestrahlte Seitwartsstreulicht
oder Side Scatter (SSC) ist ein Mal3 fur die Zellgranularitat.
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Farbt man die Zellen vor der Messung mit fluoreszenzgekoppelten Antikorpern, kann
man Aussagen uber die auf den Zellen reprasentierten Oberflachenantigene treffen.
Hierdurch lassen sich schlie3lich Ruckschlisse auf den Zelltyp ziehen. Das von den
Lasern ausgesandte monochromatische Licht fuhrt zur Anregung der
Fluoreszenzfarbstoffe, wodurch diese - je nach Fluorochrom - Licht unterschiedlicher
Wellenlange emittieren. (77)

Die Lichtintensitat ist dabei zur Anzahl der auf der Zelle markierten Antigene direkt
proportional. Somit nimmt also die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) zu, je mehr

Antikdrper an die Zelloberflache gebunden sind.

In dieser Arbeit wurde ein FACSCanto |l der Firma BD Biosciences verwendet. Die

Analyse der gemessenen Daten erfolgte mit der Software BD FACSDiva v6.1.3.

2.2.9 Extrazellulare FACS-Farbung

2.2.9.1 Extrazellulare FACS — Farbung von Vollblut

Fur die extrazellulare Farbung wurden aus den EDTA — Rohrchen pro Probe zweimal
je 100 pl Vollblut entnommen, da pro Probe zwei unterschiedliche FACS-Farbungen
durchgefiihrt wurden. Dabei wurden fir die erste Farbung folgende Antikdrper in einer
Verdinnung von 1:100 eingesetzt: CD11b-FITC (Fluoresceinisothiocyanat), CD 203c-
PE (Phycoerythrin), HLA-DR-APC (Allophycocyanin), CD3-APC-Cy7
(Allophycocyanin-Cyanin 7), CD8-PE-Cy7 (Phycoerythrin-Cyanin 7), CD19 eFluor450
und CD4-V500. AulRerdem in der Farbung enthalten war CD123-PE-Cy5
(Phycoerythrin-Cyanin 5) in einer Verdinnung von 1:20.

In der zweiten Farbung wurde ebenfalls der Antikérper CD123-PE-Cy5
(Phycoerythrin-Cyanin 5) in einer Verdinnung von 1:20 eingesetzt, sowie einige
weitere  Antikdrper in  einer Verdinnung von  1:100: CD116-FITC
(Fluoresceinisothiocyanat), CD131-PE (Phycoerythrin), CD16-APC
(Allophycocyanin), CD193-APC-Cy7 (Allophycocyanin -Cyanin 7), CD14 eFluor450
und CD4-V500.
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Fur die beiden FACS-Farbungen wurde je ein sog. Mastermix angesetzt, wobei pro
100 pl Probe immer 20 pl des Antikérper-Mixes hinzugegeben wurden. Anschliel3end
wurden die Proben geschuttelt und fir 20 Minuten im Kihlschrank inkubiert und nach
abgelaufener Zeit mit 5 ml kalter 0,9% NaCl-Lésung abgestoppt und bei 1500 rpm bei
4°C fur 7 Minuten zentrifugiert. Dieser Waschschritt diente dazu, nicht gebundene
Antikorper zu entfernen. AnschlieRend wurde der Uberstand abgesaugt und auf die
Zellen im Polystyrolrohrchen wurde je 1 ml der BD FACS Lysing Solution pipettiert.
Nach gutem durchschitteln der Proben wurden diese fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Diese Lysing Solution sollte vorhandene
Erythrozyten aus der Vollblut-Probe lysieren und die Zellen darin fixieren. Nach
stattgefundener Erythrozyten-Lyse wurden die Polystyrolréhrchen mit 4 ml 0,9% NacCl-
Losung aufgeflllt und erneut bei 1500 rpm bei 4°C fur 7 Minuten zentrifugiert. Im
nachsten Schritt wurden die Proben abgegossen um somit eine anndhernd gleiche

Flussigkeitsmenge in den Rohrchen vorzufinden.

Anschlieend wurden zu jeder Probe 10 pl der AccuCheck Counting Beads
hinzugegeben. Sie dient der genauen Berechnung der Zellzahl in der gefarbten
Blutprobe. So wird eine bestimmte Menge an Counting Beads mit bekannter
Konzentration zu einem bekannten Volumen an gefarbter Probe hinzugegeben. Das
Durchflusszytometer misst sowohl die Zellen als auch die Beads und somit lasst sich

am Ende die Zellzahl/pl berechnen. (79)

2.2.9.2 Extrazellulare FACS - Farbung von Vollblut nach
Vorbehandlung mit humanem rekombinantem IL-3

Fur den Ansatz dieser Farbung wurden von gesunden Probanden ca. 3 ml Vollblut in
ein EDTA-Ro6hrchen abgenommen und anschlieBend jeweils 100 pl in ein
Polystyrolréhrchen fir das Durchflusszytometer Uberfuhrt. Insgesamt waren es 20
R6hrchen, da zwei FACS-Farbungen (wie in 2.2.9.1) durchgefihrt wurden und man

Doppelwerte gemessen hatte.

Als Kontrollwert fur die Messung diente 1% BSA in D-PBS und das humane IL-3 wurde

als Losung mit einer Hochstkonzentration von 30 ng/ml hu IL-3 auf ein Endvolumen
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von 110 pl verdiinnt. Anschlieend fuhrte man eine 1:5-Verdunnungsreihe durch, um
unterschiedlich hohe hu IL-3-Konzentrationen im Vollblut der Probanden

nachzustellen (siehe. Tab.14).

Farbung 1 (jeweils Doppelwerte) Farbung 2 (jeweils Doppelwerte)
100 pl Vollblut + 10 pl 1% BSA in D-PBS 100 pl Vollblut +10 pl 1% BSA in D-PBS
100 ul Vollblut + 10 pl 1% BSA in D-PBS | 100 pl Vollblut + 10 pl 1% BSA in D-PBS
mit 30 ng/ml hu IL-3 mit 30 ng/ml hu IL-3

100 pl Vollblut + 10 pl 1% BSA in D-PBS | 100 pl Vollblut + 10 pl 1% BSA in D-PBS
mit 30 ng/ml hu IL-3 1/5 mit 30 ng/ml hu IL-3 1/5
verdiinnt verdiinnt

100 pl Vollblut + 10 pl 1% BSA in D-PBS | 100 pl Vollblut + 10 pl 1% BSA in D-PBS
mit 30 ng/ml hu IL-3 1/25 mit 30 ng/ml hu IL-3 1/25
verdiinnt verdiinnt

100 pl Vollblut + 10 pl 1% BSA in D-PBS | 100 pl Vollblut + 10 pl 1% BSA in D-PBS
mit 30 ng/ml hu IL-3 1/125 mit 30 ng/ml hu IL-3 1/125
verdunnt verdiinnt

Tabelle 14: Extrazellulare FACS-Farbung von Vollblut nach Vorbehandlung mit humanem rekombinantem
IL-3

Nachdem die in 1,5 ml gro3en Reaktionsgefallen angesetzten Konzentrationen an hu
IL-3 jeweils auf die 100 pl frisches Vollblut in den Polystyrolrdhrchen pipettiert worden
waren und diese gut gemischt waren, wurden diese fir zwei Stunden in den
Brutschrank gestellt (37°C, 5% CO32). Wichtig war an dieser Stelle, dass man die
einzelnen Réhrchen vor der Inkubation mit Parafilm abdeckte, um ein Verdampfen der

darin enthaltenen Proben zu verhindern.

Nach Ablauf der zwei Stunden wurden die Proben zum Abstoppen der Reaktion auf
Eis gestellt. Anschliel3end wurde die extrazellulare Farbung des Vollblutes genau wie
in 2.2.9.1 beschrieben auf Eis durchgefiihrt. Es wurden die gleichen beiden Farbungen
mit den gleichen Antikérpern in den gleichen Verdinnungen eingesetzt. 20 ul des

Antikodrper-Mixes wurden nun auf ein Volumen von 110 pl pipettiert.
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2.2.10 Intrazellulare FACS-Farbung

Gefarbt wurden humane PBMCs, welche man im Rahmen der Zellkultur auftaute und
am gleichen Tag verarbeitete. Hierfir wurden pro Probe eine Million Zellen fir die

intrazellulare Farbung verwendet.

Die Zellen wurden zunéchst in den 1,5 ml grof3en Reaktionsgefal3en bei 1500 rpm bei
4°C fur 7 Minuten zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und die
Zellen im Stimulationsmedium gut resuspendiert. Verwendet wurde in dieser Arbeit

der Cell Stimulation Cocktail (plus protein transport inhibitors) von eBioscience.

Dieser enthalt Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), lonomycin, Brefeldin A und
Monensin. PMA fuhrt Uber die Aktivierung der Proteinkinase C gemeinsam mit
lonomycin zu einer erhéhten Zytokinproduktion in der Zelle. lonomycin gehért zur
Gruppe der sog. lonophore und bedient sich der Méglichkeit, Calciumionen durch
biologische Membranen zu transportieren, wodurch die intrazellulare Konzentration
an Calcium gesteigert wird. Durch seine Funktion als sog. ,second messenger” fuhrt
es in der Zelle sowohl zu einer verstarkten Transkription als auch Translation. Aus der
Zugabe von Brefeldin A und Monensin zu den Zellen resultiert eine Akkumulation der
sezernierten Proteine innerhalb der Zellen, da diese beiden Substanzen den Transport
vom Endoplasmatischen Retikulum in den Golgi-Apparat verhindern. Somit reichern
sich die Zytokine in der Zelle an und kdnnen hierdurch besser im Durchflusszytometer

nachgewiesen werden.

Verdiunnt wurde der 500-fach konzentrierte Cell Stimulation Cocktail in RPMI 1640
Medium + 10% FCS + Pen/Strep + L-Glutamin. Eine Million Zellen/well wurden in 200
pl Stimulationsmedium in eine 96-Loch-Rundbodenplatte ausplattiert und fir drei
Stunden im Brutschrank bei 37°C bei 5% CO:2 inkubiert.

Nach dreistindiger Inkubationszeit wurden die Platten bei 2400 rpm bei 4°C fir 4
Minuten zentrifugiert und danach ausgeschittet. Danach wurden die Proben mit 200
pl/well PBS gewaschen und erneut bei 2400 rpm bei 4°C fir 4 Minuten zentrifugiert.
Anschlielend wurden die Zellen mit 10 pyl FC-Block mouse IgG (100 pg/ml) fur 10
Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert und danach nicht gewaschen.

Dieser in PBS angesetzte FC-Block verhindert die unspezifische Bindung von
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Antikoérpern an FC-Rezeptoren unterschiedlicher Zellen. Im n&chsten Schritt wurden
die Proben extrazellular gefarbt. Verwendet wurde CD3 APC-Cy7 (Allophycocyanin-
Cyanin 7) in einer Verdinnung von 1:80 sowie die Antikorper CD8 PerCP-Cy5.5
(Peridinin-Chlorophyll-Protein Cyanin 5.5) und CD4 APC (Allophycocyanin) in einer
Verdiinnung von 1:20. Verdunnt wurden die Antikdrper in PBS, gefarbt wurde in einem
Endvolumen von 20 pl/well. Die Proben wurden gut mit den Antikérpern vermischt und
anschlieend fur 20 Minuten im Dunkeln im Kihlschrank inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden die Platten erneut mit PBS gewaschen. Die darauffolgende
Permeabilisierung der Zellen erfolgte mit BD Cytofix/Cytoperm (Fixation and
Permeabilization Solution) mit 150 pl/well fir 20 Minuten im Kihlschrank. Nach
zweimaligem Waschschritt mit 1 x Permeabilization Wash Buffer (10x, BioLegend)
wurden 10 pl FC-Block mouse IgG (100 ug/ml), in Permeabilization Wash Buffer
angesetzt, auf die Proben gegeben. Die Platten wurden fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und im Anschluss daran nicht gewaschen. Der
10-fach konzentrierte Permeabilization Wash Buffer wurde vor seinem Einsatz an den

Zellen in deionisiertem Wasser verdiinnt.

Als nachstes fand die eigentliche intrazellulare Farbung statt. Pro Probe wurden zwei
Farbungen durchgefuhrt: eine Farbung mit IL-3 und eine Isotyp-Kontrollfarbung. Fur
die Isotypfarbung wurden IL-2 PE-Cy7 (Phycoerythrin-Cyanin 7) und IL-17 FITC
(Fluoresceinisothiocyanat) in einer Verdinnung von 1:20 eingesetzt sowie der Isotyp
von anti-IL-3 mit 5 pg/nl. Far die IL-3-Farbung wurden die beiden gleichen Antikdrper
in der gleichen Verdinnung verwendet und zusatzlich Klon-13-PE (Phycoerythrin) 5
pg/ml. Die Verdinnung der Antikérper fand in Permeabilization Wash Buffer statt, um
das Verschliel3en der Zellen zu verhindern. Vom jeweiligen Antikdrper-Mix wurden
schlieBlich 10 ul zu jeder Probe hinzugegeben, es wurde in einem Endvolumen von
20 pl/Well gefarbt. Die Platten wurden fir 20 Minuten im Kuhlschrank inkubiert und
nach abgelaufener Inkubationszeit zweimal mit Permeabilization Wash Buffer
gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen in 100 pyl PBS resuspendiert und in
FACS-ROhrchen dberfuhrt. Bis zur Analyse im Durchflusszytometer wurden die

Proben im Kuhlschrank aufbewahrt.
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3 Ergebnisse

In diese Studie sind insgesamt 198 Probanden involviert, davon 154 Patienten, die an

Rheumatoider Arthritis leiden und 44 gesunde Personen. Unter den Patienten

befinden sich 112 Frauen und 42 Manner, unter den gesunden Probanden sind 31

Frauen und 13 Manner.

Das durchschnittliche Alter der an RA erkrankten Frauen betragt 55,2 Jahre und bei

den Mannern 58,6 Jahre. Die weiblichen gesunden Probanden sind durchschnittlich
49,1 Jahre alt, die M&nner 44,5 Jahre.

Die Basischarakteristika der Patienten sind in Tabelle 15 bzw. Tabelle 16 dargestellt.
Die Gruppeneinteilung erfolgte anhand der Hohe ihrer DAS28 Werte. Beim DAS28
wurde zwischen den Entzindungsparametern BSG (DAS BSG) und CRP (DAS CRP)

unterschieden (siehe 1.1.5).

DAS28 BSG (N=154 RA Patienten):

Kontrollen | DAS < 2,6 (Remission) | DAS = 2,6 DAS = 4 DAS = 5,1
(N=44) (N=91) (N=63) (N=15) (N=5)
Weiblich (%) 70,5 71,4 74,6 86,7 80,0
Mannlich (%) 29,5 28,6 25,4 13,3 20,0
Kaukasier (%) 100,0 96,7 100,0 100,0 100,0
Alter (Jahre) 47,8+3,0 | 54,0+£1,6 592+1,4 59,0 £ 3,0 55,1+3,0
Durchschn. Dauer der 102,4 +10,0 111,4+ 11,9 879+17,6 49,6 = 28,9
RA nach ED (Monate)
Bereich (Monate) 3-489 1-483 2-220 10-178
Druckschmerzhafte & 2,2 44,4 80,0 100,0
geschwollene Gelenke
(%)
Druckschmerzhaft 0,2 3,4 7,8 8,8

(Anzahl)
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Geschwollen (Anzahl) 0,2 1,6 3,7 6,0
BSG 1 (mm/h) 8 20 35 64
BSG 2 (mm/h) 19 36 52 81
CRP (mg/l) 3,0 12,9 23,4 32,1
Positiv flr 75,8 73,0 60,0 100,0
Rheumafaktor, cyclische

citrullinierte Peptid-

Antikérper, oder beide

(%)

Vorangegangene 100,0 98,4 100,0 100,0
Behandlung (%)

TNF — Inhibitor (%) 18,7 12,7 26,7 0,0
Andere Biologika (%) 6,6 7,9 6,7 20,0
Methotrexat (%) 68,1 68,3 53,3 60,0
Nichtbiologische, 35,2 38,1 26,7 20,0
krankheitsmodifizierende

Medikamente aul3er

Methotrexat (%)

Antimalariamittel 55 6,4 6,7 0,0
(Hydroxychloroquin) in %

Steroide (%) 68,1 79,4 73,3 80,0
Steroide (mg/Tag) 3,5 5,0 53 8,9
RTX (%) 4,4 14,3 20,0 40,0
RTX in den letzten 12 3,3 12,7 13,3 40,0
Monaten (%)

RTX in den letzten 6 3,3 11,1 13,3 40,0
Monaten (%)

NSAR (%) 49,5 57,1 46,7 60,0
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Tabelle 15: Basischarakteristika der RA Patienten und Kontrollen (DAS BSG). Zur Berechnung der DAS28-
Werte wurde hier die BSG als Entzindungsparameter bestimmt. Neben den gesunden Probanden (Kontrollen)
wird die Krankheitsaktivitat in Remission (DAS < 2,6) und in aufsteigender Reihenfolge von niedriger (DAS = 2,6)
Uiber moderate (DAS = 4) bis hohe Krankheitsaktivitat (DAS = 5, 1) gezeigt.

Aus Tab. 15 geht ein kontinuierlicher Anstieg des prozentualen Anteils an RA
Patienten mit druckschmerzhaften und geschwollenen Gelenken hervor. Er steigt von
2,2% bei den in Remission (DAS < 2,6) befindlichen Patienten auf 44,4% bei den
Patienten mit niedriger (DAS = 2,6) Aktivitat der RA und weiter auf 80,0% bei den
Patienten mit moderater (DAS = 4) Krankheitsaktivitat bis auf schlief3lich 100,0% bei
hoher (DAS = 5,1) Aktivitat der RA. Auch bei den absoluten Anzahlen der
druckschmerzhaften bzw. geschwollenen Gelenke zeigt sich ein kontinuierlicher
Anstieg mit hoéchst signifikanten Unterschieden zwischen RA Patienten in Remission

und zunehmender Krankheitsaktivitat (p<0,001).

Laborchemisch werden als Entziindungsparameter die BSG und das CRP dargestellt.
Es zeigt sich ein zunehmender Anstieg der BSG in der ersten sowie zweiten Stunde
von 8/19 mm/h bei Patienten in Remission (DAS < 2,6) Uber 20/36 mm/h bei niedriger
(DAS = 2,6) Krankheitsaktivitat auf 35/52 mm/h bei moderater (DAS = 4) Aktivitat der
RA bis auf schlief3lich 64/81 mm/h bei hoher (DAS = 5,1) Aktivitat der RA.

Einen &hnlichen Trend kann man beim CRP beobachten: Das CRP steigt zunehmend
von 3,0 mg/l bei Patienten in Remission (DAS < 2,6) auf 12,9 mg/| bei niedriger (DAS
= 2,6) Krankheitsaktivitat und weiter auf 23,4 mg/l bei moderater (DAS = 4) Aktivitat
der RA bis auf 32,1 mg/l bei hoher (DAS = 5,1) Krankheitsaktivitat.

Die Unterschiede beziiglich der Entziindungsparameter zwischen den in Remission
befindlichen Patienten und denen unter niedriger, moderater oder hoher
Krankheitsaktivitat leidenden Patienten stellen sich als héchst signifikant dar
(p<0,001).

Zusatzlich zeigen sich signifikante Unterschiede bezlglich der taglichen
Steroideinnahme zwischen den einzelnen Gruppen. Auch diese steigt kontinuierlich
mit zunehmender Aktivitat der RA an. Es kommt zu einem Anstieg von 3,5 mg/Tag bei
Patienten in Remission (DAS < 2,6) auf 50 mg/Tag bei niedriger (DAS = 2,6)
Krankheitsaktivitat und weiter auf 5,3 mg/Tag bei moderater (DAS = 4) Aktivitat der
RA bis auf schlie3lich 8,9 mg/Tag bei hoher (DAS = 5,1) Krankheitsaktivitat. Der
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Anstieg zwischen in Remission befindlichen Patienten (DAS < 2,6) und niedriger
Aktivitat der RA (DAS = 2,6) stellt sich signifikant dar (p=0,02), der Unterschied
zwischen Remission (DAS < 2,6) und hoher Krankheitsaktivitat (DAS =5,1) sogar hoch
signifikant (p=0,006).

DAS28 CRP (N=144 RA Patienten):

Kontrollen | DAS < 2,6 (Remission) | DAS = 2,6 DAS =4 DAS = 5,1
(N=44) (N=96) (N=48) (N=10) (N=3)
Weiblich (%) 70,5 68,8 78,7 80,0 66,7
Ménnlich (%) 29,5 31,2 21,3 20,0 33,3
Kaukasier (%) 100,0 96,9 100,0 100,0 100,0
Alter (Jahre) 478+3,0 | 54,716 58,2+15 54,7+ 3,8 53,8+2.2
Durchschn. Dauer der 102,0+ 9,6 117,3+ 14,4 66,9 + 16,8 16,7+ 2,1
RA nach ED (Monate)
Bereich (Monate) 3-489 1-483 12 - 163 12-21
Druckschmerzhafte & 1,0 50,0 90,0 100,0
geschwollene Gelenke
(%)
Druckschmerzhaft 0,1 3,6 8,0 17,3
(Anzahl)
Geschwollen (Anzahl) 0,2 14 3,2 6,0
BSG 1 (mm/h) 10 17 28 33
BSG 2 (mm/h) 22 31 48 44
CRP (mg/l) 3.2 14,6 37,8 23,0
Positiv fiir 75,0 83,3 80,0 66,7

Rheumafaktor, cyclische
citrullinierte Peptid-
Antikorper, oder beide
(%)
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Vorangegangene 100,0 97,9 100,0 100,0
Behandlung (%)

TNF — Inhibitor (%) 18,8 10,4 20,0 0,0
Andere Biologika (%) 52 10,4 0,0 0,0
Methotrexat (%) 66,7 72,9 50,0 33,3
Nichtbiologische, 37,5 39,6 30,0 33,3

krankheitsmodifizierende
Medikamente aul3er
Methotrexat (%)

Antimalariamittel 5,2 8,3 0,0 0,0
(Hydroxychloroquin) in %

Steroide (%) 67,7 85,4 80,0 100,0
Steroide (mg/Tag) 3,4 5,9 7,7 12,0
RTX (%) 4,2 16,7 20,0 33,3
RTX in den letzten 12 31 16,7 20,0 33,3

Monaten (%)

RTX in den letzten 6 3,1 14,6 20,0 33,3

Monaten (%)

NSAR (%) 50,0 64,6 80,0 66,7

Tabelle 16: Basischarakteristika der RA Patienten und Kontrollen (DAS CRP). Zur Berechnung der DAS28-
Werte wurde hier das CRP als Entziindungsparameter bestimmt. Neben den gesunden Probanden (Kontrollen)
wird die Krankheitsaktivitat in Remission (DAS < 2,6) und in aufsteigender Reihenfolge von niedriger (DAS = 2,6)
Uber moderate (DAS = 4) bis hohe Krankheitsaktivitat (DAS = 5, 7) gezeigt.

Aus Tab. 16 geht ein kontinuierlicher Anstieg des prozentualen Anteils an RA
Patienten mit druckschmerzhaften und geschwollenen Gelenken hervor. Er steigt von
1,0% bei den in Remission (DAS < 2,6) befindlichen Patienten auf 50,0% bei den
Patienten mit niedriger (DAS = 2,6) Aktivitat der RA und weiter auf 90,0% bei den
Patienten mit moderater (DAS = 4) Krankheitsaktivitat bis auf schlie3lich 100,0% bei
hoher (DAS = 5,1) Aktivitdt der RA. Auch bei den absoluten Anzahlen der

druckschmerzhaften bzw. geschwollenen Gelenke zeigt sich ein kontinuierlicher

49




Anstieg mit hoéchst signifikanten Unterschieden zwischen RA Patienten in Remission
und zunehmender Krankheitsaktivitat (p<0,001).

Laborchemisch werden als Entziindungsparameter die BSG und das CRP dargestellt.
Es zeigt sich ein zunehmender Anstieg der BSG in der ersten sowie zweiten Stunde
von 10/22 mm/h bei Patienten in Remission (DAS < 2,6) Uber 17/31 mm/h bei niedriger
(DAS = 2,6) Krankheitsaktivitat auf 28/48 mm/h bei moderater (DAS = 4) Aktivitat der
RA bis auf schlie3lich 33 mm/h in der ersten Stunde und einem geringen Abfall auf 44
mm/h in der zweiten Stunde bei hoher (DAS = 5,1) Aktivitat der RA.

Einen &hnlichen Trend kann man beim CRP beobachten: Das CRP steigt zunehmend
von 3,2 mg/l bei Patienten in Remission (DAS < 2,6) auf 14,6 mg/l bei niedriger (DAS
= 2,6) Krankheitsaktivitat und weiter auf 37,8 mg/l bei moderater (DAS = 4) Aktivitat
der RA und fallt auf 23,0 mg/l bei hoher (DAS 2= 5,1) Krankheitsaktivitat ab.

Insgesamt steigen die Entzindungsparameter zwischen den in Remission
befindlichen Patienten und denen unter niedriger, moderater oder hoher
Krankheitsaktivitat leidenden Patienten und die Unterschiede stellen sich als
signifikant dar (p<0,02).

Zusatzlich zeigen sich signifikante Unterschiede bezuglich der taglichen
Steroideinnahme zwischen den einzelnen Gruppen. Auch diese steigt kontinuierlich
mit zunehmender Aktivitat der RA an. Es kommt zu einem Anstieg von 3,4 mg/Tag bei
Patienten in Remission (DAS < 2,6) auf 5,9 mg/Tag bei niedriger (DAS = 2,6)
Krankheitsaktivitat und weiter auf 7,7 mg/Tag bei moderater (DAS = 4) Aktivitat der
RA bis auf schlie3lich 12,0 mg/Tag bei hoher (DAS = 5,1) Krankheitsaktivitat. Der
Anstieg zwischen in Remission befindlichen Patienten und niedriger bzw. moderater

oder hoher Krankheitsaktivitat stellt sich hoch signifikant dar (p<0,01).
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3.1 IL-3 Produktion gemessen im Zellkultur-Uberstand

Mithilfe des ELISA wurden Zellkulturiiberstande von PBMCs nach Aktivierung mit anti-
CD3 auf die Produktion von IL-3 untersucht. Ziel war es, an RA leidende Patienten mit
gesunden Probanden, als auch die verschiedenen Krankheitsaktivitaten

untereinander zu vergleichen.

IL-3 in Zellkultur-SN (DAS BSG)
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Abbildung 3: Darstellung der IL-3 Konzentration in pg/ml gemessen im Zellkultur-Uberstand (BSG). Zur
Berechnung der DAS28-Werte wurde hier die BSG als Entziindungsparameter bestimmt. Neben den gesunden
Probanden (Kontrollen) wird die Krankheitsaktivitat in Remission (DAS < 2,6) und in aufsteigender Reihenfolge
von niedriger (DAS = 2,6) Gber moderate (DAS 2 4) bis hohe Krankheitsaktivitat (DAS = 5,7) gezeigt.

Aus Abb. 3 (DAS BSG) wird ersichtlich, dass die produzierte Menge an IL-3 bei
Patienten, deren Erkrankung sich zurzeit in Remission befindet (DAS < 2,6),
signifikant hoher ist als bei den gesunden Probanden (p=0,02). Ein héchst
signifikanter Unterschied wird zwischen Patienten in Remission und Patienten mit
niedriger (DAS = 2,6) Krankheitsaktivitat (p=0,0003) sowie hoher Krankheitsaktivitat
(DAS = 5,1) beobachtet (p=0,00000002). Auch zwischen moderater Aktivitat der RA
(DAS = 4) und den Patienten in Remission (DAS < 2,6) unterscheidet sich die Menge
an produziertem IL-3 hoch signifikant (p=0,002).
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Man kann in Abb.3 einen kontinuierlichen Anstieg der IL-3 Konzentration in
Zusammenhang mit steigender Krankheitsaktivitat feststellen. So steigt die
Konzentration von 85,2 + 11,1 pg/ml bei den Kontrollen auf 128,0 £ 12,6 pg/ml bei den
Patienten in Remission (DAS < 2,6), anschlieRend erhodht sie sich auf 306,1 + 58,1
pa/ml bei niedriger Krankheitsaktivitat (DAS = 2,6) und steigt auf 575,5 + 214,6 pg/mi
bei hoher Krankheitsaktivitat (DAS = 5,1).

Lediglich zwischen niedriger (DAS = 2,6) und moderater (DAS = 4) Aktivitat der RA
fallt die IL-3 Konzentration von 306,1 = 58,1 pg/ml auf 277,7 £ 94,4 pg/ml, diese
Differenz ist jedoch nicht signifikant (p=0,41).

IL-3 in Zellkultur-SN (DAS CRP)
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Abbildung 4: Darstellung der IL-3 Konzentration in pg/ml gemessen im Zellkultur-Uberstand (CRP). Zur
Berechnung der DAS28-Werte wurde hier das CRP als Entziindungsparameter bestimmt. Neben den gesunden
Probanden (Kontrollen) wird die Krankheitsaktivitat in Remission (DAS < 2,6) und in aufsteigender Reihenfolge
von niedriger (DAS = 2,6) Uber moderate (DAS 2 4) bis hohe Krankheitsaktivitat (DAS 2 5,7) gezeigt.

Abb.4 (DAS CRP) zeigt, ahnlich wie Abb.3 (DAS BSG), eine hoch signifikante
Erhohung der IL-3 Konzentration bei den Patienten in Remission (DAS < 2,6) im
Vergleich zu den gesunden Kontrollen (p=0,01). Dartiber hinaus zeigt Abb.4 einen
hochst signifikanten Unterschied zwischen Patienten in Remission (DAS < 2,6) und
Patienten mit niedriger (DAS = 2,6) Krankheitsaktivitat (p=0,001) sowie einen hdchst
signifikanten (p=0,0001) Anstieg der IL-3 Konzentration zwischen Patienten in
Remission (DAS < 2,6) und den an hoher Aktivitdt der RA (DAS = 5,1) leidenden

52



Patienten. Die gemessene Konzentration an IL-3 ist auch bei Patienten mit moderater
Aktivitat der RA (DAS = 4) hoch signifikant gro3er als bei den Patienten, die sich zu
dem Zeitpunkt in Remission (DAS < 2,6) befinden (p=0,004).

Aus dieser Abbildung geht eine kontinuierliche Steigerung der IL-3 Konzentration in
Abhangigkeit der Aktivitat der RA hervor. So steigt die Menge an gemessenem IL-3
von 85,2 11,1 pg/ml bei den Kontrollen auf 136,9 + 14,0 pg/ml bei den Patienten in
Remission (DAS < 2,6). Bei den Patienten mit niedriger Krankheitsaktivitat (DAS =
2,6) betragt die Konzentration an IL-3 bereits 285,6 + 58,2 pg/ml und erhoéht sich auf
304,2 + 132,6 pg/ml bei Patienten mit moderater Krankheitsaktivitat (DAS = 4).
Schlief3lich steigt die IL-3 Konzentration auf 472,1 + 170,8 pg/ml bei Patienten, die an
hoher Aktivitat der RA (DAS 2 5,1) leiden.

3.2 Untersuchung der potentiellen Quellen von IL-3

PBMCs wurden zuerst extrazellular gefarbt, um unter den CD3* Zellen zwischen CD4*
und CD8* T-Zellen differenzieren zu kénnen. Im Anschluss erfolgte die intrazelluléare
Farbung mit Antikérpern gegen IL-2, IL-3 bzw. IL-17. Da IL-3 das Hauptziel der
Untersuchungen dieser Arbeit ist, soll in erster Linie diesem Zytokin die
Aufmerksamkeit gelten. Untersucht wird vor allem ein méglicher Zusammenhang
zwischen IL-3 Produktion und der Aktivitdt der RA bzw. Unterschiede zwischen

gesunden Probanden und an RA leidenden Patienten.
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3.2.1 CDA4* T-Zellen als mdgliche Quelle von IL-3

IL3* T-Zellen (DAS BSG)
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Abbildung 5: Prozentualer Anteil der IL-3* CD4* T-Zellen an der Gesamtzahl der CD4* T-Zellen nach
intrazelluldarer FACS-Farbung fir IL-3 (BSG). Zur Berechnung der DAS28-Werte wurde hier die BSG als
Entziindungsparameter bestimmt. Neben den gesunden Probanden (Kontrollen) wird die Krankheitsaktivitat in
Remission (DAS < 2,6) und in aufsteigender Reihenfolge von niedriger (DAS = 2,6) bis hohe Krankheitsaktivitat
(DAS =z 5,1) gezeigt.

Aus Abb. 5 (DAS BSG) geht hervor, dass es zwar signifikante Unterschiede zwischen
den einzelnen Gruppen gibt, aber die IL-3 Produktion durch CD4* T-Zellen nicht direkt
in Zusammenhang mit der Krankheitsaktivitat der Rheumatoiden Arthritis zu stehen

scheint.

So steigt der prozentuale Anteil der IL-3* CD4* T-Zellen von 1,2 + 0,1% bei den
gesunden Kontrollen auf 1,9 £0,1% bei den in Remission befindlichen Patienten (DAS
< 2,6) hdchst signifikant an (p=0,0002). Jedoch zeigt sich eine héchst signifikante
Reduktion der IL-3* CD4* T-Zellen im Vergleich der Patienten in Remission (DAS <
2,6) von 1,9 £0,1% auf 1,2 +0,1% bei niedriger Krankheitsaktivitat (DAS = 2,6) der RA
(p=0,0004). Anschliel3end sinkt der Teil der IL-3" CD4* T-Zellen weiter auf 0,9 + 0,3%
bei den Patienten mit hoher Aktivitat der RA (DAS = 5,1), was signifikant niedriger ist
als bei den Patienten in Remission (DAS < 2,6) (p=0,048).
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IL3* T-Zellen (DAS CRP)
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Abbildung 6: Prozentualer Anteil der IL-3* CD4* T-Zellen an der Gesamtzahl der CD4* T-Zellen nach
intrazellularer FACS-Farbung fir IL-3 (CRP). Zur Berechnung der DAS28-Werte wurde hier das CRP als
Entziindungsparameter bestimmt. Neben den gesunden Probanden (Kontrollen) wird die Krankheitsaktivitat in
Remission (DAS < 2,6) und in aufsteigender Reihenfolge von niedriger (DAS = 2,6) bis hohe Krankheitsaktivitat
(DAS = 5,1) gezeigt.

Verglichen mit der Darstellung des prozentualen Anteils der IL-3* CD4* T-Zellen an
der Gesamtzahl der CD4* T-Zellen in Abb. 5 (DAS BSG) zeigt Abb.6 (DAS CRP)
ahnliche Resultate. Hier steigt der Anteil der IL-3* CD4* T-Zellen von 1,2 = 0,1% bei
den gesunden Kontrollen auf 1,9 + 0,1% bei den Patienten in Remission (DAS < 2,6)
mit hochst signifikantem Unterschied (p=0,0005). Der prozentuale Anteil der IL-3*
CD4* T-Zellen fallt unter den RA Patienten bei steigender Krankheitsaktivitat
kontinuierlich von 1,9 £0,1% bei den in Remission befindlichen Patienten (DAS < 2,6)
auf 1,3 + 0,1% bei den Patienten mit niedriger Krankheitsaktivitat (DAS 2= 2,6) mit
einem hoch signifikanten Unterschied (p=0,002) und weiter auf 1,0 £ 0,5% bei den an
hoher Aktivitat der RA leidenden Patienten (DAS = 5,1).

An dieser Stelle lasst sich ebenso kein direkter Zusammenhang zwischen der Anzahl
IL-3* CD4* T-Zellen und der Aktivitat der RA finden.
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3.2.2 CD8* T-Zellen als mdgliche Quelle von IL-3

IL3* T-Zellen (DAS BSG)
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Abbildung 7: Prozentualer Anteil der IL-3* CD8" T-Zellen an der Gesamtzahl der CD8* T-Zellen nach
intrazelluldrer FACS-Farbung fir IL-3 (BSG). Zur Berechnung der DAS28-Werte wurde hier die BSG als
Entziindungsparameter bestimmt. Neben den gesunden Probanden (Kontrollen) wird die Krankheitsaktivitat in
Remission (DAS < 2,6) und in aufsteigender Reihenfolge von niedriger (DAS 2= 2,6) bis hohe Krankheitsaktivitat
(DAS = 5,1) gezeigt.

Abb. 7 (DAS BSG) zeigt einen kontinuierlichen Anstieg der IL-3* CD8" T-Zellen mit
starker werdender Aktivitat der RA. So lieRen sich bei den Untersuchungen hochst

signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen nachweisen.

Der prozentuale Anteil der IL-3* CD8* T-Zellen steigt von 0,6 £ 0,1% bei den gesunden
Kontrollen auf 2,9 = 0,3% bei den in Remission (DAS < 2,6) befindlichen Patienten
(p<0,001), was mehr als dem Vierfachen entspricht. Dartiber hinaus steigt deren Anteil
auf 3,6 £ 0,6% bei den Patienten mit niedriger Krankheitsaktivitat (DAS = 2,6) im
Vergleich zu den Kontrollen (p<0,001). Der Vergleich der gesunden Kontrollgruppe
mit den Patienten mit hoher Aktivitat der RA (DAS = 5,1) zeigt ebenso einen hdchst
signifikanten Unterschied. Hier steigt der Anteil der IL-3* CD8* T-Zellen von 0,6 = 0,1%
bei den Kontrollen auf 4,3 = 2,1%, und somit mehr als das Siebenfache, bei den unter
hoher Krankheitsaktivitat (DAS = 5,1) leidenden Patienten (p<0,001).
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Abbildung 8: Prozentualer Anteil der IL-3* CD8* T-Zellen an der Gesamtzahl der CD8* T-Zellen nach
intrazellularer FACS-Farbung fur IL-3 (CRP). Zur Berechnung der DAS28-Werte wurde hier das CRP als
Entziindungsparameter bestimmt. Neben den gesunden Probanden (Kontrollen) wird die Krankheitsaktivitat in
Remission (DAS < 2,6) und in aufsteigender Reihenfolge von niedriger (DAS = 2,6) bis hohe Krankheitsaktivitat
(DAS = 5,1) gezeigt.

Die Resultate in Abb. 8 (DAS CRP) ahneln denen in Abb. 7 (DAS BSG). Ebenso wird
hier ein kontinuierliches Ansteigen des prozentualen Anteils der IL-3* CD8" T-Zellen
in Abhéngigkeit der Krankheitsaktivitat beobachtet. Abb. 8 zeigt hochst signifikante

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen.

Der Anteil der IL-3* CD8* T-Zellen steigt von 0,6 £ 0,1% in der Kontrollgruppe auf, mit
3,1 £ 0,3%, mehr als das Funffache bei den in Remission (DAS < 2,6) befindlichen
Patienten (p<0,001). Vergleicht man die gesunden Kontrollen mit der Patientengruppe
niedriger Krankheitsaktivitat (DAS = 2,6) zeigt sich ein hochst signifikanter (p=0,0003)
Anstieg von 0,6 + 0,1% auf 3,5 + 0,8%. Bei den Patienten mit hoher Aktivitat der RA
(DAS = 5,1) ist ein, verglichen mit der Kontrollgruppe, mit 5,5 + 2,2% auf mehr als das

Neunfache angestiegener Wert messbar (p<0,001).
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3.3 Untersuchung der potentiellen Quellen von IL-2

Neben IL-3 war auch das Zytokin IL-2 im Rahmen dieser Arbeit von Bedeutung. So
wurde es in der intrazellularen FACS-Farbung auch analysiert und in Zusammenhang
mit den aktivierten T-Zellen betrachtet. Die zuvor stattgefundene extrazellulare
Farbung der PBMCs ermdglicht eine Differenzierung zwischen CD4* und CD8* T-
Zellen. Die IL-2 Produktion wurde auch auf einen moglichen Zusammenhang mit der

Krankheitsaktivitdt der RA untersucht.

3.3.1 CD4* T-Zellen als mogliche Quelle von IL-2
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Abbildung 9: Prozentualer Anteil der IL-2* CD4* T-Zellen an der Gesamtzahl der CD4* T-Zellen nach
intrazellularer FACS-Farbung fur IL-2 (BSG). Zur Berechnung der DAS28-Werte wurde hier die BSG als
Entziindungsparameter bestimmt. Neben den gesunden Probanden (Kontrollen) wird die Krankheitsaktivitat in
Remission (DAS < 2,6) und in aufsteigender Reihenfolge von niedriger (DAS = 2,6) bis hohe Krankheitsaktivitat
(DAS = 5,1) gezeigt.

Aus Abb. 9 (DAS BSG) wird eine kontinuierliche Senkung der IL-2* CD4* T-Zellen mit
steigender Krankheitsaktivitdt der RA ersichtlich. Nach einem Anstieg des
prozentualen Anteils der IL-2* CD4* T-Zellen von 26,3 + 0,9% in der Kontrollgruppe
auf 27,6 + 1,0% bei den in Remission befindlichen RA Patienten (DAS < 2,6) kommt
es zu einem kontinuierlichen Abfall unter den Patienten mit steigender

Krankheitsaktivitat der RA. So sinkt der prozentuale Anteil der IL-2* CD4* T-Zellen von
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27,6 £ 1,0% bei den Patienten in Remission (DAS < 2,6) auf 25,7 £ 1,0% in der
Patientengruppe mit niedriger Krankheitsaktivitat (DAS = 2,6) bis auf schlief3lich 24,1
+ 2,4% bei den unter hoher Aktivitat der RA leidenden Patienten (DAS = 5,1).

Signifikante Unterschiede zwischen den jeweiligen Gruppen sind jedoch nicht

erkennbar.
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Abbildung 10: Prozentualer Anteil der IL-2* CD4* T-Zellen an der Gesamtzahl der CD4* T-Zellen nach
intrazellularer FACS-Farbung fur IL-2 (CRP). Zur Berechnung der DAS28-Werte wurde hier das CRP als
Entziindungsparameter bestimmt. Neben den gesunden Probanden (Kontrollen) wird die Krankheitsaktivitat in
Remission (DAS < 2,6) und in aufsteigender Reihenfolge von niedriger (DAS 2= 2,6) bis hohe Krankheitsaktivitat
(DAS = 5,1) gezeigt.

Ahnlich wie Abb. 9 (DAS BSG) zeigt auch Abb. 10 (DAS CRP) eine kontinuierliche
Reduktion des prozentualen Anteils der IL-2* CD4* T-Zellen an der Gesamtzahl der
CD4* T-Zellen mit steigender Aktivitat der RA. Der Prozentsatz der IL-2* CD4* T-
Zellen steigt zunéchst von 26,3 + 0,9% in der gesunden Kontrollgruppe auf 27,4 +
1,0% bei den in Remission befindlichen Patienten (DAS < 2,6). Vergleicht man die RA
Patienten untereinander, kommt es zu einem kontinuierlichen Abfall des prozentualen
Anteils der IL-2* CD4* T-Zellen mit steigender Krankheitsaktivitat. So sinkt der
prozentuale Anteil der IL-2* CD4* T-Zellen von 27,4 + 1,0% bei den Patienten in
Remission (DAS < 2,6) auf 25,8 £ 1,0% in der Patientengruppe mit niedriger
Krankheitsaktivitat (DAS = 2,6) bis auf schlie3lich 22,9 £ 2,1% bei den unter hoher

Aktivitat der RA leidenden Patienten (DAS = 5,1).
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Wie beim DAS BSG sind auch hier keine signifikanten Unterschiede zwischen den

einzelnen Gruppen erkennbar.

3.3.2 CD8* T-Zellen als mdgliche Quelle von IL-2
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Abbildung 11: Prozentualer Anteil der IL-2* CD8* T-Zellen an der Gesamtzahl der CD8* T-Zellen nach
intrazellularer FACS-Farbung fur IL-2 (BSG). Zur Berechnung der DAS28-Werte wurde hier die BSG als
Entziindungsparameter bestimmt. Neben den gesunden Probanden (Kontrollen) wird die Krankheitsaktivitat in
Remission (DAS < 2,6) und in aufsteigender Reihenfolge von niedriger (DAS 2 2,6) bis hohe Krankheitsaktivitat
(DAS = 5,1) gezeigt.

Abb. 11 (DAS BSG) zeigt eine kontinuierliche Zunahme des prozentualen Anteils der
IL-2* CD8+ T-Zellen an der Gesamtzahl der CD8* T-Zellen und einen mdoglichen
Zusammenhang mit steigender Krankheitsaktivitat der RA. Lediglich zwischen den
Patienten mit niedriger Aktivitait der RA (DAS =22,6) und den an hoher
Krankheitsaktivitat leidenden Patienten (DAS = 5,1) kommt es zu einem geringen
Abfall von 13,7 + 1,3% auf 13,4 £ 3,2%, der jedoch nicht signifikant ist (p=0,48).

Der Anteil der IL-2* CD8* T-Zellen erhoht sich von 8,0 £ 0,6% bei den gesunden
Kontrollen hoch signifikant (p=0,004) auf 11,9 + 1,0% bei den Patienten in Remission
(DAS < 2,6) und steigt weiter auf 13,7 + 1,3% bei den Patienten mit niedriger Aktivitat
der RA (DAS = 2,6). Der Anstieg zwischen der Kontrollgruppe und der
Patientengruppe mit niedriger Krankheitsaktivitat (DAS = 2,6) stellt sich hochst
signifikant (p=0,0004) dar. Ebenso ist der prozentuale Anteil an IL-2* CD8* T-Zellen
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der unter hoher Krankheitsaktivitat leidenden Patienten (DAS = 5,1) mit 13,4 £ 3,2%
im Vergleich zu den gesunden Kontrollen hoch signifikant (p=0,006) grof3er.
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Abbildung 12: Prozentualer Anteil der IL-2* CD8* T-Zellen an der Gesamtzahl der CD8* T-Zellen nach
intrazellularer FACS-Farbung fir IL-2 (CRP). Zur Berechnung der DAS28-Werte wurde hier das CRP als
Entziindungsparameter bestimmt. Neben den gesunden Probanden (Kontrollen) wird die Krankheitsaktivitat in
Remission (DAS < 2,6) und in aufsteigender Reihenfolge von niedriger (DAS = 2,6) bis hohe Krankheitsaktivitat
(DAS = 5,1) gezeigt.

Aus Abb. 12 (DAS CRP) geht, dhnlich wie aus Abb. 11 (DAS BSG), ein mdglicher
Zusammenhang zwischen steigendem Anteil IL-2* CD8* T-Zellen an der Gesamtzahl
der CD8* T-Zellen und zunehmender Aktivitdt der RA hervor. Es sind signifikante

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen erkennbar.

Wie Abb. 11 (DAS BSG) zeigt auch Abb. 12 (DAS CRP) einen kontinuierlichen Anstieg
des prozentualen Anteils der IL-2* CD8* T-Zellen von 8,0 = 0,6% bei den gesunden
Kontrollen auf 12,6 £ 1,0% bei den in Remission befindlichen Patienten (DAS < 2,6)
und weiter auf 12,7 + 1,5% bei den Patienten mit niedriger Aktivitat der RA (DAS =
2,6) bis auf 15,5 £ 4,0% bei den unter hoher Krankheitsaktivitat leidenden Patienten
(DAS 2 5,1).

Der Anstieg zwischen den gesunden Kontrollen und den in Remission befindlichen
Patienten (DAS < 2,6) stellt sich hochst signifikant dar (p=0,001). Im Vergleich zur
Kontrollgruppe zeigt sich der prozentuale Anteil der IL-2* CD8* T-Zellen bei Patienten

mit niedriger Krankheitsaktivitat (DAS = 2,6) hoch signifikant erhoht (p=0,004).
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Der prozentuale Anteil der IL-2* CD8* T-Zellen bei den Patienten mit hoher Aktivitat
der RA (DAS = 5,1) ist hoch signifikant gro3er als bei den gesunden Probanden
(p=0,002).

3.4 Untersuchung der potentiellen Quellen von IL-17

IL-17 war ebenso wie IL-3 und IL-2 Ziel der intrazellularen FACS-Analyse der zuvor
aktivierten T-Zellen. Auch hier soll die untersucht werden, ob CD4* oder CD8* T-Zellen
maogliche Quellen dieses Zytokins darstellen und ob die IL-17-Produktion in Kontext
mit der Schwere der RA steht.

3.4.1 CDA4* T-Zellen als mdgliche Quelle von IL-17

Die Auswertung des prozentualen Anteils der IL-17* CD4* T-Zellen an der Gesamtzahl
der CD4* T-Zellen zeigt sowohl beim DAS BSG als auch beim DAS CRP keine
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen. Es waren lediglich sehr wenige Zellen
Uberhaupt IL-17*.

3.4.2 CD8* T-Zellen als mogliche Quelle von IL-17

Bei der Untersuchung des prozentualen Anteils der IL-17* CD8* T-Zellen an der
Gesamtzahl der CD8* T-Zellen beim DAS CRP waren keine Unterschiede zwischen
den einzelnen Gruppen erkennbar. Aus dem DAS BSG gehen &hnliche Ergebnisse

hervor.
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3.5 Expression der IL-3-Rezeptor-a-Kette

Die Untersuchung der Expression der IL-3-Rezeptor-a-Kette auf der Zelloberflache
von Basophilen Granulozyten und plasmazytoiden Dendritischen Zellen ist ein
zentraler Bestandteil dieser Arbeit. Ermittelt wurde die Expressionsstarke der IL-3-
Rezeptor-a-Kette mittels extrazellularer FACS-Farbung des Oberflachenantigens
CD123 auf den unterschiedlichen Zelltypen, wobei die mittlere Fluoreszenzintensitat

ausschlaggebend war.

Es stellt sich die Frage nach einem mdglichen Zusammenhang zwischen der IL-3-

Rezeptor-Expression und dem Schweregrad der RA.

3.5.1 Expression der IL-3-Rezeptor-a-Kette auf Basophilen Granulozyten

IL-3Ra-Expression auf Basophilen (DAS CRP)
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Abbildung 13: Expression der IL-3-Rezeptor-a-Kette auf der Zelloberflache Basophiler Granulozyten nach
extrazellularer FACS-Farbung (CRP). Die Starke der Expression wird als MFI (mittlere Fluoreszenzintensitéat)
von CD123 angegeben. Zur Berechnung der DAS28-Werte wurde hier das CRP als Entziindungsparameter
bestimmt. Neben den gesunden Probanden (Kontrollen) wird die Krankheitsaktivitat in Remission (DAS < 2,6)
und in aufsteigender Reihenfolge von niedriger (DAS = 2,6) Uber moderate (DAS = 4) bis hohe Krankheitsaktivitat
(DAS = 5,1) gezeigt.

Abb. 13 zeigt einen Abfall der mittleren Fluoreszenzintensitdt von CD123 auf der
Zelloberflache Basophiler Granulozyten, und somit der Expressionsstarke der IL-3-

Rezeptor-a-Kette, in Zusammenhang mit der immer starker werdenden
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Krankheitsaktivitat. In Abb. 13 sind signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen erkennbar.

Nach einem nicht signifikanten Anstieg (p=0,48) der MFI von 39.437 + 3.189 bei den
gesunden Kontrollen auf 39.592 + 2.312 bei den Patienten in Remission (DAS < 2,6)
zeigt sich ein stetiger Abfall der MFI auf 31.940 £ 2.426 bei den Patienten mit niedriger
Krankheitsaktivitat (DAS = 2,6), weiter auf 24.758 + 2.381 bei Patienten mit moderater
Aktivitat der RA (DAS = 4) bis auf schlie3lich 22.348 + 3.144 bei Patienten mit hoher
Krankheitsaktivitat (DAS = 5,1).

Der Abfall der MFI zwischen der Kontrollgruppe und den Patienten mit niedriger
Krankheitsaktivitat (DAS = 2,6) zeigt sich signifikant (p=0,03). Zwischen den gesunden
Probanden und den Patienten mit moderater Aktivitat der RA (DAS 2 4) sinkt die MFI
auch signifikant ab (p=0,02). Die Expressionsstarke der IL-3-Rezeptor-a-Kette andert
sich aulRerdem zwischen den sich in Remission befindenden Patienten (DAS < 2,6)
und den Patienten mit niedriger (DAS = 2,6) bzw. moderater (DAS = 4) Aktivitat der
RA signifikant (p=0,02).
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3.5.2 Expression der IL-3-Rezeptor-a-Kette auf plasmazytoiden
Dendritischen Zellen

IL-3Ra-Expression auf pDCs (DAS CRP)
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Abbildung 14: Expression er IL-3-Rezeptor-a-Kette auf der Zelloberflache plasmazytoider Dendritischer
Zellen nach extrazellularer FACS-Farbung (CRP). Die Stéarke der Expression wird als MFI (mittlere
Fluoreszenzintensitat) von CD123 angegeben. Zur Berechnung der DAS28-Werte wurde hier das CRP als
Entziindungsparameter bestimmt. Neben den gesunden Probanden (Kontrollen) wird die Krankheitsaktivitat in
Remission (DAS < 2,6) und in aufsteigender Reihenfolge von niedriger (DAS = 2,6) Giber moderate (DAS 2 4) bis
hohe Krankheitsaktivitat (DAS 2 5, 7) gezeigt.

Abb. 14 zeigt einen stetigen Abfall der mittleren Fluoreszenzintensitat von CD123 auf
der Zelloberflache plasmazytoider Dendritischer Zellen, und somit der
Expressionsstarke der IL-3-Rezeptor-a-Kette, in Zusammenhang mit der immer
starker werdenden Krankheitsaktivitat. In Abb. 14 sind signifikante Unterschiede

zwischen den einzelnen Gruppen erkennbar.

Die MFI sinkt von 42.436 + 1.653 bei den gesunden Kontrollen auf 39.888 + 1.522 bei
den Patienten in Remission (DAS < 2,6), weiter auf 36.838 + 2.098 bei den Patienten
mit niedriger Krankheitsaktivitat (DAS = 2,6), anschliel3end auf 31.132 *+ 4.105 bei
Patienten mit moderater Aktivitdt der RA (DAS = 4) bis auf schlie3lich 25.953 + 530
bei Patienten mit hoher Krankheitsaktivitat (DAS = 5,1).

Die MFI von CD123 fallt zwischen den gesunden Kontrollen und den Patienten mit
niedriger Krankheitsaktivitat (DAS = 2,6) signifikant (p=0,02) ab. Der Abfall der MFI
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zwischen der Kontrollgruppe und den Patienten mit moderater Aktivitat der RA (DAS
= 4) ist sogar hoch signifikant (p=0,005). Dartber hinaus ist ein ebenso hoch
signifikanter (p=0,01) Unterschied zwischen den gesunden Kontrollen und den an
hoher Krankheitsaktivitat leidenden Patienten (DAS = 5,1) erkennbar. Auch der Abfall
der Expressionsstarke der IL-3-Rezeptor-a-Kette zwischen den in Remission
befindlichen Patienten (DAS < 2,6) und den Patienten mit moderater (DAS = 4) bzw.
hoher Krankheitsaktivitat (DAS = 5,1) stellt sich als signifikant dar (p=0,05).

3.6 Expression der IL-3-Rezeptor-Bc-Kette

Die Expressionsstarke der pc-Kette des IL-3-Rezeptors auf der Zelloberflache von
Basophilen Granulozyten und plasmazytoiden Dendritischen Zellen wurde, ebenso
wie die der a-Kette, mithilfe einer extrazellularen FACS-Farbung untersucht. Die
Aufmerksamkeit gilt hier dem Oberflachenantigen CD131, dessen mittlere

Fluoreszenzintensitat ermittelt wurde.

An dieser Stelle wurde aber kein Vollblut von RA-Patienten verwendet, sondern das
Vollblut von gesunden Probanden. Um einen moglichen Zusammenhang zwischen
der Expression der IL-3-Rezeptor-pc-Kette und der Konzentration von IL-3 zu
entdecken, wurde die Blutprobe mit unterschiedlichen Konzentrationen von humanem

rekombinantem IL-3 versetzt.
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3.6.1 Expression der IL-3-Rezeptor-Bc-Kette auf Basophilen Granulozyten

IL-3RBc-Expression auf Basophilen
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Abbildung 15: Expression der IL-3-Rezeptor-Bc-Kette auf der Zelloberflache Basophiler Granulozyten
nach extrazellularer FACS-Farbung. Die Starke der Expression wird als MFI (mittlere Fluoreszenzintensitat)
von CD131 angegeben. Die Proben wurden mit oben genannten Konzentrationen von humanem rekombinantem
IL-3 vorab inkubiert.

Abb. 15 zeigt einen starken Abfall der mittleren Fluoreszenzintensitat von CD131 auf
der Zelloberflache Basophiler Granulozyten, und somit der Expressionsstarke der IL-
3-Rezeptor-pc-Kette, in Zusammenhang mit unterschiedlichen IL-3 Konzentrationen.
In Abb. 15 sind hochst signifikante Unterschiede zwischen dem Kontrollwert und der
1:5-Verdunnungsreihe (Hochstkonzentration 30 ng/ml bis 0,24 ng/ml) erkennbar.

Die MFI sinkt von 1.830 + 49 beim Kontrollwert auf 174 + 11 bei der eingesetzten
Hochstkonzentration des humanen rekombinanten IL-3 (30 ng/ml), weiter auf 165 £ 5
bei einer IL-3 Konzentration von 6 ng/ml. AnschlieRend beginnt die MFI der IL-3-
Rezeptor-pc-Kette auf 168 + 0 bei der 1,2 ng/ml Konzentration zu steigen und erhodht
sich bis auf schlie3lich 189 + 11 bei 0,24 ng/ml humanes IL-3. Somit fallt die MFI von
CD131 bei den mit IL-3 versetzten Proben auf ca. 1/10 verglichen mit dem Kontrollwert
ab.

Je starker verdiinnt das humane rekombinante IL-3 im Vollblut vorliegt, umso starker

beginnt die MFI der IL-3-Rezeptor-pc-Kette wieder zu steigen.
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Der Abfall der MFI von CD131 zwischen dem Kontrollwert und der
Hochstkonzentration des eingesetzten IL-3 (30 ng/ml) bzw. der gesamten 1:5-
Verdinnungsreihe stellt sich als héchst signifikant (p=0,001) dar.

3.6.2 Expression der IL-3-Rezeptor-Bc-Kette auf plasmazytoiden
Dendritischen Zellen
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Abbildung 16: Expression der IL-3-Rezeptor-Bc-Kette auf der Zelloberflache plasmazytoider Dendritischer
Zellen nach extrazellularer FACS-Farbung. Die Starke der Expression wird als MFI (mittlere
Fluoreszenzintensitat) von CD131 angegeben. Die Proben wurden mit oben genannten Konzentrationen von
humanem rekombinantem IL-3 vorab inkubiert.

Abb. 16 zeigt einen starken Abfall der mittleren Fluoreszenzintensitat von CD131 auf
der Zelloberflache plasmazytoider Dendritischer Zellen, und somit der
Expressionsstarke  der  IL-3-Rezeptor-pc-Kette, in  Zusammenhang  mit
unterschiedlichen IL-3 Konzentrationen. In Abb. 16 sind hochst signifikante
Unterschiede zwischen dem Kontrollwert und der 1:5-Verdlinnungsreihe

(Hochstkonzentration 30 ng/ml bis 0,24 ng/ml) erkennbar.

Die MFI sinkt von 676 £ 6 beim Kontrollwert auf 86 + 2 bei der eingesetzten
Hdchstkonzentration des humanen rekombinanten IL-3 (30 ng/ml), weiter auf 83 £ 7
bei einer IL-3 Konzentration von 6 ng/ml. AnschlieRend beginnt die MFI der IL-3-

Rezeptor-pc-Kette auf 89 £ 2 bei der 1,2 ng/ml Konzentration zu steigen und erhdht
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sich bis auf schlie3lich 113 £ 8 bei 0,24 ng/ml humanes IL-3. Somit fallt die MFI von
CD131 bei den mit IL-3 versetzten Proben auf tiberwiegend weniger als 1/6 verglichen

mit dem Kontrollwert ab.

Je starker verdiinnt das humane rekombinante IL-3 im Vollblut vorliegt, umso starker

beginnt die MFI der IL-3-Rezeptor-pc-Kette wieder zu steigen.

Der Abfall der MFI von CD131 zwischen dem Kontrollwert und der
Hochstkonzentration des eingesetzten IL-3 (30 ng/ml) bzw. der 1,2 ng/ml
Konzentration an humanem IL-3 stellt sich als hochst signifikant (p=0,0001) dar. Die
Expressionsstéarke der IL-3-Rezeptor-fc-Kette sinkt auch zwischen dem Kontrollwert
und der IL-3 Konzentration von 6 ng/ml bzw. 0,24 ng/ml héchst signifikant (p=0,0002
bzw. p=0,0004).

3.7 Aktivitdt Basophiler Granulozyten in Abhangigkeit von der IL-
3 Konzentration

Da den Basophilen Granulozyten die Wirkung des IL-3 bei der Rheumatoiden Arthritis
zugesprochen wird, wurde deren Aktivitdt in Zusammenhang mit unterschiedlich
hohen IL-3 Konzentrationen untersucht. Mittels extrazellularer Farbung von Vollblut
wurde die Expression des Aktivitatsmarkers CD203c auf der Oberflache von

Basophilen Granulozyten ermittelt.

An dieser Stelle wurde, wie bei der Untersuchung der IL-3-Rezeptor-pc-Kette, kein
Vollblut von RA Patienten verwendet, sondern das Vollblut von gesunden Probanden.
Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der Expression des Aktivitatsmarkers
CD203c humaner Basophiler Granulozyten und der Konzentration von IL-3 zu
entdecken, wurden die Blutproben mit unterschiedlichen Konzentrationen an

humanem rekombinantem IL-3 versetzt.
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Aktivitat von Basophilen Granulozyten
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Abbildung 17: Expression des Aktivitdtsmarkers CD203c von Basophilen Granulozyten auf deren
Zelloberflache nach extrazellularer FACS-Farbung. Die Starke der Expression wird als MFI (mittlere
Fluoreszenzintensitat) von CD203c angegeben. Die Proben wurden mit oben genannten Konzentrationen von
humanem rekombinantem IL-3 vorab inkubiert.

Abb. 17 zeigt einen starken Anstieg der mittleren Fluoreszenzintensitat von CD203c
auf der Zelloberflache Basophiler Granulozyten, und somit der Aktivitat der Basophilen
Granulozyten, in Zusammenhang mit unterschiedlichen IL-3 Konzentrationen. In Abb.
17 sind signifikante Unterschiede zwischen dem Kontrollwert und der 1:5-

Verdunnungsreihe erkennbar.

Die MFI erhoht sich von 1.805 + 54 beim Kontrollwert auf 5.674 + 488 bei der
eingesetzten Hochstkonzentration des humanen rekombinanten IL-3 von 30 ng/mi
und sinkt anschlieRend auf 4.712 + 337 bei einer IL-3 Konzentration von 6 ng/ml. Von
hier steigt die MFI von CD203c erneut an auf 5.238 + 278 bei der 1,2 ng/ml
Konzentration. Im Anschluss daran fallt die Aktivitat der Basophilen Granulozyten
jedoch wieder ab auf 4.058 + 65 bei 0,24 ng/ml humanes IL-3.

Somit steigt die MFI von CD203c bei den mit IL-3 versetzten Proben auf mehr als das
2- bis 3-Fache verglichen mit dem Kontrollwert an.

Der Anstieg der MFI zwischen dem Kontrollwert und der Hochstkonzentration des
eingesetzten IL-3 (30 ng/ml) stellt sich als signifikant (p=0,02) dar. Die
Expressionsstarke der Aktivitat humaner Basophiler Granulozyten erhdht sich

zwischen dem Kontrollwert und der 6 ng/ml Konzentration bzw. 1,2 ng/ml
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Konzentration hoch signifikant (p=0,01). Der zwischen dem Kontrollwert und 0,24
ng/ml humanes IL-3 gemessene Unterschied ist sogar hochst signifikant (p=0,001).

3.8 Anzahl Basophiler Granulozyten im peripheren Blut

Da die Basophilen Granulozyten stark in Verbindung mit der Wirkung des IL-3 bei der
Rheumatoiden Arthritis stehen sollen, wurde mittels extrazellularer FACS-Farbung die
Anzahl dieser Zellen / pl im peripheren Blut ermittelt. Das Interesse gilt hier einem
mdoglichen Zusammenhang zwischen der Anzahl der Basophilen Granulozyten im
Vollblut und der Krankheitsaktivitat der RA.

Anzahl Basophiler Granulozyten (DAS CRP)
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Abbildung 18: Anzahl von Basophilen Granulozyten / ul im peripheren Vollblut nach extrazellularer FACS-
Farbung (CRP). Zur Berechnung der DAS28-Werte wurde hier das CRP als Entziindungsparameter bestimmt.
Neben den gesunden Probanden (Kontrollen) wird die Krankheitsaktivitat in Remission (DAS < 2,6) und in
aufsteigender Reihenfolge von niedriger (DAS = 2,6) Uiber moderate (DAS = 4) bis hohe Krankheitsaktivitat (DAS
= 5,1) gezeigt.
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Man kann in Abb. 18 einen kontinuierlichen Anstieg der Anzahl Basophiler
Granulozyten in Zusammenhang mit steigender Krankheitsaktivitat der RA feststellen.
So steigt die Anzahl an Basophilen Granulozyten von 47 + 4 Zellen/ul bei den
Kontrollen auf 55 + 7 Zellen/ul bei den Patienten in Remission (DAS < 2,6),
anschlieRend erhoht sie sich auf 61 + 6 Zellen/ul bei niedriger Krankheitsaktivitat (DAS
= 2,6) und steigt weiter auf 68 £ 17 Zellen/ul bei moderater Krankheitsaktivitat (DAS =
4). Schliel3lich steigt die Anzahl der Basophilen Granulozyten auf 114 + 33 Zellen/ul
bei Patienten, die an hoher Aktivitat der RA leiden (DAS = 5,1).

Der Anstieg der Basophilen Granulozyten zwischen den gesunden Kontrollen und den
Patienten mit niedriger Krankheitsaktivitat (DAS = 2,6) stellt sich als signifikant
(p=0,02) dar. Ein weiterer signifikanter (p=0,04) Unterschied besteht zwischen der
Anzahl Basophiler Granulozyten in der Kontrollgruppe und dem Anstieg bei Patienten
mit moderater Aktivitat der RA (DAS = 4). Die Erh6hung der Zellzahl Basophiler
Granulozyten zwischen den Kontrollen und den an hoher Aktivitat der RA leidenden
Patienten (DAS = 5,1) ist sogar hochst signifikant (p=0,0002).

Beim DAS BSG (hier nicht dargestellt) steigt die Anzahl der Basophilen Granulozyten
im peripheren Blut ahnlich wie in der oben gezeigten Abbildung.

3.9 Anzahl der T-Zellen im peripheren Blut

Da die CD4* T-Zellen sowie die CD8* T-Zellen bereits im Rahmen der intrazellularen
FACS-Farbung auf ihre Zytokinproduktion erforscht worden sind, steht nun die Anzahl
der T-Zellen im peripheren Vollblut von RA Patienten im Fokus weiterer
Untersuchungen. Es wurde jeweils die Anzahl der CD4* T-Zellen und der CD8* T-
Zellen im Rahmen einer extrazellularen Farbung untersucht. Es galt einen méglichen
Zusammenhang zwischen der Zellzahl/ul im peripheren Vollblut und der

Krankheitsaktivitdt der RA zu entdecken.
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3.9.1 Anzahl der CD4* T-Zellen im peripheren Blut
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Abbildung 19: Anzahl CD4* T-Zellen / pl im peripheren Vollblut nach extrazellularer FACS-Farbung (CRP).
Zur Berechnung der DAS28-Werte wurde hier das CRP als Entziindungsparameter bestimmt. Neben den
gesunden Probanden (Kontrollen) wird die Krankheitsaktivitat in Remission (DAS < 2,6) und in aufsteigender
Reihenfolge von niedriger (DAS = 2,6) uber moderate (DAS = 4) bis hohe Krankheitsaktivitat (DAS = 5, 1) gezeigt.

Aus Abb. 19 gehen keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen
hervor. Weder zwischen den gesunden Kontrollen und den RA Patienten mit
unterschiedlich starker Krankheitsaktivitat noch zwischen den unterschiedlich stark
ausgepragten Aktivitaten der RA untereinander unterscheidet sich die Anzahl der
CD4* T-Zellen signifikant.
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3.9.2 Anzahl der CD8* T-Zellen im peripheren Blut
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Abbildung 20: Anzahl CD8* T-Zellen / pl im peripheren Vollblut nach extrazellularer FACS-Farbung (CRP).
Zur Berechnung der DAS28-Werte wurde hier das CRP als Entziindungsparameter bestimmt. Neben den
gesunden Probanden (Kontrollen) wird die Krankheitsaktivitat in Remission (DAS < 2,6) und in aufsteigender
Reihenfolge von niedriger (DAS = 2,6) uber moderate (DAS = 4) bis hohe Krankheitsaktivitat (DAS = 5, 1) gezeigt.

Aus Abb. 20 gehen, ebenso wie bei der Anzahl an CD4* T-Zellen in Abb. 19, keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen hervor. Weder zwischen
den gesunden Kontrollen und den RA Patienten mit unterschiedlich starker
Krankheitsaktivitdt noch zwischen den unterschiedlich stark ausgepragten Aktivitaten

der RA untereinander unterscheidet sich die Anzahl der CD8* T-Zellen signifikant.
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3.10 Bestimmung der Anzahl weiterer Zellen aus dem peripheren
Blut

Mittels extrazellularer FACS-Farbung wurden noch weitere Zellpopulationen

guantifiziert, die moglicherweise in Zusammenhang mit der Krankheitsaktivitat der RA

stehen.
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Abbildung 21: Anzahl von Monozyten / pl im peripheren Vollblut nach extrazellularer FACS-Farbung (CRP).
Zur Berechnung der DAS28-Werte wurde hier das CRP als Entziindungsparameter bestimmt. Neben den
gesunden Probanden (Kontrollen) wird die Krankheitsaktivitat in Remission (DAS < 2,6) und in aufsteigender
Reihenfolge von niedriger (DAS = 2,6) uber moderate (DAS 2 4) bis hohe Krankheitsaktivitat (DAS 2 5, 1) gezeigt.

Aus Abb. 21 gehen keine signifikanten Unterschiede bezlglich der Anzahl der
Monozyten zwischen den einzelnen Gruppen hervor. Weder zwischen den gesunden
Kontrollen und den RA Patienten mit unterschiedlich starker Krankheitsaktivitat noch
zwischen den unterschiedlich stark ausgepragten Aktivitaten der RA untereinander
unterscheidet sich die Anzahl der Monozyten signifikant.

Das Ergebnis fur die DAS BSG ist ahnlich (Daten hier nicht dargestellt).

Ebenso wurde im Rahmen der extrazellularen F&rbung die Zellzahl der
plasmazytoiden Dendritischen Zellen sowie der Eosinophilen Granulozyten pro 1 pl
bestimmt. Hier konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen bzw. Zusammenhénge mit der Krankheitsaktivitat sowohl beim DAS BSG als
auch beim DAS CRP beobachtet werden (Daten nicht dargestellt).
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3.11 Anzahl der CD19* B-Zellen im peripheren Blut

Mittels extrazellularer FACS-Farbung wurde auch die Zahl der B-Zellen/ul im
peripheren Blut ermittelt. Zur Identifikation der B-Lymphozyten bediente man sich des
Oberflachenantigens CD19, welches von allen B-Zellen exprimiert wird. (80)
Bericksichtigt wurde bei diesen Untersuchungen die Einnahme des monoklonalen
anti-CD20-Antikorpers Rituximab, welcher eine Depletion der CD20* B-Zellen sowie
auch der CD19* B-Zellen herbeiftihrt. (80)

3.11.1 Anzahl der CD19* B-Zellen bei RA Patienten, die kein Rituximab
erhalten haben
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Abbildung 22: Anzahl von CD19* B-Zellen / pl nach extrazellularer FACS-Farbung im peripheren Vollblut
von Patienten, die kein Rituximab erhalten haben (CRP). Zur Berechnung der DAS28-Werte wurde hier das
CRP als Entziindungsparameter bestimmt. Neben den gesunden Probanden (Kontrollen) wird die
Krankheitsaktivitat in Remission (DAS < 2,6 ohne RTX) und in aufsteigender Reihenfolge von niedriger (DAS = 2,6
ohne RTX) Giber moderate (DAS = 4 ohne RTX) bis hohe Krankheitsaktivitat (DAS = 5,7 ohne RTX) gezeigt. Es
werden Patienten unterschiedlicher Krankheitsaktivitat der RA aufgefiihrt, die den anti-CD20-Antikdrper Rituximab
(RTX) nicht erhalten haben.

Abb. 22 zeigt signifikante Unterschiede beziglich der Anzahl CD19* B-Zellen in
Abhé&ngigkeit von der Aktivitdt der RA bei Patienten, welche kein Rituximab erhalten
haben. Mit steigender Krankheitsaktivitat geht hier ein zunehmender Abfall der Zahl

CD19* B-Zellen einher.
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So sinkt die Anzahl an CD19* B-Lymphozyten von 169 + 12 Zellen/ul bei den
Kontrollen auf 129 + 14 Zellen/ul bei den Patienten in Remission (DAS < 2,6 ohne
RTX), anschlie3end fallt sie auf 104 = 11 Zellen/ul bei niedriger Krankheitsaktivitat
(DAS = 2,6 ohne RTX) und fallt weiter auf 90 + 10 Zellen/ul bei moderater
Krankheitsaktivitdt (DAS = 4 ohne RTX). Der Anstieg der Anzahl CD19* B-Zellen von
90 + 10 Zellen/ul bei moderater Aktivitat der RA (DAS = 4 ohne RTX) auf 96 + 5
Zellen/ul bei hoher Krankheitsaktivitat (DAS = 5,1 ohne RTX) stellt sich nicht signifikant
dar (p=0,40).

Der Abfall der Zahl der CD19* B-Zellen zwischen den Kontrollen und der in Remission
befindlichen Patienten (DAS < 2,6 ohne RTX) ist signifikant (p=0,03). Als hdchst
signifikant (p<0,001) stellt sich der Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und den
Patienten mit niedriger Krankheitsaktivitat (DAS = 2,6 ohne RTX) dar. Zwischen den
gesunden Kontrollen und den Patienten mit moderater Aktivitat der RA (DAS = 4 ohne
RTX) sinkt die Zahl der CD19* B-Lymphozyten hoch signifikant (p=0,005).
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3.11.2 Anzahl der CD19" B-Zellen bei RA Patienten in Abhangigkeit von der
Rituximab-Gabe
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Abbildung 23: Anzahl von CD19* B-Zellen / pl nach extrazellularer FACS-Farbung im peripheren Vollblut
von Patienten, die kein Rituximab oder innerhalb der letzten 12 Monate Rituximab erhalten haben (CRP).
Zur Berechnung der DAS28-Werte wurde hier das CRP als Entziindungsparameter bestimmt. Es wird die
Krankheitsaktivitat in Remission (DAS < 2,6 ohne RTX bzw. + RTX) und in aufsteigender Reihenfolge von
niedriger (DAS = 2,6 ohne RTX bzw. + RTX) Gber moderate (DAS = 4 ohne RTX bzw. + RTX) bis hohe
Krankheitsaktivitdt (DAS = 5,7 ohne RTX bzw. + RTX) gezeigt. Es werden Patienten unterschiedlicher
Krankheitsaktivitat der RA aufgefuhrt, wobei jeweils ein paar der Patienten den anti-CD20-Antikdrper Rituximab
(RTX) in den letzten 12 Monaten erhalten haben (+ RTX), der Grof3teil nicht (ohne RTX).

Abb. 23 zeigt signifikante Unterschiede beziglich der Anzahl CD19* B-Zellen in
Abhangigkeit von der Aktivitat der RA. Verglichen werden hier Patienten gleicher
Krankheitsaktivitat, von denen ein paar den anti-CD20-Antikorper Rituximab innerhalb
der letzten 12 Monate erhalten haben. So betragt die Anzahl CD19* B-Zellen bei den
Patienten mit niedriger Aktivitat der RA ohne Rituximab-Gabe (DAS = 2,6 ohne RTX)
104 £ 11 Zellen/pl und ist, verglichen mit einem Wert von 2 £ 1 Zellen/pl bei den
Patienten mit niedriger Krankheitsaktivitat und Rituximab-Gabe in den letzten 12
Monaten (DAS = 2,6 + RTX), hochst signifikant grof3er (p<0,001).

Bei den unter moderater Aktivitat der RA leidenden Patienten, welche kein Rituximab
erhalten haben (DAS = 4 ohne RTX) betragt die Anzahl der CD19* B-Zellen 90 +10
Zellen/ul. Vergleichsweise dazu sinkt die Zahl auf 4 + 2 Zellen/pl bei den RA Patienten

mit moderater Krankheitsaktivitat, welche innerhalb der vergangenen 12 Monate
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Rituximab bekommen haben (DAS = 4 + RTX). Der Unterschied zwischen diesen
beiden Gruppen stellt sich hoch signifikant dar (p=0,002).
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4 Diskussion

4.1 Relevante Merkmale von Patienten bei zunehmender
Krankheitsaktivitat der RA

Wie LEE D.M. et al. beschreiben, kommt es durch eine Leukozyteninfiltration zur
Synovitis. Es entsteht das fur die Rheumatoide Arthritis typische inflammatorische
Gewebe. (3)

Klinisch zeigte sich in dieser Arbeit sowohl beim DAS BSG als auch beim DAS CRP
ein kontinuierlicher Anstieg des prozentualen Anteils der RA Patienten mit
druckschmerzhaften  und  geschwollenen  Gelenken  mit  zunehmender
Krankheitsaktivitdt. Auch in absoluten Zahlen litten die Patienten mit niedriger,
moderater oder hoher Aktivitat der RA verglichen mit den in Remission befindlichen
Patienten an hochst signifikant mehr druckschmerzhaften und geschwollenen
Gelenken. Dies konnte auf eine zunehmende Inflammation vor allem der Synovia bei

hoherer Krankheitsaktivitat hinweisen.

Parallel zu den verstarkten Gelenkbeschwerden zeigte sich laborchemisch ein
kontinuierlicher Anstieg der Entzindungsparameter BSG und CRP mit ebenso
signifikanten Unterschieden zwischen den RA Patienten in Remission und denen an
unterschiedlicher Krankheitsaktivitat leidenden Patienten. Dies wiederum scheint die
Schwere der klinischen Manifestation und des intraartikularen Infektgeschehens zu

unterstreichen.

Da es sich bei der Rheumatoiden Arthritis um eine haufig auftretende
Autoimmunerkrankung handelt, wird sie oft mit antiinflammatorisch wirkenden
Steroiden therapiert. (3) Bezuglich der taglichen Therapie mit Steroiden zeigte sich in
dieser Arbeit eine Dosissteigerung mit zunehmender Krankheitsaktivitat. Hier wurden
auch signifikante Unterschiede zwischen den Patienten im Stadium der Remission
und denen mit unterschiedlich starken Aktivitaten der RA verzeichnet. Dies stellt die
Notwendigkeit einer starkeren immunsuppressiven, antiinflammatorischen Therapie

bei zunehmender Krankheitsaktivitat in den Vordergrund.
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4.2 Gesteigerte IL-3 Produktion bei zunehmender
Krankheitsaktivitat der RA

Im Mausmodell der CIA konnte Briihl H et al. bereits zeigen, dass IL-3 einen starken
Einfluss auf die Inzidenz bzw. die Schwere des Verlaufes der RA hat. So kam es unter
Gabe von IL-3 zu einer erhdhten Inzidenz der RA verbunden mit einem schwereren
Krankheitsverlauf. Im Gegensatz dazu senkte die Blockade des Zytokins die Inzidenz

und die CIA verlief weniger schwer. (53)

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich in den Uberstanden von
Zellkulturen der PBMCs eine signifikante Zunahme der IL-3 Konzentration mit der
Krankheitsaktivitdt der RA zeigte. Hieraus konnte man schlie3en, dass hohere IL-3
Konzentrationen zu einem schwereren Verlauf der RA fihren bzw. die Aktivitat der RA
darunter steigt.

Weber GF et al. konnten einen Zusammenhang zwischen der IL-3 Konzentration im
Plasma von Patienten mit einer Sepsis und deren Prognose feststellen. Eine hohere
Konzentration wirkte sich, verglichen mit niedrigeren Werten, signifikant schlechter auf
die Prognose aus. IL-3 wurde hier sogar als méglicher therapeutischer Angriffspunkt
in der Sepsis beschrieben. (56) Diese Kenntnis wirde wiederum die These des

Zusammenhangs von IL-3 mit entziindlichen Vorgéngen unterstreichen.

4.3 IL-3 Produktion durch CD8* Lymphozyten bei RA Patienten

CD4* T-Lymphozyten werden als Hauptquelle von IL-3 beschrieben. (53) Daneben
scheinen auch einige weitere Zellen ( Mastzellen (59), Basophile Granulozyten (60),
B-Zellen (56), aktivierte NK-Zellen (55)) in geringem Mal3e zur IL-3 Sekretion befahigt

zu sein. Jedoch spielte deren Produktion bislang eher eine untergeordnete Rolle.

Der Prozentsatz der IL-3 exprimierenden CD8* T-Zellen stieg mit der
Krankheitsaktivitat signifikant an. Bislang konnte zwar von Stoeckle C et al. eine
erhohte IL-3 Produktion durch CD8* T-Zellen beobachtet werden, doch diese
Untersuchungen beschrankten sich auf Patienten mit nicht IgE-vermittelter

persistierender Eosinophilie im Blut. (81)
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Die Tatsache, dass CD8* T-Zellen die wichtigste Quelle der IL-3 Produktion in der RA
darzustellen scheinen, wirft die Frage auf, ob RA Patienten mehr IL-3 produzierende
CD8* T-Zellen im peripheren Blut aufweisen oder ob die im peripheren Blut
vorhandenen CD8* T-Zellen mehr IL-3 produzieren. Bei der RA gibt es mehr IL-3
produzierende CD8* T-Zellen, da der Prozentsatz der CD8* T-Zellen, die IL-3* sind,
bei den RA Patienten héher ist und die Gesamtzahl der CD8* T-Zellen gleich ist. Dies
korreliert im Ubrigen mit den steigenden IL-3 Konzentrationen in den

Zellkulturtberstanden.

4.4 Untergeordnete Rolle von CD4* Lymphozyten als IL-3 Quelle
bei Patienten mit RA

Die CD4* T-Lymphozyten wurden in dieser Arbeit als eher unwahrscheinliche Quelle
von IL-3 im Rahmen der RA dargestellt. Es konnte kein eindeutiger Zusammenhang
mit der Krankheitsaktivitat gezeigt werden, da es zu keinem Anstieg des
Prozentsatzes der IL-3 exprimierenden CD4* T-Zellen mit steigender Aktivitat der RA
kam. Vielmehr zeigte sich ein Abfall des prozentualen Anteils der IL-3* CD4* T-Zellen

mit zunehmender Krankheitsaktivitat unter den RA Patienten.

Bruhl H et al. konnten unter anderem zeigen, dass die IL-3 Produktion durch CD4* T-
Lymphozyten von der jeweiligen Stimulationsart bzw. Kostimulation abhangig ist. So
resultierte in dieser Studie die Aktivierung von CD4* T-Zellen mit anti-CD3 in
Anwesenheit von Monozyten oder B-Zellen und Monozyten in einer deutlich
hochregulierten IL-3 Produktion durch CD4* T-Zellen. (53)

In dieser Arbeit wurde jedoch die Anwesenheit von Monozyten und B-Zellen in
Zusammenhang mit der IL-3 Produktion durch T-Zellen nicht untersucht. Allerdings
zeigten sich bei den Monozyten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. Bei den B-Zellen kam es eher zu einem Abfall der Zellzahlen bei steigender
Krankheitsaktivitdt der RA. Iwata Y et al. zeigten, dass B-Zellen auch regulatorisch
aktiv sein kénnen. In einigen Tiermodellen fuhrte die Depletion von B-Zellen zu einer
Verschlechterung der Autoimmunitat — unter anderem im Mausmodell der Kollagen-

induzierten Arthritis. (82) Da die IL-3 Produktion mit der Krankheitsaktivitat ansteigt,
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lasst sich hier am ehesten ein negativer Einfluss der B-Zellen auf die IL-3 Expression

postulieren.

Bei der Anzahl der CD4* T-Zellen im peripheren Blut von RA Patienten verglichen mit

gesunden Probanden war kein Zusammenhang mit der Krankheitsaktivitat ersichtlich.

4.5 Abfall der IL-2* CD4" T-Lymphozyten mit steigender
Krankheitsaktivitat

Die intrazellulare Farbung zeigte einen kontinuierlichen Abfall der IL-2 produzierenden
CD4" T-Lymphozyten mit ansteigender Krankheitsaktivitat der RA. Es liel3en sich
jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen

nachweisen.

Vergleichbar damit zeigten Untersuchungen von Combe B et al. eine verminderte
Produktion von IL-2 durch T-Helferzellen im peripheren Blut von RA Patienten.
Daraus konnte geschlossen werden, dass moglicherweise eine Funktionsstérung von

T-Zellen einen Beitrag zur Immunpathogenese der RA leiste.

Von Combe B et al. wurden unter anderem mehrere mogliche Erklarungen fur eine
beeintrachtigte Produktion von IL-2 durch Lymphozyten bei der RA beschrieben,
wenngleich auch die ursachlichen Mechanismen fir die abnorme T-Lymphozyten-
Funktion noch nicht vollstandig erforscht waren.

Magliche Ursachen laut der Untersuchungen von Combe B et al. fiir eine mangelhafte
IL-2 Produktion enthielten: Hemmung durch Suppressorzellen oder durch hemmende
Faktoren, Defekte von Bindung oder Antwort auf IL-1 durch rheumatoide Lymphozyten
oder intrinsische Abnormalitaten der IL-2 produzierenden T-Zell-Population. Den
Forschungen von Combe B et al. zufolge schien eine beeintrachtige Produktion von
IL-1 durch rheumatoide Monozyten als unwahrscheinlich, da die Aktivitat von IL-1 in
der Synovialflissigkeit von RA Patienten bereits von einigen Autoren beschrieben
wurde. Diese meinten IL-1 kbénnte eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der

Gelenkzerstérung spielen. (50)
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In dieser Arbeit wurde auf die Interaktion mit IL-1 jedoch nicht eingegangen.
Moglicherweise hatte man im Rahmen dahingehender Untersuchungen einen

Zusammenhang zwischen IL-1 und IL-2 Produktion festgestellt.

Symons J.A. et al. beschrieben signifikant héhere Durchschnittswerte des IL-2
Rezeptors im Serum von Patienten mit seropositiver RA verglichen mit gesunden
Probanden. Zudem konnte im Zuge dieser Untersuchungen eine hoch signifikante
Korrelation des l6slichen IL-2 Rezeptors mit IL-1 in der Synovialflussigkeit von
Patienten mit aktiver RA festgestellt werden. (51) Dies wiirde wiederum die defekte
Bindung von IL-1 durch Lymphozyten bei RA Patienten als mdgliche Ursache der
reduzierten IL-2 Produktion erklaren, da hier IL-1 in groRen Mengen vorhanden war,

es jedoch zu keiner vermehrten IL-2 Produktion durch T-Zellen kam.

4.6 Anstieg der IL-2" CD8" T-Lymphozyten mit steigender
Krankheitsaktivitat

Die Untersuchungen der IL-2 Produktion durch T-Zellen in dieser Arbeit ergab einen
kontinuierlichen Anstieg der IL-2 produzierenden CD8* T-Lymphozyten mit steigender
Krankheitsaktivitdt, welche sich sogar signifikant zwischen den Gruppen

unterschieden.

Hosokawa K et al beschreiben eine abnormale Aktivierung von CD4* und CD8* T-
Zellen in Autoimmunerkrankungen und gehen von einer Dysregulation der T-
Gedachtnisstammzellen aus. Die Ergebnisse weisen auf einen Beitrag dieser Zellen
zur Pathophysiologie von Autoimmunkrankheiten hin. Besonders die CD8* T-
Gedachtnisstammzellen stellen madglicherweise einen Biomarker und einen
therapeutischen Angriffspunkt vor allem bei der Aplastischen Anamie dar. In den
Untersuchungen konnte im Vergleich zu den gesunden Probanden eine gesteigerte
IL-2 Produktion sowohl durch CD4* als auch CD8* T-Lymphozyten nach Stimulation
mit anti-CD3 gemessen werden. Diesen beiden Zellpopulationen wird in der Arbeit von
Hosokawa K et al die Fahigkeit zur verstarkten IL-2 Produktion zugesprochen. (83)

Die Ergebnisse zeigen einen dem Abfall der IL-2 produzierenden CD4* T-Zellen

entgegen gesetzten Anstieg der IL-2 Produktion durch CD8* T-Zellen mit
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zunehmender Aktivitat der RA. Wie von Combe B et al (51) beschrieben, kamen
verschiedene Mechanismen als Ursache fur die verminderte IL-2 Produktion durch
CD4* T-Zellen infrage, so auch intrinsische Schadigungen dieser Zellpopulation.
Maoglicherweise reagieren die CD8* T-Zellen mit einer gesteigerten IL-2 Produktion,
um den Mangel auszugleichen. Je nach Ursache gabe es vielleicht verschiedene
Kommunikationsmdglichkeiten zwischen den unterschiedlichen T-Zell-Populationen,

um die verminderte IL-2 Produktion reaktiv zu kompensieren.

4.7 Geringer Anteil von IL-17 produzierenden T-Lymphozyten

Die Auswertung dieser Untersuchung gestaltete sich schwierig, da insgesamt lediglich
sehr wenige der CD4* und CD8* T-Lymphozyten Uberhaupt positiv fur IL-17 waren.
Man konnte keinen Trend aus den Ergebnissen schlieRen, es gab auch keine
signifikanten Unterschiede, um auf einen Zusammenhang zwischen der IL-17
Produktion und der Aktivitat der RA zu schliel3en.

Chabaud M et al. zufolge werde das proinflammatorische Zytokin IL-17 von CD4* T-
Lymphozyten sezerniert sowie durch die Synovia von RA Patienten produziert. Das
Muster der durch IL-17 induzierten zellularen Antworten wére ahnlich wie jenes der

durch IL-1 induzierten, was einen Beitrag von IL-17 zur Gelenkzerstérung nahelegte.

Dies wurde durch die erhohte Produktion von MMP-1 (Metalloproteinase 1,
Kollagenase) durch Synoviozyten in Anwesenheit beider Zytokine, IL-1 und IL-17,
bestétigt. IL-17 alleine flhrte auch zu einer Steigerung der MMP-1 Produktion, jedoch

in geringerem Ausmals.

Laut der Untersuchungen von Chabaud M et al. korrelierte die Konzentration von
MMP-1 in der Synovialflissigkeit der RA Patienten mit der Inflammation der Synovia.
(52)

Daraus konnte man schlie3en, dass IL-17, am starksten in Zusammenwirkung mit IL-
1, an den Entzindungsvorgangen der Synovia beteiligt ist. MAglicherweise korrelieren
IL-1 bzw. IL-17 Konzentrationen im Uberstand von Zellkulturen auch mit der Aktivitat
der RA.

85



AulRerdem konnten Chabaud M et al. zeigen, dass IL-17 die Produktion
proinflammatorischer Zytokine durch Makrophagen stimulierte sowie die Expression
von IL-6 und G-CSF durch Stromazellen induzierte. (52)

Bruhl H et al. beschrieben 2009 bereits deutlich erhéhte IL-6 Plasmaspiegel der mit
IL-3 behandelten Mause im Rahmen der CIA. (53) Mdglicherweise hat neben IL-3

auch IL-17 einen Einfluss auf die IL-6 Konzentrationen bei RA Patienten.

Sato N et al. beschrieben eine Beeinflussung der IL-3 Rezeptor-Expression durch G-
CSF. Es zeigte sich eine signifikant erhdhte Expression der a-Kette und in diesem
Zusammenhang eine moglicherweise durch diesen Faktor induzierte Expression der
a-Untereinheit des IL-3 Rezeptors. (76) Durch die verstarkte Rezeptor-Expression
kénnte eine damit verbundene zunehmende Bindung von IL-3 an die a-Kette zu einer
schwereren Inflammation und zu einem schwereren Verlauf der RA beitragen. In
Anbetracht dieser Erkenntnisse konnte IL-17 durch eine erhdhte Expression von IL-6

und G-CSF durch Stromazellen (53) den Verlauf der RA negativ beeinflussen.

Durch die proinflammatorische und somit erkrankungsférdernde Wirkung von IL-1 und
IL-6 (1) kommt es vermutlich auch indirekt durch die gesteigerte Produktion von IL-17
und dadurch gesteigerter IL-6 Expression zu einer verstarkten Inflammation im
Rahmen der RA. Diese These konnte in dieser Arbeit leider nicht bestatigt werden, da
sich wie bereits oben erwahnt im Rahmen der intrazellularen Farbung lediglich sehr

wenige Zellen Gberhaupt positiv fir IL-17 zeigten.

Erwadhnenswert ist an dieser Stelle, dass die IL-17 Blockade bei RA Patienten in
klinischen Studien hinsichtlich Reduktion der klinischen Anzeichen sowie Linderung

der Symptome keinen Erfolg gebracht hat. (84)

4.8 Herunterregulation der Expression der IL-3-R-a-Kette auf
Basophilen Granulozyten und pDCs bei RA Patienten

Reddy EP et al. zufolge handelt es sich bei dem IL-3 Rezeptor um einen
heterodimeren Zytokinrezeptor. Er besteht aus einer a-Untereinheit und einer B-
Untereinheit. (47) Laut Miyajima et al. bindet IL-3 an die spezifische a-Untereinheit

des IL-3 Rezeptors, wahrend die B-Untereinheit jedoch nicht zur Zytokinbindung
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befahigt ist. Jedoch soll tGber die B-Untereinheit, Bc, die Signaltransduktion erfolgen.
(75)

Sato N et al. beschrieben das Vorkommen des hochaffinen IL-3 Rezeptors vorwiegend
auf myeloischen Zellen. Im Gegensatz zur myeloiden Zellreihe lag die Expression
sowohl der a- als auch der B-Untereinheit bei den T-Zellen unterhalb der
Nachweisgrenze. Offensichtlich exprimierten die von myeloischen Stammzellen
abgeleiteten Zellen im peripheren Blut beide Rezeptor-Untereinheiten. In diesen
Untersuchungen stellte sich aber insgesamt eine starkere Expression der a-

Untereinheit im Vergleich zur B-Untereinheit heraus. (76)

Die beiden Untereinheiten des IL-3 Rezeptors wurden in dieser Arbeit mittels der
Oberflachenantigene CD123 bzw. CD131 identifiziert. Untersucht wurde die
Expression der IL-3-R-a-Kette auf Basophilen Granulozyten und plasmazytoiden
Dendritischen Zellen. Bereits Buhring et al. beschrieben eine Expression bedeutender
Mengen CD123, der a-Untereinheit des IL-3 Rezeptors, auf der Oberflache reifer
Basophiler Granulozyten. (64)

Smolewska E et al widmeten sich in ihrer Arbeit der Expression von CD123 auf der
Oberflache Dendritischer Zellen. Sowohl die plasmazytoiden als auch die myeloiden
Dendritischen Zellen exprimieren die a-Kette des IL-3 Rezeptors. (85)

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine deutliche Herunterregulation der Expression der
IL-3-R-a-Kette sowohl auf Basophilen Granulozyten als auch auf plasmazytoiden
Dendritischen Zellen mit steigender Krankheitsaktivitdt nachgewiesen werden. Die

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen stellten sich signifikant dar.

Aus den in 4.2 beschriebenen IL-3 Konzentrationen im Zellkultur-Uberstand geht
hervor, dass bei starkerer Aktivitat der RA hohere IL-3 Konzentrationen im peripheren
Blut gemessen wurden. Gegensatzlich dazu sank die Expression der a-Untereinheit
des IL-3 Rezeptors sowohl auf Basophilen Granulozyten als auch auf plasmazytoiden
Dendritischen Zellen signifikant mit zunehmender Krankheitsaktivitat ab. Hieraus
kénnte man auf eine reaktive Minderung der IL-3 Rezeptor-Expression schlie3en, um

die potentiell proinflammatorische Wirkung von IL-3 zu mindern.

Da die plasmazytoiden Dendritischen Zellen zudem proinflammatorische Zytokine wie

TNF-a, IL-18 und IL-6 sezernieren kdnnen (85), kobnnte man auf eine verminderte
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Aktivierung dieser Zellpopulation durch IL-3 bei herunterregulierter a-Untereinheit des
IL-3 Rezeptors und folglich geringerer Sekretion proinflammatorischer Zytokine

schlieRen.

Schlie8lich wurden reife Basophile Granulozyten durch Prussin C et al. als im
peripheren Blut zirkulierende Zellen beschrieben (63), was wiederum Bedeutung fur
eine systemische Reaktion/Inflammation hat. Zudem konnten Yashimoto T et al. eine
reichliche Produktion proinflammatorischer Zytokine, wie zum Beispiel IL-6, durch
murine Basophile Granulozyten in IL-3 haltigem Medium nachweisen. (67) Dies wirde
die These der Herunterregulation der IL-R-a-Kette im Sinne einer korpereigenen
Reaktion auf potentielle Inflammation unterstreichen. Denn somit kédme es
maoglicherweise zu einer verminderten Freisetzung proinflammatorischer Zytokine

durch Basophile Granulozyten.

4.9 Herunterregulation der Expression der IL-3-R-Bc-Kette auf
Basophilen Granulozyten und pDCs unter steigenden IL-3
Konzentrationen

Sato N et al. zufolge bindet die Bc-Untereinheit des IL-3 Rezeptors keine Zytokine, sie
spielt jedoch eine essentielle Rolle fur die Signaltransduktion. Diesen Untersuchungen
zufolge erwies sich die Bindungsaffinitat von humanem IL-3 an die a-Untereinheit des
humanen IL-3 Rezeptors als aul3erst schwach. Die Formation eines Heterodimers mit
der Bc-Untereinheit hatte schlief3lich die Ausbildung eines hochaffinen Rezeptors zur
Folge. (76)

Panousis C et al bezeichnen die gemeinsame Bc-Untereinheit des IL-3 Rezeptors
(CD131) der Zytokine IL-3, IL-5 und GM-CSF als notwendig fur das Uberleben von
Basophilen Granulozyten. (86) Hierzu wirden die steigenden IL-3 Konzentrationen
und die steigende Anzahl Basophiler Granulozyten im peripheren Blut mit
zunehmender Aktivitat der RA passen. Zudem zeigt sich in dieser Arbeit auch eine

gesteigerte Aktivitat der Basophilen Granulozyten mit erhéhter Krankheitsaktivitat.

Saas P et al zufolge wird die Bc-Kette des IL-3 Rezeptors auch &ulRerst stark auf der
Oberflache plasmazytoider Dendritischer Zellen exprimiert. Dartber hinaus stellt IL-3
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einen entscheidenden Faktor fir die Entwicklung und das Uberleben der
plasmazytoiden Dendritischen Zellen dar. (87) In dieser Arbeit konnte jedoch kein
signifikanter Unterschied bezlglich der Anzahl plasmazytoider Dendritischer Zellen im

Blut festgestellt werden.

Wiederum &ahnlich wie in 4.8 beschrieben sank die Expression der Bc-Unterreinheit
des IL-3-Rezeptors im in vitro Versuch bei steigenden IL-3 Konzentrationen sowohl
auf Basophilen Granulozyten als auch auf plasmazytoiden Dendritischen Zellen
signifikant. Im peripheren Blut wurde auf Basophilen Granulozyten und auf
plasmazytoiden Dendritischen Zellen bei niedrigeren IL-3 Konzentrationen eine
starkere Expression der IL-3-Rezeptor-Bc-Untereinheit gemessen als bei héheren IL-
3 Konzentrationen, die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. Die Expression
der IL-3-Rezeptor-Bc-Kette ohne Anwesenheit von IL-3 war jedoch bei Basophilen
Granulozyten und plasmazytoiden Dendritischen Zellen hoch signifikant starker

verglichen mit jener bei verschiedenen IL-3 Konzentrationen.

Hieraus konnte man wiederum auf eine reaktive Minderung der IL-3 Rezeptor-
Expression schlieBen, um die potentiell proinflammatorische Wirkung von IL-3 durch
Veranderungen bzw. Verminderungen der Signaltransduktion zu senken. Allerdings
lassen sich aus dem in vitro Versuch mit zweistiindiger Inkubation von Vollblut eines
gesunden Probanden mit humanem IL-3 keine Rickschlisse auf die Effekte einer
langeren IL-3 Exposition, wie beispielsweise bei RA Patienten, ziehen.
Maoglicherweise ist jedoch hinsichtlich der von Sato N et al. beschriebenen Affinitat
des heterodimeren Rezeptors (77) eine Herunterregulation beider Untereinheiten des
IL-3-Rezeptors notwendig, um einen wirksamen Effekt zu erzielen.

4.10 Erhdhte IL-3 Konzentrationen fihren zu gesteigerter Aktivitat
von Basophilen Granulozyten

Kahlert H et al. beschreiben in ihrer Arbeit CD203c als Aktivitdtsmarker auf der
Oberflache Basophiler Granulozyten. Den Ergebnissen zufolge fihrt eine
Zellaktivierung zur Hochregulation dieses Markers. (65) Laut Schneider E et al.

erreicht diese Hochregulation des Aktivitatsmarkers CD203c bei einer
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Asthmaexazerbation wahrend der Remission des Asthmas wieder den Normbereich.
(60)

In dieser Arbeit konnte eine verstarkte Expression des Aktivitatsmarkers CD203c auf
der Oberflache Basophiler Granulozyten bei erhdhten IL-3 Konzentrationen
nachgewiesen werden. Die Unterschiede zwischen der Kontrollprobe und den mit
humanem rekombinantem IL-3 versetzten Proben zeigten sich signifikant. Diese
Ergebnisse lassen auf eine gesteigerte Aktivitat Basophiler Granulozyten bei erhdhten
IL-3 Konzentrationen schlie3en. Da diese Arbeit erhdhte IL-3 Konzentrationen bei
zunehmender Krankheitsaktivitat der RA zeigt (siehe 4.2), kénnte man von einer
vermehrten Aktivitdt Basophiler Granulozyten bei steigender Krankheitsaktivitat

ausgehen.

4.11 Kontinuierlicher Anstieg der Anzahl Basophiler Granulozyten
im peripheren Blut mit steigender Krankheitsaktivitat

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte extrazellulare Farbung zeigte einen
kontinuierlichen Anstieg der Anzahl Basophiler Granulozyten / ul im peripheren Blut
mit steigender Aktivitat der RA. Durch das von Valent P et al. berichtete durch IL-3
bedingte Wachstum sowie die Differenzierung von Basophilen Granulozyten (62)
kénnte man auf einen moglichen Zusammenhang zwischen dem in 4.2 erlauterten
Anstieg der IL-3 Konzentration mit steigender Krankheitsaktivitat und der hier
beschriebenen Zunahme Basophiler Granulozyten mit erhohter Aktivitat der RA
schlieBen. Schneider E et al. zufolge besitzen Basophile Granulozyten wiederum
bedeutende immunmodulatorische Funktionen, zu denen unter anderem die
Produktion von IL-3 gehort. (60) Basophile Granulozyten werden somit einerseits
durch IL-3 zum Wachstum angeregt (64) und sind andererseits auch selbst zur IL-3
Produktion befahigt (62). Moglicherweise tragen die Basophilen Granulozyten in

einem bestimmten Ausmalfd auch zur IL-3 Produktion im Rahmen der RA bei.
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4.12  Veranderung von Zellzahlen im peripheren Blut mit
steigender Krankheitsaktivitat

In dieser Arbeit konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen bezuglich der Zellzahlen nachgewiesen werden. Untersucht wurden die
Zellzahlen von CD4* und CD8* T-Zellen, Monozyten, plasmazytoiden Dendritischen

Zellen und Eosinophilen Granulozyten.

Lediglich bei den CD19* B-Lymphozyten wurde ein kontinuierlicher Abfall der Zellzahl
mit steigender Krankheitsaktivitat gemessen, wobei diese Patienten kein Rituximab
erhalten hatten. Die Unterschiede zwischen den Gruppen zeigten sich zum Teil auch
signifikant (Abb. 22). Durch Weber GF et al. konnten B-Zellen zumindest im
Mausmodell als Quelle von IL-3 identifiziert werden. (56) Ein in dieser Arbeit jedoch
nachgewiesener Abfall der Anzahl CD19* B-Zellen mit steigender Aktivitat der RA bei
ansteigenden IL-3 Konzentrationen wirde einer starken B-Zell-abhangigen IL-3

Produktion jedoch widersprechen.

Im Zuge dieser Arbeit wurde auch die Anzahl von B-Zellen bei Patienten mit
unterschiedlich starker Aktivitdt der RA unter Gabe von Rituximab mit denen ohne
Rituximab-Gabe verglichen (Abb. 23). Trouvin AP et al. beschrieben Rituximab als
monoklonalen anti-CD20-Antikérper, welcher eine Depletion der CD20* B-Zellen
sowie auch der CD19* B-Zellen herbeifiihrt. (80) Davon ausgehend konnte im
Rahmen der extrazellularen Farbung (Abb. 23) bei RA Patienten unter Gabe von
Rituximab innerhalb der vergangenen 12 Monate eine niedrigere Anzahl CD19* B-
Zellen verglichen mit Patienten ohne Rituximab-Gabe gemessen werden. Die
Unterschiede zwischen den Patienten mit niedriger bzw. moderater Aktivitat der RA
ohne Rituximab-Gabe und den an niedriger bzw. moderater Krankheitsaktivitat

leidenden Patienten, die Rituximab erhalten hatten, zeigten sich sogar signifikant.
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5 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es zu untersuchen, ob Patienten mit Rheumatoider Arthritis im
Vergleich zu gesunden Probanden unterschiedliche IL-3 Konzentrationen im
peripheren Blut aufweisen sowie gegebenenfalls dessen Effekte nachzuweisen.
Begleitend wurde die Korrelation der IL-3 Rezeptor-Expression auf verschiedenen

Zelltypen mit der Starke der Krankheitsaktivitat untersucht.

Um herauszufinden, ob RA Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen mehr IL-3
produzieren und/oder mehr IL-3 produzierende Zellen in inrem Blut aufweisen, wurden
PBMCs aus dem Vollblut aufgereinigt und mittels intrazellularer Farbung fur IL-3 die

IL-3 produzierenden Zellen durchflusszytometrisch beurteilt und quantifiziert.

Zudem wurden PBMCs von RA Patienten und Kontrollen mit anti-CD3 Antikdrpern fur
drei Tage aktiviert und im Zellkulturiberstand mittels ELISA die IL-3 Freisetzung
gemessen. Hierbei zeigte sich eine signifikante Zunahme der IL-3 Freisetzung mit der
Krankheitsaktivitat. Dies korrelierte positiv mit der Zunahme der IL-3 positiven Zellen
mit steigender Krankheitsaktivitat. Uberraschenderweise konnte bei zunehmender
Krankheitsaktivitat vor allem eine IL-3 Produktion durch CD8* T-Zellen nachgewiesen

werden.

Um den Einfluss von IL-3 auf seinen Rezeptor nachzuweisen, wurde sowohl die
Expression der a-Kette des IL-3 Rezeptors (CD123) sowie die Expression der (3-
Untereinheit (CD131) durchflusszytometrisch untersucht. Hierzu wurde in einem
Vorexperiment humanes Vollblut mit unterschiedlichen Konzentrationen von
humanem IL-3 vorbehandelt und anschliel3end extrazellular gefarbt. Hier konnte eine
Herunterregulation von CD131 bei Basophilen Granulozyten und plasmazytoiden

Dendritischen Zellen unter steigenden IL-3 Konzentrationen beobachtet werden.

Bei den RA Patienten konnte man eine Herunterregulation von CD123 ebenso bei
Basophilen Granulozyten sowie plasmazytoiden Dendritischen Zellen unter
steigenden IL-3 Konzentrationen und damit korrelierender zunehmender

Krankheitsaktivitidt beobachten.

Zudem wurde neben IL-3 auch die Expression der Zytokine IL-2 sowie IL-17 bei RA

Patienten untersucht. Hier kam es unter den CD4* T-Zellen zu einem kontinuierlichen
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Abfall der IL-2* Zellen bei steigender Krankheitsaktivitat. Im Gegensatz dazu wurde
unter den CD8* T-Zellen ein kontinuierlicher Anstieg der IL-2* Zellen mit zunehmender

Krankheitsaktivitat beobachtet.

Lediglich sehr wenige der CD4" und CD8" T-Zellen waren insgesamt tiberhaupt positiv
far 1L-17.

Dariiber hinaus stehen einige weitere Zellpopulationen mit der Rheumatoiden Arthritis
in Verbindung. Im Zuge dieser Arbeit wurde die Anzahl von Monozyten,
plasmazytoiden Dendritischen Zellen, Eosinophilen Granulozyten sowie B-Zellen im

peripheren Blut mithilfe der extrazellularen FACS-Farbung bestimmt.

Hierbei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bezuglich der Zellzahlen im
peripheren Vollblut. Lediglich bei den CD19* B-Zellen kam es zu einem zunehmenden
Abfall der Zellzahl mit steigender Krankheitsaktivitat. Bei der Patientengruppe, die kein
Rituximab erhalten hatte, konnte eine hthere Anzahl an CD19* B-Zellen beobachtet
werden, verglichen mit RA Patienten gleicher Krankheitsaktivitat, welche innerhalb der

vergangenen 12 Monate Rituximab erhalten hatten.

Mit dieser Arbeit konnte somit die wichtige Rolle von IL-3 im Krankheitsprozess der
RA nachgewiesen werden. Méglicherweise stellt die Hemmung von IL-3 somit einen

neuen therapeutischen Ansatz zur zukinftigen Behandlung der RA dar.
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