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1 Einleitung

1.1 Systemischer Lupus erythematodes

1.1.1 Definition und Epidemiologie des Systemischen Lupus erythematodes

Der Systemische Lupus erythematodes (SLE) ist eine komplexe, chronische
Autoimmunerkrankung aus dem rheumatologischen Formenkreis (1, 2). Er wird den
Kollagenosen zugeordnet und ist durch die Produktion von Autoantikdrpern gegen
Zellkernbestandteile ~ (ANAs=  Anti-nuclear-Antibodys), die  Aktivierung  des
Komplementsystems sowie die Ablagerung von Immunkomplexen charakterisiert. Dies fiihrt
zur Entwicklung gewebeschéadigender Entziindungen und ist prinzipiell in allen Organen des
Korpers moglich, was die vielfaltigen klinischen Manifestationen erkléart. Zu den typischen
Symptomen gehoren Arthralgien und Hautmanifestationen, wie das Schmetterlingserythem.
Klassischerweise verlauft der SLE in Schiben und Remissionen, wobei als wichtigster

Prognosefaktor fur den Erkrankungsverlauf die Nierenbeteiligung gilt (3-5).

Die Pravalenz des SLE schwankt zwischen 20-70 Erkrankten pro 100.000 Einwohner. Im Jahr
2002 waren es in Deutschland 36,7 Patienten pro 100.000. Die Inzidenz betrégt 1-10/100.000
Personen pro Jahr. Die Zahl der Neuerkrankten im Jahr 2002 belief sich auf circa 30.000 (2,
6). In der Geschlechterverteilung der Betroffenen zeigt sich eine klare Dominanz bei Frauen.
Es erkranken vor allem junge Frauen im gebarfahigen Alter. Der Altersgipfel fur
erstdiagnostizierte Frauen liegt bei 15-44 Jahren. Man spricht von 80-90% Frauenanteil unter
den Patienten, die Frau-Mann-Ratio im gebarfahigen Alter liegt laut Danchenko et al. sogar
bei 12:1 (7, 8).

Auch in der Ethnizitat zeigen sich groRe Differenzen. Der SLE kommt in der
afroamerikanischen und asiatischen Bevdlkerung 2-4 Mal haufiger vor als bei Kaukasiern.
Die Erkrankung weist auch abstammungsbedingte Unterschiede in der phanotypischen
Expression auf. Das lasst auf eine Beteiligung von Genetik und Umweltfaktoren an der
Pathogenese schlieBen. Die 5-Jahres Uberlebensrate liegt bei circa 90% (2, 7).



1.1.2 Pathogenese des SLE
Die Hintergriinde der Atiologie des SLE sind nicht vollstandig geklart. Man nimmt jedoch

eine multifaktorielle und hochkomplexe Genese der Autoimmunerkrankung an. Zu den
beteiligten Faktoren gehdren genetische Pradisposition und Stérungen im angeborenen und
erworbenen Immunsystem im Setting von beeinflussenden Umweltfaktoren wie

Sonnenlichtexposition oder Infektionen (7, 9).

Der immunologischen Dysregulation beim SLE liegt der Verlust der Selbsttoleranz zu
Grunde. Verschiedene Stimuli wie beispielsweise UV-Strahlung bei Keratinozyten treiben
Zellen in Apoptose, wodurch nukleare Antigene freigesetzt werden. Die Clearance dieser
apoptotischen Zellen ist bei an SLE Erkrankten gestort, sodass Zelltrimmer nur unzureichend
entfernt werden (10, 11). Eine Hypothese besagt, dass Immunzellen die Zellkernbestandteile
als Viruspartikel interpretieren und eine autoimmune Entziindungsreaktion in Gang setzen
(12). Autoantikdrper binden die aus dem Zellkern freigesetzten Antigene und bilden so
Immunkomplexe, die im Kdorper zirkulieren und sich potentiell in jedem Gewebe ablagern
konnen. Dadurch wird eine lokale Entziindungsreaktion ausgeltst, die die Organe ernsthaft
schadigen kann (3, 13).

In Studien wurden laut Choi et al. rund 30 verschiedene Genloki identifiziert, die an der
Pathogenese des SLE beteiligt sein kénnen (14). Darunter sind beispielsweise HLA (Humane
Leukozytenantigene) Klasse Il Gene, ITGAM (Integrin Subunit Alpha M), welches mit
Oberflachenproteinen auf Leukozyten assoziiert ist, sowie Gene, die fiir den
Komplementfaktor C1q kodieren. Der SLE weist auBerdem eine starke familidre Konkordanz
auf (3, 15).

An der generierten Immunantwort und der aberranten polyklonalen Autoimmunitat wirken
besonders plasmazytoide Dendritische Zellen (pDCs), T-Helfer-Zellen (Tp-Zellen), B-Zellen
und Plasmazellen mit (16). AuBerdem weisen Lupus Patienten ein spezifisches
Expressionsmuster fur Zytokine auf. Die dysregulierte Zytokinproduktion fuhrt zu erhohten
Werten fiir [FNa (Interferon-a), IFNy, IL-6 (Interleukin-6), 1L-10, IL-17 und IL-21 sowie zu
verminderten IL-2 Konzentrationen im Patientenserum. Die gesteigerte Freisetzung von IL-6
und IFNa ist dabei mit der Krankheitsaktivitit assoziiert (3, 17). In den letzten Jahren konnte
der IFN Typ 1 Zytokin-Familie und insbesondere dem Vertreter IFNa eine solch bedeutende
Rolle in der Pathogenese nachgewiesen werden, dass man heute von einer ,,JFNo Signatur®
spricht (18). Die T-Zellen von SLE Patienten zeigen einen spezifischen und dysfunktionalen

Phéanotyp. Einerseits aktivieren sie die B-Zellen zu einer vermehrten Antikdrperproduktion,
9



weisen jedoch andererseits gleichzeitig eine verminderte zytotoxische und regulatorische
Funktion auf (19). Besonders die Ty-Zellen haben Einfluss auf die Immunantwort. CD4™ Ty 1-
Zellen setzen proinflammatorische Mediatoren wie IFNy frei, wodurch mehr Immunzellen
angelockt werden. Tp2-Zellen sind am Isotyp Switch von Antikdrpern (AK) und somit an der
Produktion hochaffiner autoantigener ANAs beteiligt. T,17-Zellen setzen IL-17 frei, was
neben der Rekrutierung von Neutrophilen Granulozyten und Monozyten auch die
Aktivierung, Differenzierung und Proliferation von B-Zellen unterstitzt (3, 20). Des Weiteren
konnen im Serum der Lupus Patienten erhohte Level des B-Zell-Surviving-Faktors BLYS (B-
Lymphozyten Stimulator), auch als BAFF (B-Zell-Aktivierungs-Faktor) bezeichnet,
nachgewiesen werden. BLyS ist ein Ligand der TNF-Familie (Tumornekrosefaktor-Familie)
und wichtig fur die B-Zell Homdéostase. Hohe Werte des Faktors sorgen fur eine verminderte
B-Zell Selektion. Dadurch kdnnen grofle Mengen der Antikorper produziert werden, was
Exazerbationen im Erkrankungsverlauf auslésen kann (21). Das vermehrte Aufkommen von
BAFF geht mit einer erhéhten Krankheitsaktivitat einher (22).

Zu den bereits erwdhnten Umweltfaktoren, die Einfluss auf die Pathogenese des SLE haben,
gehdren unter anderem der soziodkonomische Status und die Ethnizitdt des Patienten (2),
Nikotinkonsum (9), die Exposition von Silicium-Oxiden, Quecksilber und Pestiziden sowie
Infektionen mit beispielsweise dem Epstein-Barr-Virus (8). Die klare weibliche Pradominanz
in der Geschlechterverteilung der SLE Patienten (siehe 1.1.1.) macht einen Einfluss von
Geschlechtshormonen wie Ostrogen wahrscheinlich (23). Fiir einige Medikamente wurde eine
Assoziation mit SLE nachgewiesen. lbuprofen, dstrogenhaltige Kontrazeptiva und andere
Préaparate konnen den bestehenden Lupus exazerbieren (24). Der Medikamenten-induzierte
SLE st vor allem auf die Einnahme des Antihypertensivums Hydralazin und des

Antiarrhythmikums Procainamid zurickzufiihren (25).

Amital et al. wiesen in ihren Untersuchungen einen signifikanten, inversen Zusammenhang
der SLE Aktivitadt mit den Vitamin-D Konzentrationen im Patientenblut nach. Dies lasst eine
Beteiligung der Vitamin-D Insuffizienz an der Pathogenese vermuten (26). Unterstutzt wird
diese These durch die nachgewiesenen Effekte auf das Immunsystem, die das Vitamin
aufweist. Zu diesen z&hlen die verminderte Expression von Tp-Zellen und Zytokinen, die
Inhibition Dendritischer Zellen sowie die Verhinderung der B-Zell Proliferation (27).
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1.1.3 Klinik des SLE

Der SLE présentiert sich Klinisch zundchst mit den typischen Allgemeinsymptomen einer

Autoimmunerkrankung wie Mudigkeit, Fieber und ungewolltem Gewichtsverlust (28). In 64-
91% der Falle weisen Lupus Patienten Arthritiden auf, wobei besonders die kleinen Gelenke
der Hande und Handgelenke betroffen sind. Die Arthritiden beim Lupus sind typischerweise
symmetrisch und nicht destruktiv (28, 29). Andere muskuloskelettale Manifestationen sind
Myalgien und Tendovaginitiden. Bei circa drei Viertel der Erkrankten kommt es zu
Hautirritationen wie dem typischen Schmetterlingserythem, das sich symmetrisch Uber Nase
und Wangen ausbreitet, Alopezie oder Photosensitivitdt. Sehr haufig ist auflerdem die
Beteiligung der Nieren, die sogenannte Lupusnephritis (siehe 1.1.4.). Betroffen ist oftmals
auch das zentrale Nervensystem, was sich durch eher unspezifische Symptome wie
Kopfschmerzen, kognitive Defizite oder epileptische Anfélle &duRert. Eine Beteiligung des
kardiovaskularen Systems kann sich in Form der Lupus-typischen Libman-Sachs-
Endokarditis, Perikarditiden oder arteriosklerotischen Gefalverédnderungen zeigen. Weitere
haufige Symptome beim SLE sind das Raynaud-Syndrom, Pleuritiden und hamatologische
Beschwerden wie Anamien (1, 29, 30). Auch zerebrovaskuldre Manifestationen, darunter

Schlaganfélle und Sinusvenenthrombosen, sind nicht untypisch (31).

Eine schwere Komplikation des SLE ist die Entwicklung eines sekundaren
Antiphospholipidsyndroms. Dabei kommt es zu vendsen und arteriellen Thrombosen sowie
habituellen Aborten. Fur das Syndrom typische Antikorper sind das Lupus Antikoagulanz,
Anti-Cardiolipin-AK sowie Anti-32-Glykoprotein-AK (32). Schwangere Patientinnen haben
ein hoheres Risiko fur Praeklampsie und Fruhgeburtlichkeit (8). Da die lIgG-Antikdrper
transplazentar auf den Fétus Ubertragen werden, kann es bei Neugeborenen zum sogenannten
neonatalen Lupus erythematodes kommen. Sie weisen die Lupus-typische Dermatitis auf, in
schweren Féllen kann es auch zum kongenitalen Herzblock kommen (33).

Zur Diagnosestellung werden hédufig zwei Klassifikationssysteme verwendet. Nach dem
American College of Rheumatology miissen 4 von 11 Kriterien fiir die Diagnose SLE erfullt
sein. Da hierbei jedoch nicht die Antikorper analysiert werden, kommt es haufig zu
Uberschitzungen. Deshalb werden gleichzeitig oft die Klassifikationskriterien der SLICC

(Systemic Lupus international collaborating Clinics) angewandt (30, 34).

Zu den Autoantikdrpern beim SLE gehdren neben den ANAs auch Anti-ds-DNA-AK, Anti-
ss-DNA-AK, Antikorper gegen Histone und Nukleosomen sowie Anti-Sm-AK, Anti-RNP-

AK und Anti-C1g-AK. Um ein sekundares Sjogren-Syndrom auszuschlief3en, werden zudem
11



die Anti-SSA/Ro-AK und Anti-SSB/La-AK bestimmt (35). Weitere flir den Lupus typische
Laborwerte sind ein normwertiges CRP, ein erhohtes Erythrozyten-Sediment, Zytopenien
sowie erniedrigte Komplementfaktoren C3 und C4 (28, 30).

Ebenfalls wichtig ist die Uberwachung der Vitamin D Konzentration im Blut. Zahlreiche
Studien haben belegt, dass diese bei SLE Patienten trotz Supplementierung haufig insuffizient
ist. Betroffenen wird von UberméaRiger UV-Exposition abgeraten, da diese als potentieller
Trigger fur einen Schub gilt. Nachdem die Vitamin D Defizienz mit Risikofaktoren wie
Osteoporose einhergeht, sollten die Spiegel regelmdRig gemessen und bei Bedarf

ausgeglichen werden (36-38).

Fur eine genaue Erfassung der Krankheitsaktivitat stehen verschiedene standardisierte
Messverfahren zur Verfugung. Dabei werden zahlreiche klinische und laboranalytische
Parameter abgefragt, die mit entsprechenden Punkten unterschiedlich bewertet werden. Die
erreichte Gesamtpunktzahl ergibt einen bestimmten Score. Die folgende Tabelle listet die am
h&ufigsten verwendeten Systeme (28, 39).

BILAG British Isles Lupus Assessment Group Index

ECLAM European Consensus Lupus Activity Measurement
SLAM Systemic Lupus Activity Measure Index

SLEDAI Systemic Lupus erythematosus Disease Activity Index

SLICC/ACR Systemic Lupus International Collaborating Clinics/ American College of
Rheumatology Damage Index

Tabelle 1: Scoring Systeme zur Erfassung der Krankheitsaktivitat beim SLE

1.1.4 Lupusnephritis

Rund 40-80% der SLE Patienten entwickeln im Verlauf eine Beteiligung der Nieren. Die
Lupusnephritis (LN) tragt entscheidend zur Morbiditat und Mortalitat der Betroffenen bei (40,
41). In einem Drittel der Falle kommt es zum Verlust einer Niere (42). Zirkulierende
Immunkomplexe lagern sich in den Gefalmembranen der Glomeruli ab und aktivieren das
Komplementsystem. Sie setzen die autoimmune Entziindungsreaktion in Gang und es kommt
zur Schadigung des Gewebes (3). Dabei sind besonders haufig Komplexe aus Anti-dsDNA-
AK, die an Nukleosomen gebunden haben (43). Fur Anti-Nukleosomen-AK und auch Anti-
C1g-AK wurde eine starke Assoziation mit der Krankheitsaktivitat bestatigt, weshalb die

Nutzung dieser als serologische Marker flr die Progression des SLE diskutiert wird (44). Eine
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andere Theorie postuliert die Kreuzreaktion der Autoantikdrper mit bestimmten Proteinen in
der Niere wie beispielsweise a-Actinin, welches fir die Aufrechterhaltung der Podozyten
Funktion wichtig ist. Diese Reaktion soll einen direkten Schaden auf die renalen Zellen
austiben (45).

Die Lupusnephritis zeigt sich anhand folgender Symptome (35):

Klinisches Symptom der LN Haufigkeit in %
Proteinurie 100
Nephrotisches Syndrom 45-65
Erythrozytenzylinder 10
Mikroskopische Hamaturie 80
Makroskopische Hamaturie 1-2

Reduzierte Nierenfunktion 40-80

Akutes Nierenversagen 1-2
Hypertension 15-50
Hyperkaliamie 15

Tabelle 2: Klinik der Lupusnephritis

Um die Lupusnephritis frihzeitig diagnostizieren zu konnen, sollte routinemaRig die
Untersuchung des Serum-Kreatinin-Wertes, des Urinstatus, des Urinsediments, des 24-
Stunden-Sammelurins sowie der Kreatinin-Clearance erfolgen (30, 35). Eine Biopsie ist im
Falle einer Nierenbeteiligung unumgénglich, um den histologischen Grad der Lupusnephritis
genau bestimmen zu konnen. Dieser ist entscheidend fir das Therapiekonzept (41). Die
Lupusnephritis betrifft besonders die Glomeruli. Es kann zu mesangialer Hyperzellularitat,
Destruktion der Kapillarwande sowie Halbmondbildung kommen. Die WHO teilt die
Lupusnephritis in sechs Klassen ein. Die International Society of Nephrology und die Renal
Pathology Society (ISN/RSP) haben die WHO-KIassifikation mittlerweile aktualisiert (46).
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Klasse Beschreibung
I Minimale mesangiale LN

I Mesangial proliferative LN

Il Fokale LN

v Diffus segmentale oder globale LN
\ Membrandse LN

VI Fortgeschritten sklerosierende LN

Tabelle 3: ISN/RSP Klassifikation der Lupusnephritis

1.1.5 Therapie des SLE

Um irreversible Organschdden zu verhindern, ist eine schnelle und gezielte

Therapieeinleitung beim SLE unerlésslich. Die Behandlung wird meist mit nicht-steroidalen
anti-inflammatorischen Medikamenten (NSAIDs= non-steroidal anti-inflammatory Drugs)
sowie Glucocorticoiden begonnen. AuBerdem kommen zur Induktionstherapie die
Antimalariamittel Chloroquin bzw. Hydroxychloroquin hinzu. In schweren Fallen mit
Organbeteiligung, bei Nichtansprechen auf die genannten Mittel oder aber wenn die Dosis der
Steroide nicht ausreichend ausgeschlichen werden kann, kommen unspezifische
Immunsuppressiva wie Azathioprin, Cyclophosphamid, Mycophenolat-Mofetil, Tacrolimus
und Ahnliche zum Einsatz (3, 30). Die Mehrzahl dieser Medikamente greift in den Zyklus der
Zellteilung ein und wirkt so zytotoxisch (9). Durch Corticosteroide lasst sich die
Krankheitsaktivitat bei milden Verlaufen gut kontrollieren. Aufgrund der teils schweren
Nebenwirkungen wie der Osteoporose ist die Langzeitanwendung als Erhaltungstherapie
jedoch kritisch zu betrachten (47). Chloroquine bewirken die Erhéhung des pH-Wertes in
intrazellularen Vakuolen und die posttranslationale Modifizierung von Proteinen im Golgi-
Apparat. Dadurch wird die Préasentation von Peptiden tber MHC 11 Komplexe inhibiert, was
die Immunreaktion auf autoantigene Proteine vermindert (48). Die Antimalariamittel
verhindern Krankheitsschiibe und wirken sich positiv auf das Langzeitiiberleben der Patienten
aus. AulRerdem schitzen sie in gewissem Male vor dauerhaften Organschaden und
thrombotischen Ereignissen. Es wird empfohlen, jeden Patient unabhdngig von der

Krankheitsschwere langfristig mit Chloroquinen zu behandeln (49).

Durch umfassende Forschungen und ein immer hoheres Verstandnis der Atiopathogenese des
SLE ergeben sich neue Ansatzpunkte fir Medikamente, insbesondere Biologika. Diese

konnen zielgerichteter und spezifischer wirken als die meisten bisher eingesetzten Praparate
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(50). Sie richten sich gegen einzelne Zytokine wie IL-6, Tumor-Nekrose-Faktoren oder
Interferone und inhibieren T- und B-Zellen (51). Ein Antikorper, der in zwei randomisiert
kontrollierten Studien bereits vielversprechende Ergebnisse erzielte und von der FDA (Food
and Drug Administration) und der European Medicines Agency fur die Therapie des Lupus
zugelassen wurde, ist Belimumab (52). Es handelt sich dabei um einen monoklonalen
Antikorper gegen BLYS. Er bindet mit hoher Affinitat und wirkt depletierend auf B-Zellen
(53). Belimumab verringert signifikant die Level an Autoantikorpern, die H&aufigkeit von

Krankheitsschiiben sowie die erforderliche Dosis an Corticosteroiden (54, 55).

Ebenfalls richtungsweisend ist die Entwicklung von Janus-Kinase-Inhibitoren (JAK-
Inhibitoren) wie Tofacitinib. Diese fanden urspringlich Einsatz in der Hamatoonkologie,
werden jetzt allerdings auch fur die Therapie rheumatologischer Erkrankungen wie dem SLE
getestet (56, 57).

Wichtig ist zudem die Therapie der Komorbiditaten, die mit dem Lupus einhergehen. Ein
sekundares Antiphospholipidsyndrom benétigt aufgrund des Risikos fur thrombotische
Ereignisse eine antikoagulatorische Behandlung. Um das Risiko einer Osteoporose zu
verringern und die Homdoostase der Knochen aufrecht zu erhalten, sollten die Patienten mit

Calcium, Vitamin D und eventuell Bisphosphonaten therapiert werden (30, 38).

1.2 Psoriasis-Arthritis

1.2.1 Definition und Epidemiologie der Psoriasis-Arthritis

Die Psoriasis-Arthritis (PsA) stellt sich als progressive Gelenkentziindung dar, die besonders
Hénde, FiRe und Wirbelsdule betrifft. Gleichzeitig leiden die Patienten an der entziindlichen
Hauterkrankung Psoriasis vulgaris. Es handelt sich bei der PsA um eine chronische,
immunvermittelte Erkrankung, bei der hdufig Rezidive auftreten. Ohne addquate Therapie
kann es zu schwerwiegenden Verldufen kommen, die die betroffenen Gelenke irreversibel
deformieren und destruieren. Im Unterschied zur Rheumatoiden Arthritis, bei der es sich
ebenso um eine entziindliche Gelenkerkrankung handelt, sind die Rheumafaktoren im Blut
der PsA Patienten meist negativ (58, 59). Frauen und Manner erkranken gleich haufig an der
PsA. Der Haufigkeitsgipfel liegt zwischen dem 30. und 55. Lebensjahr (60). Die ersten
Symptome der PsA sind oftmals unspezifisch. Zudem findet die Weitervermittlung von
Psoriasispatienten, die erste Anzeichen einer Gelenkbeteiligung aufweisen, an die

Rheumatologie haufig verzogert statt. Deswegen erweist sich die Diagnosestellung immer
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noch als schwierig und es wird von einer hohen Dunkelziffer ausgegangen (60). Die
Datenlage zur Epidemiologie der PsA ist deshalb liickenhaft und sehr variabel. Nach
Gladman et al. weisen 2-3% aller Menschen entzindliche Arthritiden auf, unter
Psoriasispatienten seien es 6-42% (61). Andere Studien beschreiben, dass circa ein Funftel
aller Menschen mit Psoriasis auch an Psoriasisarthritis leidet (62). In der Gesamtbevolkerung
wird laut Gladman et al. eine Prévalenz der PsA von 1% angenommen (61). McArdle,
Pennington und FitzGerald berichten von nur 0,25% Betroffenen (63). Beziiglich der
Inzidenz werden Zahlen zwischen 3,4 und 8/100.000 berichtet, wobei man hier von

Unterschatzungen ausgeht (61).

1.2.2 Pathogenese der PSA

Auch die exakte Pathogenese der PsA ist bis heute nicht abschlielRend erforscht. Beteiligt sind

genetische und immunologische Faktoren sowie verschiedene Umwelteinfliisse, die auf
unterschiedliche Weise zur Krankheitsentstehung beitragen (64). Man vermutet, dass die PSA
durch einen noch unbekannten Umweltfaktor getriggert wird, der in genetischen
pradisponierten Patienten zur Entwicklung einer autoimmunen Entziindungsantwort fuhrt
(65).

Mehrere Faktoren wurden identifiziert, die zur Krankheitsentstehung beitragen koénnen.
Positive Assoziationen wurden nachgewiesen fur die Rételnimpfung, rezidivierende orale
Ulzerationen, bestimmte Infektionen, unter anderem auch HIV (Humanes Immundefizienz-
Virus), sowie fur Verletzungen und Knochenbriche, die eine Behandlung im Krankenhaus
erforderten. Dabei wies ein vorausgegangenes Trauma die starkste Verknupfung mit der
Entwicklung der PsA auf (66, 67). Auch Adipositas stellt einen Risikofaktor dar. Dies hangt
vermutlich mit den erhohten Werten von inflammatorischen Zytokinen zusammen, die
ubergewichtige Menschen ebenso wie Psoriasis Patienten aufweisen (68). Bei PsA Erkrankten
konnte eine erhdhte Pravalenz von einer Reihe weiterer Merkmale wie dem metabolischen
Syndrom, Diabetes mellitus, Dyslipidamie und Hypertension festgestellt werden. Das lasst

eine Beteiligung auch dieser Faktoren an der Krankheitsentstehung vermuten (59).

In mehreren Familien- und Zwillingsstudien wurde eine starke genetische Suszeptibilitat for
die PsA nachgewiesen (67). Eine positive Familienanamnese stellt vor allem bei Verwandten
ersten Grades einen eindeutigen Risikofaktor dar (69). Nach FitzGerald et al. weisen 15% der

Familienmitglieder eines Indexpatienten mit PsA dieselbe Diagnose auf. 30-45% sind an einer
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Psoriasis erkrankt (70). Bislang konnte noch kein PsA spezifisches Antigen bzw.
Autoantikdrper identifiziert werden. Allerdings wurden einige Gene entdeckt, die fir die
autoinflammatorische Immunantwort kodieren (64). Dazu gehdren besonders die HLAs der
Haupthistokompatibilitatskomplexe (MHC) der Klasse 1. Dabei spielen vor allem HLA-B*27
und HLA-CwO0602 als genetische Risikofaktoren eine wichtige Rolle. Sie sind mit bestimmten
Phénotypen der Erkrankung assoziiert (61, 69—71). Eine Hypothese lautet, dass die Gene
durch Mikrotraumata an Enthesen, also den Ansatzbereichen von Sehnen und Bé&ndern am
Knochen, oder durch Dysbiose der Haut oder Schadigung der Keratinozyten aktiviert werden.
Sie kodieren fiir bestimmte Peptide, auf die wiederum das Immunsystem z.B. in Form von
Angiogenese, T-Zell Infiltration und Zytokinfreisetzung reagiert. Diese Immunantwort fihrt
letztlich zur Entstehung von Enthesitis, Synovitis und einer verdnderten Knochen-
Homoostase (64, 70-72).

In betroffenen Haut- und Gelenkbiopsien lassen sich vor allem lymphozytare Infiltrate
aktivierter CD4" und CD8" T-Zellen identifizieren (73). Im Synovialgewebe und der
Gelenkflissigkeit finden sich vor allem klonal exprimierte CD8" T-Zellen (70). AuBerdem
weisen die Gewebeproben erhéhte Werte inflammatorischer Zytokine wie beispielsweise
TNFa, IFNy, IL-1R, I1L-6, IL-10, IL-12 oder IL-18 auf. Viele dieser Zytokine sorgen fiir eine
Hochregulierung von Chemokinen und Zelladhédsionsmolekilen, die daraufhin die
Einwanderung weiterer Immunzellen in das entzlindete Gewebe initiieren (71, 74). Einige
Zytokine wie TNFa und IL-18 bedingen die vermehrte Produktion von Matrix-
Metalloproteinasen durch Makrophagen. Diese flihren zu Zerstérung des Gelenkknorpels und
uberschieRender Vaskularisierung. TNFs sind auflerdem an der Differenzierung
osteoklastischer Vorldauferzellen, der Infiltration ausgereifter Osteoklasten in entzlindetes
Gewebe und somit auch an der Zerstérung des Knochens beteiligt (71).

Eine weitere wichtige Rolle in der Pathogenese der PSA nimmt die Tp17/IL-23 Achse des
erworbenen Immunsystems ein. Die im Jahr 2005 entdeckten Tpl17-Zellen scheinen eine
Schlusselrolle in der Entstehung von Autoimmunerkrankungen zu spielen. Dendritische
Zellen in der erkrankten Haut produzieren IL-23. Dadurch werden Ty17-Zellen zur
Produktion von IL-17 angeregt. Dies wiederum hat diverse proinflammatorische Effekte wie
die Freisetzung von IL-12 und anderen Zytokinen, welche wiederum Ty1-Zellen und weitere
Immunzellen stimulieren und rekrutieren. So wird die Progression der Autoimmunerkrankung
vorangetrieben (74-76). SNPs (Single Nucleotid Polymorphismen) in den Genen IL-23R und
IL-12B, welches fiir eine Untereinheit des Liganden des IL-23 Rezeptors kodiert, werden mit

der Pradisposition der Psoriasis und auch der PsA assoziiert (65, 75).
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Der genaue Zusammenhang der Gelenkbeteiligung und der Hauterkrankung ist bislang unklar
(77). Ein erhohtes Risiko flr die Entstehung der PsA bei vorbestehender Psoriasis stellen die
Beteiligung der Nédgel mit Onycholyse und der Befall der Kopfhaut sowie der Haut der
Interglutealfalte dar. Das Risiko ist ebenfalls hoher, je groRer die betroffenen Hautareale sind
(69).

1.2.3 Klinik der PsA
Die peripheren Arthritiden duBern sich in Form von schmerzenden und steifen Gelenken.

Héufig sind Finger und Zehen geschwollen und in ihrer Beweglichkeit eingeschréankt. Wenn
dabei jeweils der gesamte Strahl betroffen ist, spricht man von einer Daktylitis. Die
Entzlindung kann ebenfalls die Synovia, Sehnen und Enthesen, befallen (58). Patienten leiden
oftmals unter ausgepréagter Morgensteifigkeit, die langer als 30 Minuten anhalten kann, sich
aber durch Bewegung verringert (62). Die Gelenkentziindungen kénnen sehr unterschiedliche
Befallsmuster aufweisen. Neben distaler Arthritis, asymmetrischer Oligoarthritis,
symmetrischer Polyarthritis und Spondyloarthritis, kdnnen auch Ossifikationen, Osteolysen
sowie Mischformen auftreten (69). In besonders schweren Féllen kann es durch die
Knochenresorption zur Verkirzung der Finger oder sogar zur Entstehung der sogenannten
,» Leleskopfinger kommen. Durch die knochernen Verwachsungen der Gelenke kann
auBerdem das Rontgenphianomen ,,Pencil-in-cup* entstehen (61). Dabei trifft die osteolytisch
zugespitzte Phalanx media auf die destruktiv erweiterte Gelenkflache der distalen Phalanx,
was dem Bild eines Stifts, der in einer Tasse liegt, ahnelt. Auf den psoriatisch betroffenen
Hautarealen zeigen sich scharf begrenzte erythematdse Plaques mit weillicher Schuppung.
Préadilektionsstellen sind hier die Streckseiten der Extremitaten, Ellbeugen, Knie, die behaarte
Kopfhaut sowie die Lumbosakralgegend (78). Haufig sind davon auch die Finger- und
FuBnagel betroffen. Weitere extraartikulare Manifestationen der PsA sind beispielsweise
Uveitiden (58). Hinzu kommen unspezifische Allgemeinsymptome wie Abgeschlagenheit und
Leistungsminderung. Die physischen Einschrankungen haben oftmals auch Auswirkungen auf
die psychische Verfassung der Betroffenen. Viele Patienten beklagen psychosoziale
Belastungen, Arbeitsunfahigkeit und eine verminderte Lebensqualitdt (60). Burden et al.
stellten in ihren Untersuchungen auRerdem eine Assoziation zwischen schweren Formen der
Psoriasisarthritis und einem erhohten Risiko fir kardiovaskuldre Erkrankungen, Depression

sowie Diabetes mellitus fest (62).
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Um die Diagnose PsA stellen zu kénnen, missen nach den CASPAR Kiriterien (Criteria of the
ClASsification of Psoriatic Arthritis) zusétzlich zu einer entzlindlichen muskuloskelettalen
Erkrankung (Gelenke, Wirbelsaule oder Enthesen) mindestens drei Punkte der in der

folgenden Tabelle dargestellten Symptome erflllt sein.

Symptom Punkte
Aktuelle Psoriasis

Psoriasis in der Anamnese

Psoriasis in der Familienanamnese
Nagelpsoriasis

Negative Testung auf Rheumafaktoren
Aktuelle Daktylitis

Daktylitis in der Anamnese

R T T e = =N O

Radiologischer Hinweis auf juxtaartikulére
Ossifikationen
Tabelle 4: CASPAR Kriterien fur die Diagnostik der PsA

Die CASPAR Kriterien haben dabei eine Spezifitat von 98,7% und eine Sensitivitdt von
91,4% (58).

1.2.4 Therapie der PsA
Die Therapie der PsA erfolgt abhdngig von der Schwere des Befundes. Bei gering

ausgepragten Arthralgien ohne objektivierbaren Nachweis einer Gelenkschwellung werden
Bewegungstherapie und die Einnahme von NSAIDs empfohlen. Obwohl die Datenlage zur
Effektivitat dieser Medikamente bei der PsA unzureichend ist und man um die potentiell
schadlichen Einflusse auf Nieren und Gastrointestinaltrakt weil3, werden NSAIDs aufgrund
guter klinischer Erfahrungen hdufig eingesetzt (79). Einige Patienten profitieren zudem von
den antientzundlichen Effekten durch Glucocorticoid-Injektionen in die betroffenen Gelenke.
Auf eine Langzeitbehandlung mit oralen Glucocorticoiden sollte wegen des hohen
Nebenwirkungspotenzials verzichtet werden (77).

Bei peripherer Arthritis oder Daktylitis kommen konventionelle krankheitsmodifizierende
antirheumatische Medikamente (DMARDs= Disease modifying antirheumatic Drugs) als

Basistherapie zum Einsatz (80). Hierzu z&hlen beispielsweise Methotrexat, das besonders bei
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schwerer Hautbeteiligung verwendet wird, Sulfasalazin, Cyclosporin, Azathioprin und
Leflunomid (62, 77). DMARDs konnen die Zerstorung der Gelenke reduzieren und die
Gelenkfunktion und -integritat aufrechterhalten (58). Wenn durch die Gabe mindestens eines
synthetischen DMARDSs keine ausreichende Besserung erzielt wird, kann die Therapie durch
ein biologisches DMARD ergéanzt werden oder ein Biologikum als Monotherapie eingesetzt
werden (80). Hierzu zdhlen TNFa-Inhibitoren, wie zum Beispiel Infliximab, Certolizumab,
Adalimumab oder Etanercept (77). EULAR (European League against Rheumatism),
GRAPPA (Group for Research and Assessement of Psoriasis and Psoriatic Arthritis) und die
American Academy of Dermatology empfehlen diese bei mittlerer bis schwerer PsA, die vor
allem die Wirbelséule betrifft und bei Nichtansprechen auf DMARDs. TNFa-Inhibitoren
beeinflussen das Immunsystem, indem sie die Aktivierung von T-Zellen und die Freisetzung

von proinflammatorischen Zytokinen durch T-Zellen und Makrophagen unterdriicken (58).

AuBerdem kann mit Biologika, die gegen weitere Interleukine gerichtet sind, therapiert
werden. Dabei werden besonders Ustekinumab und Secukinumab (IL-17A-Inhibitor)
empfohlen (80). Ustekinumab ist ein humaner IgGlk-AK gegen IL-12 und IL-23. Diese
Interleukine sind an der T,1/Tp17 Immunantwort beteiligt. Ty17-Zellen werden durch 1L-23
aktiviert, um IL-17 zu produzieren. Jenes aktiviert Dendritische Zellen, die IL-12 produzieren,
um damit wiederum Tyl-Zellen zu stimulieren (75). Neuere Biologika, die gegen IL-23
gerichtet sind, sind Guselkumab und Risankizumab. Weitere Immunsuppressiva, mit denen
die PsA therapiert werden kann, sind Abatacept, Apremilast und Tofacitinib (81). Beli
Abatacept handelt es sich um ein Fusionsprotein aus der extrazellularen Domane von CTLA-4
(Cytotoxic T-Lymphocyte-associated Protein 4) und dem modifizierten Fc-Teil von humanem
IgG1. Durch die kompetitive Bindung an die Zelloberflachenproteine CD80/CD86 wird der
CD28 abhéngige Weg zur Aktivierung von T-Zellen unterbunden. In der Folge werden
weniger proinflammatorische Zytokine durch T-Lymphozyten freigesetzt (73). Apremilast ist
ein Phosphodiesterase-4-Inhibitor, welcher die intrazellulare Menge an cAMP (zyklisches
Adenosin-Mono-Phosphat) erhoht. Dadurch wird die Produktion entziindlicher Proteine

gehemmt und die Ausschittung anti-inflammatorischer Proteine wie IL-10 erhoht (79).

Zur unterstiitzenden Behandlung der Psoriasis kdnnen topische Therapien wie Corticoid-
Salben oder Salizylsaure-Préparate verwendet werden. Bei schweren Hautbefunden kann auch
die Anwendung von Phototherapien mit Schmalband UVB-Licht oder UVA-Licht in

Kombination mit Psoralen erwogen werden (62).
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1.3 Granulomatose mit Polyangiitis

1.3.1 Definition und Epidemiologie der Granulomatose mit Polyanaqiitis

Die Granulomatose mit Polyangiitis (GPA), friher M. Wegener genannt, ist als eine
nekrotisierende Vaskulitis der kleinen und mittelgrolRen Gefdlle definiert. Sie ist durch das
Vorhandensein ~ von  Anti-Neutrophile-zytoplasmatischen  Antikdrpern ~ (ANCAS)
gekennzeichnet (82). Die Erkrankung gehort, ebenso wie die Mikroskopische Polyangiitis und
die Eosinophile Granulomatose mit Polyangiitis zur Gruppe der ANCA-assoziierten
Vaskulitiden (AAV) (83). Die Inzidenz der GPA liegt in Deutschland bei ca. 6-12
Neuerkrankungen/Millionen pro Jahr (84) mit einem Haufigkeitsgipfel bei 64-75 Jahren. Die
Erkrankung betrifft hauptsachlich hellhdutige Kaukasier, kann jedoch grundsétzlich bei
Menschen aller Ethnien und aller Altersgruppen auftreten (85). Die Geschlechterverteilung
der GPA ist zwischen Méannern und Frauen ausgeglichen (86). Die Prdavalenz der Vaskulitis
unterscheidet sich je nach geographischer Lage. So kommt die GPA in Nordeuropa
wesentlich haufiger vor, wobei die Mikroskopische Polyangiitis in den stdlichen Landern
Europas Ofter auftritt. Dies l&sst vermuten, dass die Entstehung der Erkrankung unter anderem
auf genetischen Dispositionen, die mit den spezifischen ethnischen Hintergriinden der

Betroffenen zusammenhéngen, beruht (87).

1.3.2 Pathogenese der GPA

Die genaue Atiologie der GPA ist bis heute unbekannt. Es wird jedoch eine multifaktoriell

bedingte Pathogenese der Krankheit angenommen. Neben dem Einfluss der Genetik und
verschiedener Umweltfaktoren spielen vor allem das angeborene und das erworbene
Immunsystem eine wichtige Rolle. Ein Hauptcharakteristikum der Erkrankung und deshalb
wegweisend in der Diagnosestellung, ist das Vorkommen von ANCAs im Serum (87). Dabei
erweisen sich 80-90% der Patienten als ANCA-positiv (82). Die Antikdrper werden in
priméren Granula von Neutrophilen Granulozyten sowie in Lysosomen von Monozyten
exprimiert. In den Granula der Neutrophilen befinden sich verschiedene antibakterielle
Proteine. ANCAs sind dabei vor allem gegen die Proteinase 3 (PR3) und die Myeloperoxidase
(MPQO) gerichtet. Bei der GPA kommen in drei Vierteln der Falle PR3-ANCAs vor,
wohingegen MPO-ANCAs hdaufiger bei den anderen Entitaten der AAVs zu finden sind (87).
Harper et al. konnten in einer Studie eine Korrelation der Titer der ANCAs im Serum von
GPA Patienten mit der Krankheitsaktivitdt belegen (88). Die Antikorper werden als
autoimmune Reaktion des Immunsystems auf vorher abgeschirmte Epitope anderer Proteine
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in Neutrophilen Granulozyten gebildet (82). Der GefalRschaden entsteht durch eine Interaktion
von Neutrophilen, ANCAs und den Endothelzellen der BlutgefaBe. Die durch
proinflammatorische Zytokine, wie zum Beispiel TNFa, bereits geprimten Neutrophilen und
Monozyten exprimieren unter anderem die Antigene PR3 oder MPO auf ihrer Zelloberflache.
An diese binden die Autoantikorper. Die Antigene wiederum binden an entsprechende
Rezeptoren auf Endothelzellen. Durch diese Bindung setzen die Granulozyten weitere
proinflammatorische Zytokine sowie proteolytische Granula frei, wodurch die Endothelzellen
geschadigt werden. Aber auch die Bindung von PR3 bzw. MPO an die Endothelzellen selbst
kann in diesen den Apoptose-Prozess auslosen. Des Weiteren wird durch die ANCAs die
normale Apoptose der Neutrophilen Granulozyten dysreguliert, was zur sekundéaren Nekrose
der Zellen fihrt. Dies wiederum verstarkt den Inflammationsprozess und l&sst mehr

Entzindungszellen einwandern (88, 89).

Eine wichtige Rolle in der Entstehung der GPA wird auch den T-Lymphozyten beigemessen.
In immunhistologischen Untersuchungen renaler und pulmonaler Infiltrate von GPA Patienten
konnte eine groBe Zahl an CD4" T-Zellen identifiziert werden. Dabei handelte es sich
vornehmlich um Tq1-Zellen, die bekanntermallen fir die zellvermittelte Immunantwort
verantwortlich sind (90). Auch B-Lymphozyten kamen vermehrt in entzlindeten
Gewebeproben vor und sind demnach mit an der Pathogenese der GPA beteiligt. Die Zahl der
vorkommenden B-Zellen korreliert ebenfalls mit der Erkrankungsaktivitat, wie Guerry et al.

belegen konnten (91).

Dartiber hinaus konnte ein Zusammenhang zwischen der Entstehung von AAVs und
verschiedenen Medikamenten bewiesen werden. Besonders das Thyreostatikum
Propylthiouracil scheint einen Risikofaktor flir GPA darzustellen. Weitere Medikamente sind
beispielsweise Hydralazin, das Antibiotikum Cefotaxim oder das antientziindlich wirkende
Sulfasalazin. Die Wirkstoffe treten offenbar in Interaktion mit den Immunzellen, die bei der
Entstehung der GPA beteiligt sind, woraufhin ANCAs gebildet werden und der Autoimmun-

Prozess in Gang gesetzt wird (92).

Ebenso auffallig war in Studien von Geetha et al. das gehdaufte Vorkommen der GPA in den
Wintermonaten. Auch die Exposition von Silikonstaub und Pestiziden stellt einen
Risikofaktor fur die Entstehung einer Vaskulitis dar. Die nasale Besiedlung mit dem
Bakterium Staphylococcus aureus ist dartiber hinaus assoziiert mit dem Auftreten von
Rezidiven (87).
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1.3.3 Klinik der GPA

Histomorphologisch charakterisierend fir die GPA sind neben der Vaskulitis auch

granulomatdse Entziindungen. Diese konnen umliegendes Gewebe infiltrieren und zerstoren
(93). Neben unspezifischen Allgemeinsymptomen wie Abgeschlagenheit und Fieber, fallen
die Patienten initial oftmals mit chronischen Infektionen des oberen Respirationstraktes auf.
Hé&ufig sind dabei Rhinitiden, Sinusitiden oder Otitiden. Es kann zu Rhinorrhoe, Epistaxis und
Tracheobronchitiden kommen. Die destruierende Entziindung fuhrt in manchen Fallen zu
Perforationen des Septums der Nase oder durch Einbruch ihres knorpeligen Gerists zur
sogenannten ,,Sattelnase” (87). Im spateren Verlauf konnen sich die Entziindungen

generalisieren und auf die inneren Organe ausbreiten.

Mit 62% ist besonders hdufig die Lunge betroffen. Dabei treten Symptome wie Husten,
H&moptysen oder Dyspnoe auf. Selten konnen sogar lebensbedrohliche alveolére
Héamorrhagien und Trachealstenosen vorkommen (89, 93) Es bilden sich Granulome,
mikroskopische Ansammlungen von Entzindungszellen, wie Phagozyten oder Langerhans-

Riesenzellen (88).

In 50% der Félle kommt es zur Nierenbeteiligung, die sich meist in Form von
nekrotisierenden intra- und extrakapillaren Glomerulonephritiden mit Halbmondbildung
auBert. Durch kapillare Thrombosen kommt es zu segmentalen Nekrosen, Kapillarrupturen
und Einblutungen in die Bowman-Membran. Die Glomeruli verlieren ihre Funktion, was sich
durch Hamaturien sowie Proteinurien zeigt. 10-20% der Patienten entwickeln eine terminale
Niereninsuffizienz (88, 93)

Die Generalisation der Entziindungen manifestiert sich auBerdem hdufig in Form von
Gelenkbeschwerden wie Arthralgien und Arthritiden. Des Weiteren kann es zu ernsthaften
Schédigungen der Augen durch Episkleritiden, Uveitiden und Optikusischamien kommen.
Ebenso kann der Gastrointestinaltrakt durch auftretende Ischdmien und Hamorrhagien
beeintrachtigt werden. Herz, Haut und Nervensystem kdnnen ebenfalls betroffen sein (88, 89,
93).
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1.3.4 Therapie der GPA
Bis zur Einfihrung des Medikaments Cyclophosphamid in den 1970er Jahren (89) war die

GPA eine meist tddlich verlaufende Erkrankung. Durch die Entwicklung mehrstufiger
Therapiestrategien konnte jedoch eine signifikante Verbesserung der Prognose erreicht
werden. Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt heute bei circa 78% (94). Weiterhin als
problematisch anzusehen ist jedoch die therapiebedingte Toxizitat. Diese &ufert sich oftmals
in Form von hamorrhagischen Zystitiden, Blasenkarzinomen, lymphoproliferativen oder
myelodysplastischen Syndromen (94). Auch das Rezidivrisiko ist mit 25-50% in den ersten
drei bis fiinf Jahren relativ hoch (89), wobei Patienten mit MPO-ANCAs seltener Riickfalle
erleiden als Patienten mit PR3-ANCAs (94). Die therapeutische Grundlage der GPA ist die
Suppression des Immunsystems. Die Behandlung beinhaltet zwei Phasen. Die
Induktionstherapie soll in erster Linie den Entziindungsprozess unterdriicken und die
Schédigung des Gewebes aufhalten. Sie wird fur drei bis sechs Monate durchgefiihrt. Zum
Einsatz kommen hier Glucocorticoide sowie Cyclophosphamid oder der monoklonale
Antikorper Rituximab, der gegen das Oberflachenprotein CD20 auf B-Lymphozyten gerichtet
ist (95). Mehr als zwei Drittel aller Patienten erreichen dadurch das Stadium der Remission
(91). Die Wahl der Praparate in der Induktionstherapie héngt davon ab, ob die GPA bereits
Organfunktionen oder sogar das Uberleben bedroht (83). Es folgt die Erhaltungstherapie fiir
24-48 Monate, die das Auftreten von Rezidiven verhindern soll (87). Hier wird mit
Glucocorticoiden in niedrigerer Dosis sowie mit Azathioprin oder Methotrexat therapiert (91).
Weitere Medikamente, die zur Remissionserhaltung eingesetzt werden, sind Mycophenolat-
Mofetil und Leflunomid, welche die Synthese von Purinen bzw. Pyrimidinen inhibieren. Bei
lebensbedrohlichen Erkrankungsstadien oder Intoleranz gegentber einem Wirkstoff konnen
auch die TNF-Inhibitoren Infliximab oder Etanercept angewendet werden (89). Eine weitere
Therapiesaule stellt die Plasmapherese dar. Sie soll die Autoantikérper aus dem Blut der
Patienten herausfiltern und so die Entstehung oder Rezidive von Glomerulonephritiden
verhindern. Ebenso kann sie bei schwerer alveoldrer Hdmorrhagie zum Einsatz kommen (83).
Bei Patienten, die ein Nierenversagen entwickelt haben, bleibt als Therapie der Wahl die
Nierentransplantation, um die Lebensqualitat zu steigern und das Gesamtiiberleben zu sichern
(87). Grundsétzlich muss in der Therapie der GPA jeder Patient individuell betrachtet werden.
Der Einsatz und die Dosierung von Medikamenten sollte je nach Schwere der Erkrankung,
Funktionseinschrdnkung lebenswichtiger Organe und dem Allgemeinzustand des Betroffenen

sorgfaltig abgewogen und angepasst werden.
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1.4 Interleukin-3
1.4.1 Struktur und Funktion von IL-3

Interleukin-3 (IL-3) ist ein 20-26 kDa groBes Glykoprotein, bestehend aus vier kurzen a-
Helices, das aufgrund seiner stimulierenden Eigenschaften auf eine Vielzahl unterschiedlicher
Zelllinien auch als Multi-CSF (Multi-Lineage Colony stimulating Factor) bezeichnet wird
(96, 97). Zusammen mit GM-CSF (Granulozyte-Macrophage Colony-stimulating-Factor) und
Interleukin-5 (IL-5) gehort 1L-3 zu einer Gruppe hdmatopoetischer Zytokine, welche die
Differenzierung, die Aktivierung und die Migration multipotenter CD34" Progenitorzellen des
Knochenmarks induziert. Der Wachstumsfaktor fordert vor allem die Bildung wvon
Effektorzellen der humoralen und zellvermittelten Immunitat wie Makrophagen,
Granulozyten, Lymphozyten und Dendritische Zellen (98). So ist das Interleukin an der
Reaktion auf infektiose und inflammatorische Stimuli beteiligt (99).

IL-3 wird tberwiegend von CD4" T-Lymphozyten gebildet. Bisher ist das Wissen Gber die
Regulation der IL-3 Sekretion durch T-Zellen jedoch begrenzt (97). Aufllerdem sind
Mastzellen zur Produktion des Zytokins fahig. Sie sezernieren IL-3 als Reaktion auf ihre IgE-
Rezeptor vermittelte Aktivierung im Rahmen allergischer Stimuli (100). Aktivierte Basophile
Granulozyten kdnnen, neben einer Reihe anderer Zytokine, ebenso IL-3 produzieren. Sie sind
an vielen immunregulatorischen Funktionen des angeborenen und des erworbenen
Immunsystems beteiligt (101, 102). Im Mausmodell konnten aufRerdem aktivierte B-Zellen als

Produzenten des Zytokins identifiziert werden (103).

IL-3 weist zahlreiche hdmatopoetische und immunmodulatorische Effekte auf. So ist das
Zytokin an der Differenzierung, dem Wachstum und dem Uberleben von Basophilen
Granulozyten und Mastzellen beteiligt (104, 105). Basophile Granulozyten werden durch die
Bindung von IL-3 an den Oberflachenrezeptor CD123 (= o-Kette des IL-3 Rezeptors)
aktiviert und sezernieren daraufhin Histamin sowie IL-4 (106-108). Die von Basophilen
Granulozyten und Mastzellen freigesetzten Peptide sind mit der Immunantwort auf allergische
Erkrankungen sowie parasitdre Infektionen assoziiert (109). Zudem beeinflusst IL-3 die
Funktion von Monozyten und Makrophagen. Das Zytokin reguliert MCH Klasse Il Molekiile
auf diesen Zellen hoch und unterstiitzt dadurch die Prasentierung von phagozytierten
Antigenen auf der Zelloberflache (97). AulRerdem trégt IL-3 zusammen mit IL-4 und IFNR
zur Differenzierung von Monozyten zu Dendritischen Zellen bei (110, 111). Auf
Lymphozyten wirkt IL-3 chemotaktisch, indem es die Zellmigration fordert (112). Das
Interleukin aktiviert unreife B-Zellen und stimuliert sie in vitro zur Sekretion von
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Immunglobulinen (113, 114). Ferner fordert IL-3 die Expression von P-Selektin auf
Endothelzellen. Dieses ist mageblich an der transendothelialen Migration von Leukozyten
beteiligt. Es vermittelt das Rollen der Zellen auf dem Endothel in vivo und die darauffolgende

Adhasion und Gewebeinfiltration in vitro (115).

Der IL-3 Rezeptor besteht aus zwei Untereinheiten. Die 70 kDa groBe a-Kette bindet das
Zytokin mit niedriger Affinitdt. Die 120 kDa groRe R-Kette ist flr die Signaltransduktion
verantwortlich. Sie ist im Rezeptor fiur IL-3, IL-5 und GM-CSF identisch. Erst durch die
Formation eines Heterodimers aus beiden Untereinheiten wird ein hochaffiner Rezeptor
gebildet. Der Rezeptor wird vorwiegend auf myeloischen Zellen und einigen CD19" B-Zellen
exprimiert (116, 117).

1.4.2 1L-3 und seine Rolle bei inflammatorischen und autoimmunen Prozessen

Der Einfluss von IL-3 auf eine Vielzahl von Immunzellen macht bereits seine bedeutende
Rolle in Entziindungsprozessen deutlich. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass
das Zytokin einen wichtigen Bestandteil in der Entstehung und dem Progress verschiedener
Autoimmunerkrankungen einnimmt. Die dysregulierte Expression von IL-3 oder seinem
Rezeptor kann zu uberschieBender Signaltransduktion und dadurch zu inflammatorischen
Immunantworten bis hin zu Leuk&mien fuhren (118). Die IL-3 Funktion wird in Verbindung
mit Erkrankungen wie Asthma, chronischer Urtikaria und Hypersensitivitatsreaktionen
gebracht (98, 119). Im Mausmodell konnte der Einfluss des Zytokins auf die Sepsis
nachgewiesen werden. VVon B-Zellen sezerniertes IL-3 induzierte die Bildung von Monozyten
und Neutrophilen, die einen Zytokin-Sturm ausldsten. Dadurch wurde die Inflammation
potenziert. Auch beim Menschen konnte dieser Zusammenhang bestatigt werden. Hohe 1L-3
Werte im Plasma von Sepsispatienten werden mit einer hohen Mortalitdt assoziiert (103).
Yamada et al. fanden in ihren Studien einen SNP in der Region des IL-3 Promotor, der in
Zusammenhang mit der Pathogenese der Rheumatoiden Arthritis (RA) gebracht werden
konnte (120). Durch Immunoassays konnten auRRerdem erhdhte Werte von IL-3 im Serum von

16 SLE Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollpatienten nachgewiesen werden (121).

Auch im Modell der Experimentellen autoimmunen Enzephalitis (EAE) spielt I1L-3 eine
wichtige Rolle in der Krankheitsentwicklung und dem Krankheitsprozess. Die zerebrale
Expression des Zytokins ging im Mausmodell mit erhohter Infiltration von T-Zellen ins

Gehirn einher. Injektion von rekombinantem IL-3 fiihrte zur Exazerbation der entzindlichen
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Symptome, wahrend durch Blockierung von IL-3 mit einem monoklonalen Antikdrper eine
deutliche Verbesserung der Klinik und eine Reduktion der zerebralen Inflammation erreicht
werden konnte. Untersuchungen bei Patienten mit Multipler Sklerose (MS) zeigten, dass
wéhrend eines akuten MS-Schubes die IL-3 Expression durch T-Zellen signifikant erhoht war
(122).

Des Weiteren konnte die Beteiligung von IL-3 an der Entwicklung und der Aufrechterhaltung
der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) im Mausmodell nachgewiesen werden. Das
Auftreten und der Schweregrad der Arthritis wurden durch die Verabreichung von IL-3
signifikant gesteigert. Die Blockade des Zytokins durch einen monoklonalen Antikérper
konnte die klinischen und histologischen Zeichen der Gelenkentziindung deutlich minimieren
97).

AuBerdem wurde IL-3 als bedeutender Mediator fur die Entwicklung der Lupusnephritis in
MRL/Ipr Méausen identifiziert. Renner et al. konnten durch die Gabe von IL-3 eine
Steigerung der Nierenfibrose, der Leukozyteninfiltration und der Ablagerung von Antikorpern
belegen. Bei Mausen, die im Gegenzug einen blockierenden Anti-1L-3-AK erhielten, zeigten
sich diese Symptome rucklaufig. Auch klinische Parameter wie die Proteinurie, die Kreatinin-

Werte und die Produktion von Autoantikérpern waren vermindert (123).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Die bisherigen Forschungsergebnisse geben bereits Hinweise auf die Beteiligung von IL-3 an
Inflammation und Autoimmunitét. Es ist jedoch notwendig, in weiteren Untersuchungen die
Rolle von IL-3 an der Pathogenese und dem Progress bestimmter Autoimmunerkrankungen

zu belegen.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Expression und Funktion von IL-3 und seinem Rezeptor bei
Patienten mit SLE, PsA oder GPA im Vergleich zu gesunden Kontrollen zu untersuchen und
dadurch die bisherigen Studienergebnisse zu verifizieren. Die Pathogenese der genannten
Autoimmunerkrankungen ist nicht vollig verstanden, was ihre Therapie erschwert. Die
bisherige Strategie zielt meist auf eine relativ unspezifische Immunsuppression ab, die einige
Risiken wie beispielsweise Infektionen mit sich bringt. Im Rahmen dieser Studie soll geklart
werden, inwieweit IL-3 in die Entstehung und die Progression der Erkrankungen involviert
ist. Die IL-3 Produktion durch T-Zellen soll néher beleuchtet und eine eventuelle Korrelation
der IL-3 Expression mit der Krankheitsaktivitat analysiert werden. Auf3erdem soll die
Expression der B-Kette des IL-3 Rezeptors auf Basophilen Granulozyten und plasmazytoiden
Dendritischen Zellen und damit der Einfluss von IL-3 auf diese untersucht werden. Weiteres
Augenmerk wird auf die Beteiligung der immunregulatorischen Zytokine GM-CSF, IL-2, IL-
17 und IFNy am Krankheitsgeschehen gelegt. Zusétzlich soll durch die Untersuchung der
Siglec-1 Expression auf Monozyten die IFNao Signatur im SLE néher betrachtet werden.

Diese Forschungsarbeit soll zudem eine Grundlage fur weitere Untersuchungen bieten, die
sich mit neuen Strategien in der Behandlung der genannten Autoimmunerkrankungen

befassen und IL-3 als Angriffspunkt flr potentielle neue Medikamente prifen.
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2 Material und Methoden

2.1 Laborgerate und -materialien
211 Gerate

Laborgerat

Brutschranke

Durchflusszytometer FACS Canto |1
Durchlichtmikroskop Axiovert 25
Eismaschine

Kryobox ,,Mr. Frosty*

Mehrkanalpipetten ,,Transferpette” (5-50pl,
2-200pl)
Microplate Reader ,,Infinite M200 PRO”

Microplate Washer ,,Wellwash 4 Mk 2*
Pipetten “Pipetman”
(P10,P20,P100,P200,P1000)
Pipette ,,Multipette plus*
Pipettierhilfe ,,Accu-jet pro*
Pipettierhilfe ,,Pipetus*
Schittelgerat ,,REAX 2000
Schiittelgerdt ,,Vortex Genie 2
Sterilbank Jouan MSC 12
Stickstofftank

Vakuumpumpe
Wasseraufbereitungsanlage
Wasserbad

Zentrifuge (Centrifuge 5417 R)
Zentrifuge (Megafuge 16R)
Tabelle 5: Geréte

Bezugsquelle

Thermo  Fisher  Scientific,  Dreieich;
Heraeus, Hanau

BD Biosciences, Heidelberg

Zeiss, Jena

Ziegra, Isernhagen

Thermo Fisher Scientific, Dreieich bzw.
Biocision, Kalifornien, USA

Brand, Wertheim

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Thermo Fisher Scientific, Dreieich

Gilson, Limburg-Offheim

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Brand, Wertheim

Hirschmann, Eberstadt

Heidolph, Schwabach

Scientific Industries, New York, USA
Thermo Fisher Scientific, Dreieich
German Cryo, Jichen

KNF Neuberger GmbH, Freiburg
Millipore, Eschborn

GFL, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Dreieich
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2.1.2 Glas- und Plastikware

Glas- und Plastikware Bezugsquelle

Abdeckfolie fur Mikrotestplatten Roth, Karlsruhe

Combitips 0,5ml Eppendorf, Hamburg
ELISA-Platte F96 Maxisorp Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Kryoréhrchen (1ml) Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Kryoréhrchen CryoPure (1ml) Sarstedt, NUmbrecht

Mikrotester Rundbodenplatte 96-Well Sarstedt, NiUmbrecht

Neubauer Zell-Zahlkammer C-Chip Kisker Biotech, Steinfurt
Pasteurpipetten ohne Wattestopfen Roth, Karlsruhe

Petrischale BD Biosciences, Heidelberg

Pipettenspitzen (10ul, 20pl, 100pl, 200ul, Sarstedt, Nimbrecht

1000ul)

Pipettenspitzen mit Filter (10ul, 20ul, 100ul, Eppendorf, Hamburg

200ul, 1000p1)

Pipettieraufsitze fiir ,,Multipette plus® Eppendorf, Hamburg
Polystyrolréhrchen fur BD Falcon, Le Pont de Claix, Frankreich
Durchflusszytometrie (5ml)

ReaktionsgefaBe (0,5ml; 1,5ml; 2,0ml; Sarstedt, Nimbrecht

5,0ml)

Serologische Pipetten (5ml, 10ml, 25ml, Sarstedt, Nimbrecht

50ml)

Zellkulturplatten ,,Cellstar Rundboden 96- Greiner Bio-One, Frickenhausen
Well

Zentrifugenréhren (15ml, 50ml) Sarstedt, NUmbrecht

Tabelle 6: Glas- und Plastikware

30



2.1.3 Chemikalien, Reagenzien, Puffer

Chemikalien
AccuCheck

Durchflusszytometrie

Counting Beads fur
Bovines Serumalbumin (BSA)

Cell
transport inhibitors)
Cytofix/Cytoperm

Dimethylsulfoxid (DMSQO)

Stimulation Cocktail (plus protein

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(Phosphat gepufferte Kochsalzlésung)
FACS Lysing Solution, FACS Clean, FACS
Flow

Ficoll-Paque ™ PLUS

Permwash (Intracellular Staining Permwash
Buffer)

Schwefelsdure (H,SO,)
Tetramethylbenzidin (TMB Substrate Set)
Trypanblau-L6sung

Tween 20

Tabelle 7: Chemikalien, Reagenzien, Puffer

2.1.4 Zellkulturmedien und Zellkulturzusatze

Bezugsquelle
Life Technologies, Carlsbad, USA

Sigma Aldrich, Taufkirchen

eBioscience, Inc., San Diego, USA

BD Biosciences, Heidelberg
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

BD Biosciences, Heidelberg

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala,
Schweden
BioLegend, San Diego, USA

Roth, Karlsruhe

BioLegend, San Diego, USA
Sigma Aldrich, Taufkirchen

Merck Millipore, Darmstadt

Zellkulturmedien und -zuséatze

Fetales Kalberserum (hitzeinaktiviert 1h bei
56°C)

L-Glutamin

RPMI (Roswell Park Memorial Institute)
1640 Medium

Bezugsquelle
PAA, Colbe

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
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Penicillin

Streptomycin

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

Tabelle 8: Zellkulturmedien und Zellkulturzusatze

2.1.5 Zusammensetzung der Zellkulturmedien

Zellkulturmedium
Einfriermedium fir

PBMCs

Kulturmedium fir PBMCs

Standardmedium fiir PBMCs (h-Medium)

Inhaltsstoffe
50ml iFCS, 20% DMSO (10ml)

500m! RPMI Medium 1640, 10% iFCS

(50ml)

500ml RPMI Medium 1640, 10% iFCS

(50ml), 5ml Penicillin/Streptomycin-
Stammldésung, 5ml L-Glutamin

Tabelle 9: Zusammensetzung der Zellkulturmedien

2.1.6 Antikorper fiir die extrazellulare Durchflusszytometrie

Antikorper

CD3

CD4

CD4

CD8

CDs8

CD11b

CD14

Konjugat

APC-Cy7

V500

APC

PE-Cy7

PerCP Cy5.5

FITC

V500

Klon

SK7

RPA-T4

RPA-T4

SK1

RPA-T8

M170

MOPg
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Bezugsquelle

eBioscience, Inc.,
San Diego, USA
BD Biosciences,
Heidelberg
BioLegend, San
Diego, USA
eBioscience, Inc.,
San Diego, USA
eBioscience, Inc.,
San Diego, USA
BiolLegend, San
Diego, USA

BD Biosciences,
Heidelberg

Eingesetzte
Konzentration
1:100 bzw.
1:40

1:100

1:20

1:100

1:20

1:100

1:100



CD16 Pacific Blue 3G8 BioLegend, San 1:100

Diego, USA

CD19 eFluor450 HIB19 eBioscience, Inc., 1:100
San Diego, USA

CD116 FITC 4H1 BioLegend, San 1:40
Diego, USA

CD123 PE-Cy5 9F5 BD Biosciences, 1:20
Heidelberg

CD131 PE 1C1 BioLegend, San 1:100
Diego, USA
Miltenyi  Biotec,

CD169 Siglec-1-PE 7-239 Bergisch- 1:22
Gladbach

CD193 APC-Cy7 5E8 BioLegend, San 1:40
Diego, USA

CD304 APC 12C2 BioLegend, San 1:40
Diego, USA

HLA-DR 11 APC G-46-6 BD Biosciences, 1:100
Heidelberg

Tabelle 10: Antikorper fur die extrazellulare Durchflusszytometrie

2.1.7 Antikorper fir die intrazelluldre Durchflusszytometrie

Antikorper  Konjugat Klon Bezugsquelle Eingesetzte
Konzentration
GM-CSF Pacific Blue BVD2-21C11 BiolLegend, San Diego, 1:20

USA

IFNy FITC 4S.B3e eBioscience, Inc., San 1:20
Diego, USA

IL-2 PE-Cy7 MQ1-17H12  eBioscience, Inc., San 1:20
Diego, USA

IL-3 PE Anti-1L-3 AG Mack, Regensburg  1:20

Tabelle 11: Antikorper fur die intrazellulare Durchflusszytometrie
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2.1.8  Zytokine, Antikorper, Enzyme

Zytokin/Antikérper/Enzym Bezugsquelle
Anti-Human CD3 (Klon OKT3) eBioscience, Inc., San Diego, USA
ChromPure Mouse 1gG, whole molecule Jackson Immuno Research, Suffolk, UK

Mouse 1gG1x isotype control (Klon MOPC- BioXCell, West-Lebanon, USA
21)

Rekombinantes human GM-CSF Peprotech, Hamburg
Rekombinantes human IL-3 BioLegend, San Diego, USA
Tabelle 12: Zytokine, AntikOrper, Enzyme

219 1L-3ELISA

Losung Inhaltsstoffe

Block- und Verdiinnungspuffer 1% BSA in PBS

Coating-Puffer 1x PBS

Detektions-AK AK-13-HRP (400ng/ml)

Entwicklungsldsung TMB Substrate Set

Stoppldsung 12,5% H,SO, (Schwefelsaure)

Waschpuffer 0,05% Tween 20 in PBS

10x PBS (fur Waschpuffer 1:10 verdiinnt) 11,59 Na,HPO,, 80g NaCl, 2g KH,POy4, 29
KCI

Human GM-CSF ELISA DuoSet R&D, Minneapolis, USA

Human IFNy ELISA DuoSet R&D, Minneapolis, USA

Human IL-17 ELISA DuoSet R&D, Minneapolis, USA

IL-3 ELISA: AG Mack, Regensburg

Coat-anti-I1L-3
Detect-anti-1L-3-HRP
Tabelle 13; IL-3 ELISA
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2.1.10 Analyse- und Bearbeitungsprogramme

Programm Bezugsquelle

FACS Diva Version 8.0.1. BD Biosciences, Heidelberg
Microplate Reader Software i-control ™ Tecan, Ménnedorf, Schweiz
Microsoft Excel Microsoft, Redmont, USA
Microsoft Word Microsoft, Redmont, USA

Tabelle 14: Analyse- und Bearbeitungsprogramme

2.2 Methoden

2.2.1 Patientenrekrutierung und Gewinnung des Probenmaterials

Die Rekrutierung der Studienteilnehmer erfolgte in der rheumatologischen Ambulanz des
Asklepios-Klinikums in Bad Abbach. Patienten mit der Diagnose SLE, PSA oder GPA
wurden ausfihrlich (Gber die Teilnahme an der Studie aufgeklart und erhielten
Informationsmaterial bezlglich der Forschungsarbeit. Nach schriftlicher Einwilligung erfolgte
im Rahmen der routinemé&Bigen Blutentnahme in der Klinik die zusétzliche Abnahme von
zweimal 6ml EDTA-Blut und einmal 2ml Heparin-Blut. Die gewonnenen Proben wurden
stets am selben Tag und unter sterilen Bedingungen aufbereitet. So konnten seit Marz 2018 38
Patienten (2 Ménner und 36 Frauen, Durchschnittsalter 44 Jahre) mit Systemischem Lupus
erythematodes, 46 Patienten mit einer Psoriasis-Arthritis (22 Manner und 24 Frauen,
Durchschnittsalter 57,5 Jahre) sowie 15 Patienten mit einer Granulomatose mit Polyangiitis (6
Ménner und 9 Frauen, Durchschnittsalter 64 Jahre) akquiriert werden. Patienten, die wahrend
der Dauer der Probengewinnung ofter in die Asklepios-Klinik kamen, wurden als neue
Studienteilnehmer gewertet, da die Krankheit zu verschiedenen Zeitpunkten unterschiedliche
Niveaus in der Aktivitat zeigt und so unterschiedliche Blutwerte zu erwarten waren. Des
Weiteren wurden Blutproben von 39 gesunden Kontrollprobanden (23 Ménner und 16 Frauen,
Durchschnittsalter 37 Jahre) fir die Untersuchung rekrutiert, um die Ergebnisse spater
vergleichen zu koénnen. Ausschlusskriterien fur die Teilnahme an der Studie waren weitere
chronisch-inflammatorische Erkrankungen, wie zum Beispiel Hashimoto-Thyreoiditis, M.
Crohn oder MS.
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2.2.2 Gewinnung von peripheren mononukleéren Zellen aus Vollblut

Zu den PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) zahlt man T- und B- Lymphozyten,
Monozyten, Dendritische Zellen, Basophile Granulozyten sowie Nattrliche Killerzellen. Es
handelt sich dabei um einkernige Zellen des Immunsystems (124). Zur Isolation der PBMCs
aus Vollblut kann man die Ficoll-Dichtezentrifugation nutzen. Durch die spezifische Dichte
des Ficoll-Paques, in das das Vollblut gegeben wird, setzt sich am Boden des Falcons ein
Zellpellet ab. Dieses enthdlt Erythrozyten, Neutrophile Granulozyten, Eosinophile
Granulozyten und abgestorbene Zellen. Die PBMCs reichern sich dagegen in der sogenannten

Interphase zwischen dem Ficoll-Paque und einem Gemisch aus Blutplasma und PBS an (125).

Fur die Isolierung der PBMCs wurde das Patientenblut zuerst im Verhaltnis 1:2 mit sterilem
PBS in einem 50ml Falcon verdinnt. In ein weiteres Falcon wurden 10ml der Ficoll-Ldsung
gegeben, welche dann langsam mit der verdunnten Blutprobe berschichtet wurde. Danach
folgte eine 20-mindtige Zentrifugation bei 21°C und 1500U/min. Die Schicht aus Plasma und
PBS wurde daraufhin abgesaugt, um anschlieffend die Interphase mittels Pipette abzunehmen.
Die PBMCs wurden in ein neues Falcon transferiert und mit sterilem PBS gereinigt. Die
Zentrifugation erfolgte bei 4°C und 1500U/min fir 7 Minuten. Nach dem Waschvorgang
wurden die Zellen in 2,5ml Nadhrmedium (RPMI 1640 + 10% FCS) resuspendiert und nach
Zugabe von 2,5ml Einfriermedium (FCS + 20% DMSOQO) auf Kryordhrchen (1ml) verteilt und
in Kryoboxen mit 1°C pro Stunde auf -80°C eingefroren. Pro Patientenprobe ergaben sich
somit funf Aliquots. Im Verlauf wurden die Kryoréhrchen dann in einen Tank mit flissigem
Stickstoff bei einer Temperatur von circa -200°C uberfuhrt.
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Vor der Zentrifugation Nach der Zentrifugation

<—— Plasma- und PBS-Gemisch
Verdiinntes Blut  ——=

<—— Interphasemit PBMCs

< Ficoll-Losung

< Erythrozyten,

Ficoll-Lésung —>
Granulozyten,

abgestorbene Zellen

Abbildung 1: Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation. Links vor der Zentrifugation, rechts danach.
Durch die spezifische Dichte des Ficoll-Paques senken sich Erythrozyten und Granulozyten wéhrend
der Zentrifugation auf den Boden des Falcons ab, wahrend sich die PBMCs in der Interphase tber der
Ficoll-Losung sammeln.

2.2.3 Plasmagewinnung

Zusatzlich zu den PBMCs wurde aus dem Vollblut das Blutplasma entnommen. Das Plasma
ist der flussige Bestandteil des Blutes und es enthélt Wasser, Elektrolyte und Plasmaproteine
(124). Dazu wurden jeweils 1,5ml EDTA-BIut in Eppendorf-Cups tberfuhrt und anschlieRend
bei 4°C fir 15 Minuten bei 2500U/min. zentrifugiert. Danach befand sich das reine Plasma als
Schicht ber den abgesetzten korpuskularen Blutbestandteilen. Von dem Plasma wurden pro
Patient viermal 200ul abgenommen und in 0,5ml Cups gegeben. Diese wurden bei -20°C
eingefroren. So konnen bei Bedarf zu einem spateren Zeitpunkt wichtige Laborparameter der

Studienteilnehmer bestimmt werden.

2.2.4 Durchflusszytometrie

Um die Leukozyten in den Patientenproben zu sortieren und zu z&hlen, wurden die

Blutproben durchflusszytometrisch analysiert. Das FACS-Gerét (Fluorescence-activated Cell
Sorter) misst die Streulichteigenschaften der Zellen. Diese passieren dabei einzeln einen
Laserstrahl und erzeugen dadurch fur sie spezifische Streu- und Fluoreszenzsignale.
Photodetektoren wandeln die gemessenen Informationen anschlielend in elektrische Signale
um. Nach Hinzuftigen spezieller Antikorper, an die Fluoreszenzfarbstoffe (Fluorochrome)
gekoppelt sind, binden diese an bestimmte Oberflachenantigene der Zellen. Dadurch kann
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man Aussagen Uber die Expression dieser Oberflachenmerkmale auf spezifischen Zellen
treffen. So kann auf den jeweils vorliegenden Zelltyp geschlossen werden (126). Der Forward
Scatter (FSC, Vorwartsstreulicht) erbringt Informationen Uber die ZellgroRe, der Sideward
Scatter (SSC, Seitwaértsstreulicht) Uber die Granularitat der Zellen (127).

Die Lichtintensitat ist dabei direkt proportional zur Anzahl der markierten Antigene auf den
Zellen. Je mehr Antikorper an die Zelloberflache gebunden haben, desto hoher ist die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) (126).

2.2.5 Extrazellulare FACS-Férbung
Fur die extrazellulare Farbung wurden pro Patient 100ul Vollblut eingesetzt. Die Proben

wurden mit drei Mastermixen aus verschiedenen Antikdrpern in unterschiedlichen

Konzentrationen gefarbt. Je Probe und Farbung wurden 20ul Mastermix verwendet.

Fur Farbung 1, welche hauptséchlich Basophile und Neutrophile Granulozyten sowie
Monozyten herausfiltern sollte, wurden folgende Antikdrper verwendet. In Klammern ist die
Konzentration, in der der jeweilige Antikorper in den Mastermixen eingesetzt wurde,

angegeben.

e CD116 - FITC (1:40)

e CD123 - PE-Cy5 (1:20)

e CD131 - PE (1:100)

e CD304 - APC (1:40)

e CD11b- PE-Cy7 (1:100)

e (CD193 - APC-Cy7 (1:40)

e (D16 — Pacific Blue (1:100)
e CD14 - V500 (1:100)

Féarbung 2 diente vorwiegend der Markierung von B- und T-Lymphozyten. Hierfur wurden

folgende Antikdrper eingesetzt:

e CD116 - FITC (1:40)

e CD123 - PE-Cy5 (1:20)

e CD131 - PE (1:100)

e HLA-DR Il - APC (1:100)
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e CDS8- PE-Cy7 (1:100)

e CD3- APC-Cy7 (1:100)

e (CD19 - Pacific Blue (1:100)
e CD4-V500 (1:100)

Mit Farbung 3 sollte herausgefunden werden, ob SLE Patienten mit erhdhten IL-3 Werten
eine verstirkte IFNo Signatur aufweisen. IFNa induziert in hohem MaBe den
Oberflachenmarker CD169, auch als Sialic Acid-binding Immunoglobulin-like Lectin 1
(=Siglec-1) bezeichnet, auf Monozyten (128). Fur diese Farbung wurden die nachstehenden

Antikorper benutzt:

e CD116 - FITC (1:40)

e (CD16 — Pacific Blue (1:100)
e (CD14 - V500 (1:100)

e CD3- APC-Cy7 (1:100)

e (D169 - Siglec-1-PE (1:22)

Als Ausgleichsmedium fiir die jeweiligen Mastermixe wurde 0,9%-Natriumchlorid eingesetzt.

Die Proben wurden fiir 20 Minuten im Dunkeln bei 4°C mit dem Mastermix inkubiert. Zur
Entfernung nicht gebundener Antikorper, wurden die Proben mit 4ml NaCl versetzt und fir 7
Minuten bei 1600rpm zentrifugiert. Nachdem der Uberstand abgesaugt war, wurden die
Zellen fur 10 Minuten mit je Iml FACS-Lysing-Solution inkubiert. Diese lysiert die in den
Blutproben enthaltenen Erythrozyten, wodurch spater eine effizientere Detektion der
Leukozyten erreicht wird. Nach einem weiteren Waschschritt mit 3ml NaCl, wurden die
Rohrchen mit 20pl Counting Beads versetzt und anschlieBend im Durchflusszytometer
analysiert. Die Counting Beads ermdglichen eine genaue Berechnung der Zellzahlen in den
Blutproben. Durch die bekannte Menge und Konzentration der Counting Beads und das

bekannte Probenvolumen kann das Durchflusszytometer die Zellzahl/ul ermitteln (129).

2.2.6 Bestimmung der Zellzahlen

Um die Zahl lebender Zellen in Zellsuspensionen zu bestimmen, werden diese mit
Trypanblau-Losung versetzt. Durch die gestérte Membranpermeabilitdt farben sich
abgestorbene Zellen blau an. Lebende Zellen erscheinen unter dem Mikroskop jedoch
weiterhin hell. Die Zellsuspension wurde zundchst im Verhaltnis 1:10 mit Standardmedium
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verdunnt. Anschlieend wurden 10ul der Probe mit 10ul Trypanblau-Ldsung vermischt.
Wiederum 10pl der Mischung wurden nun in eine Neubauer Zell-Zahlkammer gegeben, um
unter dem Durchlichtmikroskop vier reprasentative Quadranten auszuzéhlen. Aus den vier
gezahlten Werten wurde der Mittelwert berechnet. Die Zellzahl pro 0,5ml Probe ergab sich

aus folgender Rechnung:
Zellzahl in 0,5ml = Mittelwert Zellzahl * 10* * 20 * 0,5

Dabei war 10* der Kammerfaktor der Zahlkammer und 20 der Verdiinnungsfaktor, der sich
aus der 1:10 Verdunnung der Zellsuspension mit Standardmedium und der darauffolgenden

1:2 Verdlnnung der Probe mit Trypanblau-Ldsung errechnete.

2.2.7 Zellkultur

Fur die Kultivierung der PBMCs wurden die Kryoréhrchen aus dem Stickstofftank
entnommen und fir 2-4 Minuten im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Der Inhalt der Réhrchen
wurde daraufhin unter der Sterilbank in ein 15ml Falcon mit zuvor erwdrmtem sterilem
Kulturmedium (RPMI 1640 + 10% FCS) uberfihrt. AnschlieBend wurden die Proben fiir 7
Minuten bei 1800rpm und einer Temperatur von 4°C zentrifugiert. Nach dem Absaugen des
Uberstands in den Falcons wurde das erhaltene Zellpellet in 500ul Standardmedium (RPMI
1640 + 10% FCS + Penicillin/Streptomycin + L-Glutamin) resuspendiert. Je 10ul der Lésung
wurden danach mit 90ul Standardmedium verdinnt und in ein 1,5ml Cup gegeben. Daraus
wurde die Zahl der lebenden Zellen in der Suspension bestimmt (siehe 2.2.6.). Fir die
Zellkultur wurden pro Patient Triplikate aus je 500.000 Zellen angelegt. Die Zellen wurden in
96-Well Platten mit 100ul Standardmedium sowie 100ul Anti-CD3 (5ug/ml) versetzt und fur
3 Tage im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, kultiviert.

CD3 ist ein von T-Zellen exprimiertes Oberflachenprotein und Co-Rezeptor des T-
Zellrezeptors. Es ist fur die Signaltransduktion sowie fur die Aktivierung von T-Zellen
wichtig. Die Inkubation von Zellen mit Anti-CD3 sollte die T-Zellen aktivieren (124).

Nach drei Tagen wurden aus jedem Well der Zellkulturplatte 180ul Uberstand abgenommen
und in 0,5ml Reaktionsgeféalie Uberfiihrt. Diese wurden anschlieRend bei -20°C eingefroren,

um sie zu einem spateren Zeitpunkt fur Zytokin-ELISAs (siehe 2.2.10.) zu verwenden.
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2.2.8 Intrazelluldre FACS-Farbung
Fur die intrazelluldare Farbung wurden pro Patient zwei Wells einer Rundbodenplatte mit je
500.000 Zellen der aufgetauten PBMCs befillt. Die Zellen wurden in 100ul Standardmedium

ausplattiert, welches zuvor mit Cell Stimulation Cocktail (plus Protein Transport Inhibitoren)
vermischt wurde. Dieser wurde in der Konzentration 1:250 eingesetzt. Er beinhaltet neben
Phorbol 12-Myristat 13-Acetat und lonomycin, die die intrazelluldare Produktion von
Zytokinen anregen, auch Brefeldin A und Monensin (130). Diese Inhaltsstoffe bewirken die
Akkumulation sekretorischer Proteine im endoplasmatischen Retikulum durch die Hemmung
des Proteinexports Uber den Golgi-Apparat der Zelle. Dadurch kénnen die produzierten
Zytokine im Durchflusszytometer besser nachgewiesen werden (131). Die Zellen wurden fur
drei Stunden bei 37°C und 5% CO; inkubiert und anschlieBend vier Minuten bei 2400rpm
zentrifugiert. Nachdem der Uberstand verworfen wurde, erfolgte ein Waschschritt mit je
200ul PBS. Daraufhin wurden die PBMCs fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur mit 10pl
mouse IgG (Fc-Block, 100pg/ml) pro Well inkubiert und danach nicht gewaschen. Dadurch
sollten unspezifische Fc-Bindungsstellen blockiert werden. Nun wurden die PBMCs zundchst
extrazellular gefarbt, um spater die Identifizierung des Zelltyps zu ermdglichen. Fur 20
Minuten wurden die Rundbodenplatten bei 4°C mit einem Mastermix aus den folgenden

Antikorpern in einem Endvolumen von 20ul/Well inkubiert.
e CD3- APC-Cy7 (1:40)
e (CD8 - PerCP Cy5.5 (1:20)
e CD4 - APC (1:20)

Es erfolgte ein weiterer Waschschritt mit PBS, nach welchem die Zellen mit 150ul
Cytofix/Cytoperm versetzt wurden und erneut fir 20 Minuten im Kihlschrank aufbewahrt
wurden. Dies sorgte fur die Permeabilisation der Zellmembran, um die Aufnahme der
Antikorper fur die folgende intrazellulare Farbung zu ermdglichen (124). Anschlielend
wurden die Zellen zweimal mit Permeabilization Wash Buffer (Permwash) gewaschen. Dieser
hielt die in der Zellmembran entstandenen Poren offen. Er wurde zuvor 1:10 mit
deionisiertem Wasser verdiinnt. Danach erfolgte eine erneute zehnminiitige Inkubation im
Dunkeln mit Fc-Block mouse 1gG, welcher auf eine Konzentration von 100ug/ml in
Permwash vorverdinnt wurde. SchlieRlich wurden die PBMCs intrazellular angeféarbt. Dafur

wurden die nachstehenden Antikorper verwendet:
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IL-2 — PE-Cy7 (1:20)

IFNy — FITC (1:20)

GM-CSF — Pacific Blue (1:20)

Anti-1L-3 — PE (5ug/ml) bzw. Isotyp mouse 19G1k — PE (1:40)

Pro Patient wurden zwei Farbungen durchgefuhrt, wobei IL-2, IFNy sowie GM-CSF in
beiden Farbungen eingesetzt wurden. Die Féarbung auf IL-3 erfolgte mit Anti-IL-3-PE, die
Isotyp-Kontrollfarbung hingegen mit IgGlk. Die Proben wurden in einem Endvolumen von
20pl gefarbt und anschlieBend fiir 20 Minuten bei 4°C inkubiert. Es folgten zwei weitere
Waschschritte mit Permwash. Letztlich wurden die Zellen in 100ul Permwash resuspendiert,
in Polystyrolréhrchen Gberfihrt und durchflusszytometrisch analysiert.

2.2.9 Stimulation der Vollblutproben und Uberstand-Gewinnung

Die durchflusszytometrische Analyse der Blutproben erfolgte erneut nach Stimulation mit
spezifischen Zytokinen und Antikorpern. Das Vollblut wurde mit Interleukin-3, GM-CSF und
Anti-CD3-AK, das die T-Zellen zur 1L-3 Ausschittung und Proliferation stimuliert, versetzt.
Damit sollte die Expression von IL-3 und seinem zugehdrigen Rezeptor zusétzlich unter

veranderten Bedingungen untersucht werden.

Hierfur wurden pro Patient finf Mal 100ul Vollblut mit 200ul verschiedener Reagenzien
vermischt. Eines der finf Rohrchen wurde im Voraus jeweils flr vier Stunden mit 300ul
Anti-CD3-AK in der Konzentration 5ug/ml inkubiert. Aus der folgenden Tabelle lassen sich

die Inhaltsstoffe der zugefligten Reagenzien entnehmen.

Raéhrchen Menge an Vollblut Zugegebenes Stimulans

1 100pl 200 pul Medium (RPMI)

2 100pl 200ul Medium + 1L-3 (3ng/ml)

3 100ul 200l Medium + GM-CSF (3ng/ml)
4 100ul 200ul Medium (Doppelwert)

5 100ul Anti-CD3-AK + 200ul Medium

Tabelle 15: Vollblutproben mit ihren jeweiligen Stimulantien
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Die Proben wurden fur 23,5h bei 37C° und 5% CO, im Brutschrank inkubiert. Anschlie3end
wurden pro Réhrchen 130ul Uberstand abgenommen, dieser auf 96-Loch Rundbodenplatten
tberfuihrt und die Platten bei -20C° eingefroren. Diese Uberstande wurden zu einem spéteren
Zeitpunkt fur Zytokin-ELISAs verwendet (siehe 2.2.10.). Die verbliebenen Zellen wurden
daraufhin entsprechend der unstimulierten Vollblutproben extrazelluléar geféarbt. Dafir wurden
sie fur 20 Minuten im Dunkeln mit Antikorpern inkubiert (entsprechend Farbung 1 — siehe
2.2.4.), mit FACS-Lysing-Solution versetzt und anschliefend im Durchflusszytometer

analysiert.

2.2.10 ELISA

Der ELISA (= Enzyme-linked immunosorbent Assay) wird zum Nachweis und zur
Quantifizierung von Antigenen genutzt. In dieser Arbeit wurde der sogenannte Sandwich-
ELISA durchgefuhrt. Dabei werden die Mikrotiterplatten mit einem Antigen-spezifischen
Capture-AK gecoatet. Dieser soll das nachzuweisende Antigen binden. Unspezifische
Bindungen werden durch das Abblocken freier Bindestellen verhindert. Durch Hinzufiigen
des sogenannten Detektions-AK wird das Antigen an einem anderen Epitop erneut gebunden
und es bildet sich ein Antikdrper-Antigen-Antikorper-Komplex (,,Sandwich®). AnschlieBend
wird ein spezifisches Enzym, welches an ein zweites Antikorper-Konjugat gebunden ist
(,,Enzyme-linked*), zugegeben. Dieses setzt ein im ndchsten Schritt ergénztes Substrat um.
Dadurch entsteht eine Farbreaktion, welche photometrisch gemessen werden kann. Die
Intensitat der Fluoreszenz ist dabei direkt proportional zur Menge des detektierten Antigens
(126).
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Abbildung 2: Skizzierung eines Sandwich-ELISAs. 1) Coating-Antikérper. 2) Zugabe der zu
untersuchenden Probe. 3) Zugabe des Detektions-AK, Antikdrper-Antigen-Antikérper-Komplex. 4)
Zugabe des Enzyms. 5) Zugabe des Substras und Farbumschlag.

In dieser Arbeit wurden ELISAs auf IL-3, GM-CSF, IL-17 sowie IFNy durchgefihrt.
Verwendet wurden dabei jeweils die Uberstande der Zellkultur (siehe 2.2.7.) und die Plasma-
Uberstande der zuvor stimulierten Vollblutproben (siehe 2.2.9.). Alle Inkubationen erfolgten

bei Raumtemperatur.

Im Folgenden wird das Vorgehen fir den IL-3 ELISA beschrieben. Die ELISAs zur
Detektion von IL-17, GM-CSF und IFNy wurden entsprechend dem Protokoll des Herstellers
durchgefuhrt.

Zunéachst wurden 96-Well ELISA-Platten ber Nacht mit 60ul/Well Coat-Anti-1L-3-
Antikorper in der Konzentration 10ug/ml gecoatet. Am néchsten Tag wurden die Platten drei
Mal mit Waschpuffer (1XxPBS + 0,05% Tween) gewaschen, um nicht gebundene Reste des
Coating-AK zu entfernen. AnschlieBend wurde mit 200ul/Well 1% BSA in PBS fur 60
Minuten bei Raumtemperatur geblockt. Dieser Schritt diente dazu, unspezifische
Proteinbindungsstellen abzublocken. Wahrenddessen wurden die Proben mit Mouse 1gG1lk
Isotype Control (MOPC21) préinkubiert. Die Inkubationszeit betrug 15 Minuten. Die
Konzentration von MOPC21 betrug fiir die Zellkultur-Uberstande 20pg/ml, fiir die Plasma-
Uberstande 100pg/ml. Die geblockten Platten wurden erneut dreifach gewaschen, um
anschlieBend fur zwei Stunden mit je 60ul der Proben pro Well inkubiert zu werden.
Zusatzlich zu den Proben wurden auf jede Platte zwei Standard-Verdinnungsreihen mit
bekannter Konzentration des gesuchten Molekils aufgetragen. Dies diente der quantitativen
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Bestimmung des zu detektierenden Antigens. Die Proben wurden vor dem Auftragen auf die
Platten je im Verhéltnis 1:2 verdinnt. Nach weiteren drei Waschschritten erfolgte die
Detektion mit 60pl pro Well des Detect-Anti-1L-3-HRP (400ng/ml) fir den IL-3-ELISA bzw.
mit dem Detektions-Antikdrper aus den DuoSets fir den 1L-17, GM-CSF und IFNy ELISA.
Die Platten wurden fir eine Stunde im Dunkeln inkubiert. Es folgten drei weitere
Waschvorgange, bevor die Proben mit je 100ul TMB Substrate Solution versetzt wurden.
TMB diente als Substrat, welches vom Enzym HRP (Horseradish-Peroxidase) umgesetzt
wurde und die Farbreaktion hervorrief. Die Inkubation mit TMB erfolgte im Dunkeln. Beim
IL-3 ELISA war HRP direkt an den Detektions-AK gebunden. Bei den anderen ELISAS
musste das Enzym jedoch in einem gesonderten Schritt hinzugefiligt werden. Hierfur wurden
noch vor der Zugabe von TMB je 60ul Streptavidin-HRP eingesetzt. Die Bindung von
Streptavidin an den Detektions-AK fand fur 20 Minuten im Dunkeln statt, bevor dann
ebenfalls mit 100ul TMB inkubiert wurde. Die Enzym-Substrat-Reaktion wurde bei beiden
ELISAs nach 20 Minuten mit 50ul 12,5% Schwefelsaure abgestoppt. Anschliefend wurde mit
dem ELISA-Reader bei einer Wellenldange von 450nm und einer Referenzwellenldange von

540nm die optische Dichte der Proben bestimmt.
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3 Eragebnisse

3.1. Systemischer Lupus erythematodes

3.1.1 Basischarakteristika der SLE Patienten

In diese Studie wurden 38 Patienten mit der Diagnose SLE integriert. Anhand der zum
Zeitpunkt der Probenabnahme aktuellen klinischen Erkrankungsaktivitat wurden die Patienten
in zwei Gruppen eingeteilt. 23 Studienteilnehmer zeigten zum Untersuchungszeitpunkt keine
Merkmale einer aktiven Lupus Erkrankung. Diese Patientengruppe wird im Folgenden als
,.JInaktiv bezeichnet. Die restlichen 15 Patienten wiesen klinische Zeichen eines aktiven
Krankheitsstadiums auf und werden folglich ,,Aktiv* genannt. Verglichen wurden die Daten
der Patienten mit 39 gesunden Kontrollprobanden (=Kontrollen). In Tabelle 16 sind einige

grundlegende Charakteristika der Patienten aufgefihrt.

Healthy SLE SLE

Control Inactive Active
(n=39) (n=23) (n=15)

Demographics:

Mean age (years) 37 39 49
Female sex (%) 41 % 100 % 87 %
SLE duration (months) - 143 123
Organ involvment:

Actual Skin involvement (%) - 9 % 53 %
Heart /Lung /CNS i 13 % 20 %
involvement (%)

Renal involvement (%) - 35 % 7%
Medication:

Steroids (%) - 52 % 87 %
Steroids mg / day - 28 5,1
o cneroqun!
MMF - 9 % 7 %
Azathioprin - 22 % 40 %
Belimumab - 0% 13 %
Laboratory findings:

Ds-DNA Titer (IU/ml) - 63 90

Tabelle 16: Basischarakteristika der SLE Patienten. SLE Patienten wurden mit gesunden
Kontrollprobanden (=Healthy Control) verglichen. Die Einteilung der SLE Patienten in Aktive (=SLE
Active) und Inaktive (=SLE Inactive) erfolgte anhand der klinischen Erkrankungsaktivitat.
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Das durchschnittliche Alter der Patienten betrug bei den Aktiven 49 Jahre, bei den Inaktiven
39 Jahre. Die Kontrollen waren im Mittel 37 Jahre alt. Der Mittelwert der Erkrankungsdauer
belief sich bei den Aktiven auf 123 Monate sowie bei den Inaktiven auf 143 Monate. Ein
deutliches Ungleichgewicht fiel bei der Geschlechterverteilung auf. 87% der aktiven und
100% der inaktiven SLE Patienten waren weiblich. Ein klarer Unterschied zeigte sich auch
bei der aktuellen Hautbeteiligung. Fast sechs Mal so viele aktive wie inaktive Patienten
wiesen zum Untersuchungszeitpunkt krankheitstypische Verénderungen der Haut auf. An
einer Beteiligung der Nieren litten mit 35% deutlich mehr der Patienten ohne aktives
Krankheitsstadium, wohingegen eine Beteiligung anderer Organe, wie Herz oder Lungen, in
der Gruppe der Aktiven geringfiigig haufiger zu verzeichnen war. Wesentlich mehr Patienten
mit einem aktiven Krankheitsstadium wurden mit immunsupprimierenden Medikamenten
therapiert als inaktive SLE Patienten. Besonders auffallend war dies bei der Therapie mit
Steroiden, die bei Aktiven um 35% haufiger durchgefiihrt wurde. Auch die tagliche Menge an
steroidalen Medikamenten war bei aktiv Erkrankten mit 5,1mg fast doppelt so hoch wie in der
inaktiven Vergleichsgruppe. Eine Behandlung mit dem monoklonalen BLys-Antikorper
Belimumab wurde nur in der Kohorte aktiver Patienten durchgefihrt. Der laborchemisch
gemessene Titer der Anti-ds-DNA-Antikdrper war bei inaktiven SLE Erkrankten im

Vergleich zu den aktiven im Durchschnitt um ca. 30% niedriger.

3.1.2 Immunphénotypisierung der T-Zellen bei SLE

Zunéchst wurde durchflusszytometrisch untersucht, ob es Unterschiede in der Anzahl
verschiedener Leukozytensubpopulationen sowie Unterschiede in deren Aktivierungsgrad
zwischen Erkrankten und Gesunden gab. Dabei waren besonders die T-Zellen von Interesse,
da diese bekanntermallen eine bedeutende Rolle im autoimmunen Entziindungsgeschehen
einnehmen und Uberdies als Hauptproduzenten von IL-3 gelten (siehe 1.4.1). Wie in Abschnitt
2.2.5 beschrieben, wurden die T-Zellen durch extrazellulare Farbung mit den Antikdrpern
CD4 und CD8 und anschliefende Analyse im Durchflusszytometer in ihre zwei groRen
Subklassen aufgeteilt. Des Weiteren wurden sie auf das Oberflachenantigen HLA-DR

untersucht.
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Abbildung 3: Immunphénotypisierung der T-Zellen im peripheren Blut von SLE Patienten: 3a)
Anteil der HLA-DR" CD4" T-Zellen an der Gesamtzahl CD4" T-Zellen in Prozent. 3b) Anteil der
HLA-DR" CD8" T-Zellen an der Gesamtzahl CD8" T-Zellen in Prozent. SLE Patienten wurden mit
gesunden Kontrollprobanden (=Control) verglichen. Die Einteilung der SLE Patienten in aktiv (=SLE
active) und inaktiv (=SLE inactive) erfolgte anhand der klinischen Erkrankungsaktivitat. Die
Einzelwerte sind als Dots dargestellt. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte der Proben. Die
statistische Berechnung der Signifikanzen wurde mittels One-Way ANOVA mit Bonferroni Post-Test
durchgefunhrt.

Abbildung 3a ist zu entnehmen, dass es bei den CD4" T-Zellen, die in der
Durchflusszytometrie positiv fur den Oberflichenmarker HLA-DR gemessen wurden,
lediglich  tendentielle aber nicht signifikante Unterschiede zwischen den drei
Vergleichsgruppen gab. Bei den CD8" T-Zellen stellte sich dies anders dar. In Abbildung 3b
sieht man, dass aktive Lupuspatienten im Vergleich zu inaktiven signifikant mehr HLA-DR*
CD8" T-Zellen im peripheren Blut aufwiesen (p=0,0362). Betrachtet man die Kontrollen im
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Vergleich zu aktiven SLE Patienten, zeigte sich sogar ein hoch signifikanter Unterschied
(p=0,0039).

3.1.3 Immunphanotypisierung der Monozyten bei SLE

Neben den T-Zellen spielen auch die Monozyten eine wichtige Rolle in
Autoimmunerkrankungen wie dem Systemischen Lupus erythematodes. Sie wurden analog zu
den T-Zellen mittels extrazellularer Farbung und FACS-Analyse anhand ihrer exprimierten
Oberflachenproteine typisiert (siehe 2.2.4 und 2.2.5). Es wurden CD14" und CD16"
Monozyten unterschieden. Weiterhin wurden die Monozyten auf das Oberflachenantigen
CD169 analysiert. Ziel war es herauszufinden, ob Lupuspatienten mehr CD169" Monozyten
im Blut aufweisen als gesunde Kontrollen und ob die Menge der Zellen von der
Krankheitsaktivitat abhéngt. Dies ist in Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4: Immunphé&notypisierung der Monozyten im peripheren Blut von SLE Patienten: 4a)
Anteil der CD169" CD14" Monozyten an der Gesamtzahl der CD14" Monozyten in Prozent. 4b)
Anteil der CD169" CD16" Monozyten an der Gesamtzahl CD16" Monozyten in Prozent. SLE
Patienten wurden mit gesunden Kontrollprobanden (=Control) verglichen. Die Einteilung der SLE
Patienten in aktiv (=SLE active) und inaktiv (=SLE inactive) erfolgte anhand der Kklinischen
Erkrankungsaktivitat. Die Einzelwerte sind als Dots dargestellt. Die Balken représentieren die
Mittelwerte der Proben. Die statistische Berechnung der Signifikanzen wurde mittels One-Way
ANOVA mit Bonferroni Post-Test durchgefihrt.

Aus Abbildung 4a wird ersichtlich, dass der prozentuale Anteil CD169" CD14" Monozyten an
allen CD14" Monozyten bei den aktiven SLE Patienten hochst signifikant gréRer war als in
der Kontrollgruppe (p<0,0001). Ein hoch signifikanter Unterschied fand sich ebenso im
Vergleich zwischen Kontrollen und inaktiven Lupuspatienten (p=0,0014). Schliellich zeigte
auch die Gegentberstellung der zwei SLE Patientengruppen, dass Aktive signifikant mehr
CD169" CD14" Monozyten aufwiesen als Inaktive (p=0,0393). Ahnliche Ergebnisse ergab

auch die Untersuchung der Expression von CD169 auf CD16" Monozyten (siehe Abbildung
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4b). Patienten im aktiven Krankheitsstadium wiesen einen hdchst signifikanten Mehranteil an
CD169" CD16" Monozyten auf als die Kontrollprobanden (p<0,0001). Einen ebenso
signifikant h6éheren Prozentsatz der genannten Zellen fand man bei den inaktiven Patienten im
Vergleich zu den Kontrollen (p=0,0431) sowie bei der aktiven SLE Gruppe in
Gegeniberstellung mit den Inaktiven (p=0,0301).

3.1.4 Zytokin-Produktion im Zellkultur-Uberstand von SLE Patienten
Wie unter 2.2.7 beschrieben, wurden zur Messung der von den PBMCs produzierten Zytokine
je Patient 500.000 Zellen pro Well in einer 96-Loch-Zellkulturplatte mit Anti-CD3 fir drei

Tage kultiviert. In dem Zellkulturiiberstand wurden anschlieBend mittels ELISA die
verschiedenen Zytokine quantifiziert. Man untersuchte neben IL-3 auch GM-CSF, IL-17
sowie IFNy. Mit diesem Versuch sollte geklart werden, ob Immunzellen von SLE Patienten
mehr Zytokine bilden und ob ein Zusammenhang zwischen der Zytokinmenge und dem
Krankheitsstadium besteht. Die IL-2 Expression wurde nur intrazelluldr untersucht, da sich

das Zytokin im ELISA aufgrund zu geringer Mengen nicht detektieren lieR3.
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Abbildung 5: Darstellung der Zytokin Konzentration in pg/ml gemessen im Zellkultur-Uberstand:
5a) IL-3, 5b) GM-CSF, 5c) IL-17, 5d) IFNy. SLE Patienten wurden mit gesunden Kontrollprobanden
(=Control) verglichen. Die Einteilung der SLE Patienten in aktiv (=SLE active) und inaktiv (=SLE
inactive) erfolgte anhand der klinischen Erkrankungsaktivitat. Die Einzelwerte sind als Dots
dargestellt. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte der Proben. Die statistische Berechnung der
Signifikanzen wurde mittels One-Way ANOVA mit Bonferroni Post-Test durchgefiihrt.
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Betrachtet man Abbildung 5a, fallt eine scheinbare Korrelation der IL-3 Produktion mit der
Krankheitsaktivitdt auf. Aktive SLE Patienten produzierten bedeutend mehr IL-3 als die
Kontrollprobanden (p<0,0001) sowie auch die Erkrankten ohne Kklinische Aktivitat
(p=0,0002). Fur GM-CSF (Abb. 5b) und IL-17 (Abb. 5c¢) ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede in der Menge an produziertem Zytokin zwischen den einzelnen Gruppen. Beim
IFNy ELISA (Abb. 5d) zeigten Uberraschenderweise nur die Inaktiven im Vergleich zu den
Kontrollen eine signifikant héhere Zytokinproduktion (p=0,0061).

3.1.5 CD4" T-Zellen als potentielle Quelle immunregulatorischer Zytokine bei SLE

Zur Detektion der von CD4" T-Zellen gebildeten Zytokine farbte man diese intrazellular an
und analysierte sie nachhfolgend im Durchflusszytometer (siehe 2.2.8). Bestimmt wurden die
Zytokine IL-3, IL-2, IFNy sowie GM-CSF. So sollte erfasst werden, ob CD4" T-Zellen
Produzenten der genannten Zytokinen sind und ob die Menge der Zytokin bildenden Zellen
von der klinischen Erkrankungsaktivitat der Lupuspatienten abhéngt. 1L-2 wurde wie bereits

erwéhnt lediglich intrazelluldr nachgewiesen.
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Abbildung 6: Anteil der Zytokin exprimierenden CD4" T-Zellen an der Gesamtzahl der CD4" T-
Zellen in Prozent nach intrazellularer Farbung auf: 6a) IL-3, 6b) IL-2, 6¢c) IFNy, 6d) GM-CSF.
SLE Patienten wurden mit gesunden Kontrollprobanden (=Control) verglichen. Die Einteilung der
SLE Patienten in aktiv (=SLE active) und inaktiv (=SLE inactive) erfolgte anhand der Kklinischen
Erkrankungsaktivitat. Die Einzelwerte sind als Dots dargestellt. Die Balken reprasentieren die
Mittelwerte der Proben. Die statistische Berechnung der Signifikanzen wurde mittels One-Way
ANOVA mit Bonferroni Post-Test durchgefihrt.

54



In Abbildung 6 lasst sich weder zwischen der Kontrollgruppe und den beiden SLE-
Patientengruppen noch zwischen den Patientengruppen untereinander ein signifikanter
Unterschied im Anteil der CD4" T-Zellen, die mittels FACS-Analyse positiv auf ein
untersuchtes Zytokin gemessen wurden, erkennen. Dies galt flr alle vier getesteten Zytokine.
Somit schien die Zytokinproduktion der CD4" T-Zellen keinen erheblichen Einfluss auf die

autoimmune Entziindungsreaktion der SLE Patienten zu nehmen.

3.1.6 CD8" T-Zellen als potentielle Quelle immunregulatorischer Zytokine bei SLE
Auf dieselbe Weise wie die CD4" T-Zellen wurden auch die CD8" T-Zellen mithilfe der

intrazellularen Anfarbung und nachfolgender Analyse im Durchflusszytometer auf die
Bildung bestimmter Zytokine untersucht (siehe 2.2.8). Entsprechend der Farbung der CD4" T-
Zellen wurden auch die CD8" T-Zellen auf IL-3, IL-2, IFNy sowie GM-CSF getestet.
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Abbildung 7: Anteil der Zytokin exprimierenden CD8" T-Zellen an der Gesamtzahl der CD8" T-
Zellen in Prozent nach intrazellularer Farbung auf: 7a) IL-3, 7b) IL-2, 7¢) IFNy, 7d) GM-CSF.
SLE Patienten wurden mit gesunden Kontrollprobanden (=Control) verglichen. Die Einteilung der
SLE Patienten in aktiv (=SLE active) und inaktiv (=SLE inactive) erfolgte anhand der Kklinischen
Erkrankungsaktivitat. Die Einzelwerte sind als Dots dargestellt. Die Balken représentieren die
Mittelwerte der Proben. Die statistische Berechnung der Signifikanzen wurde mittels One-Way
ANOVA mit Bonferroni Post-Test durchgefhrt.
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Im Gegensatz zu den CD4" T-Zellen (siehe Abb. 6) geht aus Abb. 7 hervor, dass sich bei den
CD8" T-Zellen die gebildete Menge an Zytokinen zwischen den einzelnen Testgruppen
deutlich unterschied. So ergab sich fiir den Anteil der IL-3" CD8" T-Zellen an allen CD8" T-
Zellen (Abb. 7a) zwischen den Kontrollen und den aktiven Lupuspatienten ein hoch
signifikanter Unterschied (p=0,0015). Der Anteil an IL-3" CD8" T-Zellen war in der Gruppe
der Aktiven auch im Vergleich mit den Inaktiven signifikant hoher (p=0,0065). Daher ist ein
direkter Zusammenhang zwischen der IL-3 Produktion der CD8" T-Zellen und der
Krankheitsaktivitat anzunehmen. Einen sogar hdchst signifikanten Unterschied wies die 1L-2
Produktion (Abb. 7b) der aktiven SLE Patienten verglichen mit denen der Kontrollprobanden
auf (p<0,0001). Auch hier schien die Krankheitsaktivitat die Zytokin Produktion zu
beeinflussen, denn auch die Gegenuberstellung der Aktiven und Inaktiven zeigte, dass Aktive
bedeutend mehr IL-2 bilden (p=0,0094). Keinen relevanten Unterschied ergab die
Untersuchung auf IFNy produzierende CD8" T-Zellen in den einzelnen Testgruppen (Abb.
7¢). Abb. 7d zeigt wiederum &hnliche Ergebnisse fir die GM-CSF Produktion wie fiir die von
IL-3 oder IL-2. Aktive SLE Patienten wiesen einen hochst signifikanten Mehranteil an GM-
CSF" CD8" T-Zellen auf als die Kontrollen (p=0,0006). Auch der Vergleich der aktiven mit
den inaktiven Lupuspatienten ergab einen hoch signifikanten Unterschied (p=0,0021) und
bestatigte somit die Korrelation zwischen der GM-CSF Produktion und der
Krankheitsaktivitat.

3.1.7 Requlation des IL-3 Rezeptors auf Basophilen Granulozyten und plasmazytoiden
Dendritischen Zellen bei SLE

Zur Untersuchung der Regulation des IL-3 Rezeptors auf Basophilen Granulozyten und

plasmazytoiden Dentritischen Zellen wurden unterschiedliche Assays aus Vollblutproben der
Lupuspatienten angelegt (siehe 2.2.9). Die Proben wurden entweder mit oder ohne Stimulans
fir 23,5 Stunden im Brutschrank inkubiert. Anschlielend wurde die Expression der p-Kette

des IL-3 Rezeptors (=CD131) auf den Immunzellen mittels Durchflusszytometrie gemessen.
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Abbildung 8: Expression von CD131 auf: 8a) Basophilen Granulozyten und 8b) pDCs ohne
Stimulation (=Medium) und nach Stimulation mit Anti-CD3. SLE Patienten wurden mit gesunden
Kontrollprobanden (=Control) verglichen. Die Einteilung der SLE Patienten in aktiv (=SLE active)
und inaktiv (=SLE inactive) erfolgte anhand der klinischen Erkrankungsaktivitat. Die Einzelwerte sind
als Dots dargestellt. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte der Proben. Die statistische
Berechnung der Signifikanzen wurde mittels One-Way ANOVA mit Bonferroni Post-Test durchgefihrt.

In Abbildung 8 ist zu erkennen, dass die p-Kette des IL-3 Rezeptors (=CD131) auf
Basophilen Granulozyten und pDCs von aktiven Lupuspatienten ohne Stimulation nach 23,5
Stunden bereits herunterreguliert wurde. Im Vergleich der Basophilen Granulozyten gesunder

Probanden und aktiv Erkrankter zeigte sich in Abb. 8a ein signifikanter Unterschied der
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CD131 Expression ohne vorherige Stimulation. Bei den pDCs der Aktiven (Abb. 8b) liel? sich
ebenfalls eine leichte Herunterregulierung der unstimulierten CD131 Expression detektieren,
diese war verglichen mit der der Inaktiven oder der Kontrollen jedoch nicht signifikant
groer. Durch die Stimulation mit Anti-CD3 ergaben sich bei beiden Zelltypen keine
wesentlichen Unterschiede in der Rezeptorregulation zwischen den Patientengruppen und der

Kontrollgruppe.

Neben Anti-CD3 wurden auch Assays mit den Stimulantien IL-3 und GM-CSF angelegt.
Dadurch sollte untersucht werden, ob die Basophilen Granulozyten sowie die plasmazytoiden
Dendritischen Zellen von SLE Patienten sensibler auf eine Stimulation durch diese
Wachstumsfaktoren reagieren als gesunde Probanden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 9

dargestellt.
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Abbildung 9: Expression von CD131 auf: 9a) Basophilen Granulozyten und 9b) pDCs ohne
Stimulation (=Medium) und nach Stimulation mit IL-3 bzw. GM-CSF. SLE Patienten wurden mit
gesunden Kontrollprobanden (=Control) verglichen. Die Einteilung der SLE Patienten in aktiv (=SLE
active) und inaktiv (=SLE inactive) erfolgte anhand der klinischen Erkrankungsaktivitat. Die
Einzelwerte sind als Dots dargestellt. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte der Proben. Die
statistische Berechnung der Signifikanzen wurde mittels One-Way ANOVA mit Bonferroni Post-Test
durchgefihrt.

Wie in Abb. 8a ist auch in Abb. 9a erkennbar, dass aktive SLE Patienten ohne Stimulation
weniger CD131 auf Basophilen Granulozyten exprimierten. Dies war in Gegeniiberstellung
mit der Regulation bei den Kontrollen hoch signifikant starker ausgepragt. Nach Stimulation

mit IL-3 bzw. GM-CSF wurde die B-Kette des IL-3 Rezeptors sowohl bei aktiven als auch
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inaktiven SLE Patienten auf das gleiche Niveau herunterreguliert wie bei der gesunden
Kontrollgruppe. Hieraus lasst sich ableiten, dass die Basophilen Granulozyten und pDCs von
SLE Patienten weder sensibilisiert noch desensibilisiert auf eine Stimulation mit IL-3 bzw.
GM-CSF reagierten.

3.2 Psoriasisarthritis

3.2.1 Basischarakteristika der PsA Patienten

In diese Studie wurden 46 Patienten mit einer diagnostizierten Psoriasis-Arthritis inkludiert.
Anhand des DAS28-ESR (= Disease Activity Score 28-Joint count Erythrocyte Sedimentation
Rate) Wertes wurden die Patienten in zwei Gruppen eingeteilt. 26 Patienten mit fehlender
Krankheitsaktivitdit und DAS28-ESR Werten <2,6 wurden dem Remissionsstadium
zugeordnet. Die Ubrigen 20 Patienten wiesen mit DAS28-ESR-Werten >2,6 eine niedrige bis
hohe Krankheitsaktivitat auf. Der DAS28-ESR errechnete sich anhand folgender Formel:

DAS28-ESR = 0,56* vdruckschmerzhafte Gelenke + 0,28* \geschwollenen Gelenke
+0,70* In (ESR) + 0,014* Krankheitszustand (VAS) (132).

Dafiir wurde die Zahl der von Druckschmerzhaftigkeit bzw. Schwellung betroffenen Gelenke
von insgesamt 28 Gelenken sowie der vom Patienten individuell eingeschatzte

Krankheitszustand ermittelt.

Analog zu den SLE Patienten (siehe 3.1) wurden auch die PSA Patienten mit 39 gesunden
Kontrollprobanden verglichen. Der nachfolgenden Tabelle 17 kdnnen grundlegende

Informationen Uber die PsA Patienten entnommen werden.
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Healthy PsA PsA

Control | DAS28-ESR<2.6 | DAS28-ESR > 2.6
(n=39) (n=26) (n=20)

Demographics:

Mean age (years) 37 55 60
Females n (%) 41 % 58 % 45 %
PsA duration (months) 164 162
Symptoms:

Painful joint count 0.3 4.3
Swollen joint count 0.1 2.6
Laboratory values:

CRP mg/I 44 7.3
ESR1h/2h 74/174 21.2/395
Steroids:

Steroids (%) - 12 % 30 %
Steroids mg / day - 0.7 4.0
Biologics:

TNF inhibitors (%) 35 % 35 %
IL-17 antagonists (%) - 0% 5%
DMARDs:

MTX - 65 % 60 %
Others - 8 % 5%
NSAIDs: - 8 % 35 %

Tabelle 17: Basischarakteristika der PsA

erfolgte anhand der DAS28-ESR-Werte.

Patienten. PsA Patienten wurden mit gesunden
Kontrollprobanden (=Healthy Control) verglichen. Die Einteilung der PsA Patienten in zwei Gruppen

Im Durchschnitt waren die Patienten in Remission 55 Jahre, die im aktiven Krankheitsstadium

60 Jahre alt. Die Geschlechterverteilung war nahezu ausgeglichen. Von den Patienten mit
DAS28-ESR <2,6 waren 58% weiblich, von denen mit DAS28-ESR >2,6 45%. Die
Vergleichsgruppe der Kontrollen bestand zu 41% aus Frauen. Die Patientengruppe mit

niedriger bis hoher Krankheitsaktivitat gab durchschnittlich deutlich mehr geschwollene oder

schmerzende Gelenke an als die Patientengruppe in Remission. Auch die laborchemischen

Entziindungsparameter spiegeln die Krankheitsaktivitat der zwei Patientengruppen wider.
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Sowohl der ESR Wert nach einer Stunde, als auch der nach 2 Stunden war in der DAS28-ESR
>2,6 Gruppe mehr als doppelt so hoch wie in der anderen Patientengruppe. Eine Therapie mit
Steroiden erhielten 18% mehr Patienten mit aktiver PsA als Patienten in Remission. Die
verabreichte Dosis an steroidalen Medikamenten war bei den Patienten mit niedriger bis
hoher Kankheitsaktivitdt mit 4,0mg/Tag mehr als finfmal so hoch wie bei den inaktiv
Erkrankten. Mit 1L-17 Antagonisten wurden ausschlieSlich Patienten im aktiven
Krankheitsstadium behandelt, wohingegen der Anteil der mit TFN-a-Inhibitoren therapierten
Patienten in beiden Patientengruppen gleich war. Im Gegensatz zu den Patienten mit DAS28-
ESR >2,6 erhielt ein geringer Mehranteil der Patienten mit DAS28-ESR <2,6 das
Immunsuppressivum Methotrexat. 27% mehr aktiv als inaktiv Erkrankte bekamen eine
Therapie mit NSAIDs.

3.2.2  Zytokin-Produktion im Zellkultur-Uberstand von PsA Patienten
Die Quantifizierung der von PBMCs gebildeten Zytokine in den Uberstanden der Zellkultur

von PsA Patienten mittels ELISA erfolgte analog zum Vorgehen bei den SLE Patienten (siehe
3.1.4). Auch hier war von Interesse, ob die Zytokin-Produktion in Abhangigkeit zur
Krankheitsaktivitat steht.
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Abbildung 10: Darstellung der Zytokin Konzentration in pg/ml gemessen im Zellkultur-Uberstand:
10a) IL-3, 10b) GM-CSF, 10c) IL-17, 10d) IFNy. PsA Patienten wurden mit gesunden
Kontrollprobanden (=Control) verglichen. Die Einteilung der PsA Patienten erfolgte anhand der
DAS28-ESR Werte in zwei Gruppen (<2,6 = keine Krankheitsaktivitat, >2,6 = niedrige bis hohe
Krankheitsaktivitat). Die Einzelwerte sind als Dots dargestellt. Die Balken représentieren die
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Mittelwerte der Proben. Die statistische Berechnung der Signifikanzen wurde mittels One-Way
ANOVA mit Bonferroni Post-Test durchgeflhrt.

Betrachtet man Abb. 10a, wird - wie beim SLE - bei PsA Patienten mit Krankheitsaktivitat
eine hochst signifikant hohere IL-3 Bildung ersichtlich als bei gesunden Kontrollen
(p<0,0001). Ebenso im Vergleich der beiden PsA Gruppen untereinander bestand ein hdchst
signifikanter Unterschied (p<0,0001). Bei der Messung von GM-CSF (Abb. 10b) fiel bei PsA
Patienten ohne Krankheitsaktivitat eine signifikant gréfiere GM-CSF Ausschiittung auf als bei
Kontrollprobanden (p=0,0164). Patienten, bei denen der DAS28-ESR >2,6 lag, zeigten nur
eine geringfiigig groRere GM-CSF Produktion als Gesunde, die aber geringer war als die der
Patienten mit DAS28-ESR <2,6. Bei IFNy waren &hnliche Ergebnisse zu verzeichnen (Abb.
10d). Die PBMCs inaktiver Patienten exprimierten hoch signifikant mehr des Zytokins als die
der Kontrollgruppe (p=0,0001). Hier zeigte sich jedoch auch ein signifikanter Unterschied
zwischen den aktiv Erkrankten und den Gesunden (p=0,0277). Wie auch beim GM-CSF
ELISA war die grofite IFNy Ausschittung bei den inaktiven PSA Patienten zu sehen. Die
Untersuchung auf IL-17 (Abb. 10c) ergab wieder &hnliche Ergebnisse wie beim IL-3 ELISA.
Patienten im aktiven Krankheitsstadium produzierten hochst signifikant mehr 1L-17 als
Kontrollpersonen (p=0,0009). Selbiges galt flir Patienten ohne Krankheitsaktivitdt im
Vergleich zu den Kontrollen (p=0,0005). Zwischen den beiden PsA Patientengruppen bestand

kein signifikanter Unterschied in der IL-17 Expression.

3.2.3 CD4" T-Zellen als potentielle Quelle immunregulatorischer Zytokine bei PsA

Zur Messung der von CD4" T-Zellen produzierten Zytokine wurden die Zellen intrazellulir

angefarbt und nachfolgend im Durchflusszytometer aufgetrennt (siehe 2.2.8).
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Abbildung 11: Anteil der Zytokin exprimierenden CD4" T-Zellen an der Gesamtzahl der CD4" T-

Zellen in Prozent nach intrazelluléarer Farbung auf: 11a) IL-3, 11b) IL-2, 11¢) IFNy, 11d) GM-

CSF. PsA Patienten wurden mit gesunden Kontrollprobanden (=Control) verglichen. Die Einteilung

der PsA Patienten erfolgte anhand der DAS28-ESR Werte in zwei Gruppen (<2,6 = Kkeine

Krankheitsaktivitat, >2,6 = niedrige bis hohe Krankheitsaktivitat). Die Einzelwerte sind als Dots
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dargestellt. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte der Proben. Die statistische Berechnung der
Signifikanzen wurde mittels One-Way ANOVA mit Bonferroni Post-Test durchgefiihrt.

Aus Abbildung 11a geht hervor, dass sich zwischen keiner der drei untersuchten Gruppen der
Anteil an IL-3" CD4" T-Zellen an allen CD4" T-Zellen maRgeblich unterschied. Auch bei der
Untersuchung der GM-CSF* CD4" T-Zellen lieR sich kein signifikanter Unterschied zwischen
den einzelnen Gruppen feststellen (Abb. 11d). Bei der intrazellularen Anfarbung der CD4" T-
Zellen auf IL-2 (Abb. 11b) zeigte sich jedoch bei den PsA Patienten mit vorhandener
Krankheitsaktivitét ein signifikant hoherer Anteil der gesuchten Zellen als bei den Kontrollen
(p=0,0144). Auch bei Patienten im inaktiven Krankheitsstadium war im Vergleich zu
Gesunden der prozentuale Anteil IL-2* CD4" T-Zellen signifikant hoher (p=0,0392). Die zwei
Patientengruppen unterschieden sich untereinander jedoch nicht wesentlich. Die Analyse auf
IFNy" CD4" T-Zellen (Abb. 11c) ergab lediglich fiir die PsA Patienten mit DAS28-ESR <2,6
in Gegenlberstellung mit der zweiten PSA Patientengruppe einen signifikant héheren Anteil
an der Gesamtzahl der CD4" T-Zellen (p=0,0420).

3.2.4 CD8" T-Zellen als potentielle Quelle immunregulatorischer Zytokine bei PSA
Auf die gleiche Weise wie die CD4" T-Zellen wurden auch die CD8" T-Zellen der PsA
Patienten intrazellular auf IL-3, IL-2, IFNy sowie GM-CSF geféarbt, um zu untersuchen,

welche Menge an Zytokinen die unterschiedlichen Versuchsgruppen intrazellular freisetzten.
Die Auftrennung nach Zell- und Zytokintyp erfolgte mittels FACS-Analyse.
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Abbildung 12: Anteil der Zytokin exprimierenden CD8" T-Zellen an der Gesamtzahl der CD8" T-
Zellen in Prozent nach intrazellularer Farbung auf: 12a) IL-3, 12b) IL-2, 12¢) IFNy, 12d) GM-
CSF. PsA Patienten wurden mit gesunden Kontrollprobanden (=Control) verglichen. Die Einteilung
der PsA Patienten erfolgte anhand der DAS28-ESR Werte in zwei Gruppen (<2,6 = keine
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Krankheitsaktivitat, >2,6 = niedrige bis hohe Krankheitsaktivitat). Die Einzelwerte sind als Dots
dargestellt. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte der Proben. Die statistische Berechnung der
Signifikanzen wurde mittels One-Way ANOVA mit Bonferroni Post-Test durchgefiihrt.

In der Abb. 12a erkennt man bei PsA Patienten mit Krankheitsaktivitat hoch signifikant mehr
IL-3" CD8" T-Zellen im Verhiltnis zur Gesamtzahl der CD8" T-Zellen als bei gesunden
Kontrollen (p=0,0061). Erkrankte in Remission zeigten ebenfalls mehr der genannten Zellen,
jedoch fiel der Vergleich mit den Kontrollen nicht signifikant aus. Abb. 12b legt dar, dass der
Anteil 1L-2* CD8" T-Zellen an allen CD8" T-Zellen sowohl bei aktiv Kranken als auch bei
inaktiv Kranken hochst bzw. hoch signifikant groRer war als bei den Kontrollprobanden
(p<0,0001 bzw. p=0,0019). Die Patientengruppen unterschieden sich untereinander nicht in
signifikantem MaRe. Ahnliche Ergebnisse zeigt auch die Abb. 12c. PsA Patienten mit
Krankheitsaktivitat wiesen anteilig héchst signifikant mehr IFNy" CD8" T-Zellen auf als
Gesunde (p=0,0009). Als hoch signifikant erwies sich der Unterschied zwischen Patienten in
Remission und Kontrollen (p=0,0066). In Abb. 12d zeigt sich auch fir den Wachstumsfaktor
GM-CSF, dass Patienten mit DAS28-ESR >2,6 prozentual signifikant mehr GM-CSF* CD8"
T-Zellen bildeten als gesunde Probanden (p=0,0398). Interessanterweise war dieser
Unterschied bei den Patienten mit DAS28-ESR <2,6 sogar hoch signifikant (p=0,0041).

3.2.5 Requlation des IL-3 Rezeptors auf Basophilen Granulozyten und plasmazytoiden
Dendritischen Zellen bei PSA
Auch bei den PsA Patienten wollte man untersuchen, wie sich die Expression der B-Kette des

IL-3 Rezeptors auf Basophilen Granuloyzten und pDCs durch Stimulation mit den
Wachstumsfaktoren 1L-3 und GM-CSF im Vergleich zu gesunden Menschen unterscheidet.
Dafiir wurden die Vollblutproben der PsA Patienten mit den entsprechenden Zusétzen fiir
23,5 Stunden im Inkubator belassen, anschlielend extrazellular auf CD131 angeféarbt und im

Duchflusszytometer analysiert (siehe 2.2.9).
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Abbildung 13: Expression von CD131 auf: 13a) Basophilen Granulozyten und 13b) pDCs ohne
Stimulation (=Medium) und nach Stimulation mit IL-3 bzw. GM-CSF. PsA Patienten wurden mit
gesunden Kontrollprobanden (=Control) verglichen. Die Einteilung der PsA Patienten erfolgte
anhand der DAS28-ESR Werte in zwei Gruppen (<2,6 = keine Krankheitsaktivitat, >2,6 = niedrige bis
hohe Krankheitsaktivitat). Die Einzelwerte sind als Dots dargestellt. Die Balken représentieren die
Mittelwerte der Proben. Die statistische Berechnung der Signifikanzen wurde mittels One-Way
ANOVA mit Bonferroni Post-Test durchgefihrt.

In Abb. 13 ist, analog zu Abb. 9, weder auf Basophilen Granulozyten noch auf pDCs ein
Unterschied in der Expression der p-Rezeptorkette CD131 nach Stimulation mit IL-3 bzw.
GM-CSF zwischen Kranken und Gesunden zu erkennen.
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3.3 Granulomatose mit Polyangiitis

3.3.1 Basischarakteristika der GPA Patienten
In der Gruppe der GPA Patienten wurde aufgrund der kleinen Zahl der Studienteilnehmer auf

eine Einteilung in aktives oder inaktives Krankheitsstadium verzichtet. Wie bei den anderen
Krankheitsbildern wurden auch die PsA Patienten mit 39 gesunden Kontrollprobanden
verglichen. Von den 15 integrierten Patienten waren zwei Drittel weiblich. Das
Durchschnittsalter lag bei 64 Jahren. Jeweils 40% der Erkrankten wurden mit Rituximab oder
Methotrexat therapiert. Azathioprin wurde dagegen nur in 13% der Félle eingesetzt. Das
Steroid Prednisolon erhielten 73% der Studienteilnehmer, mit einer durchschnittlichen Dosis
von 4,8mg pro Tag. Der Entzindungswert CRP lag im Durchschnitt bei 3,4mg/Liter. Flr die
Blutsenkungsgeschwindigkeit (ESR) wurden Werte von 12,2mm nach einer und 27,0mm

nach zwei Stunden gemessen.

Healthy Control
(n=39)

Demographics:

Mean age (years) 37 64
Females n (%) 41 % 67 %
GPA duration (months) - 125
Medication:

Rituximab (%) - 40 %
MTX (%) - 40 %
Azathioprin (%) - 13 %
Prednisolon (%) - 73 %
Prednisolon (mg/day) 4.8

Laboratory values:
CRP mg/I 3.4

ESR1h/2h 12.2/27.0

Tabelle 18: Basischarakteristika der GPA Patienten. GPA Patienten wurden mit gesunden
Kontrollprobanden (=Healthy Control) verglichen. Aufgrund der geringen Patientenzahl wurde bei
der GPA auf eine Einteilung der Patienten nach Krankheitsaktivitat verzichtet.
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3.3.2 Zytokin-Produktion im Zellkultur-Uberstand von GPA Patienten

Auch bei den Patienten mit einer diagnostizierten GPA inkubierte man je Patient 500.000
Zellen pro Well in einer 96-Loch Zellkulturplatte mit I6slichem Anti-CD3 fir drei Tage im
Brutschrank (siehe 2.2.7). Mit dem Zellkulturtiberstand wurden anschlielend ELISAs auf
bestimmte Zytokine durchgefuhrt (siehe 2.2.10). So wollte man die unterschiedlich stark

ausgepragte Zytokin-Produktion von Gesunden und an GPA Erkrankten untersuchen.
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Abbildung 14: Darstellung der Zytokin Konzentration in pg/ml gemessen im Zellkultur-Uberstand:
14a) IL-3, 14b) GM-CSF. GPA Patienten wurden mit gesunden Kontrollprobanden (= Control)
verglichen. Aufgrund der geringen Patientenzahl wurde bei der GPA auf eine Einteilung der Patienten
nach Krankheitsaktivitat verzichtet. Die Einzelwerte sind als Dots dargestellt. Die Balken
reprasentieren die Mittelwerte der Proben. Die statistische Berechnung der Signifikanzen wurde
mittels 2-sided unpaired Students T-Test durchgeflhrt.

Aus Abbildung 14a geht hervor, dass Patienten mit GPA hdchst signifikant mehr 1L-3
ausschutteten als gesunde Kontrollprobanden (p=0,0004). Dieser Zusammenhang konnte nun
fur alle drei untersuchten Krankheiten gezeigt werden (vgl. Abb. 5a und 10a). Im Hinblick auf
die Produktion von GM-CSF zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen Kranken
und Gesunden (Abb. 14b).
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3.3.3 CD4" T-Zellen als potentielle Quelle immunregulatorischer Zytokine bei GPA

Zur Darstellung der intrazellular freigesetzten Zytokine in CD4™ T-Zellen wurden die Zellen
intrazellular auf IFNy, IL-3 bzw. IL-2 angeféarbt und anschlielend im FACS-Gerét analysiert.
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Abbildung 15: Anteil der Zytokin exprimierenden CD4" T-Zellen an der Gesamtzahl der CD4" T-
Zellen in Prozent nach intrazellularer Farbung auf: 15a) IL-3, 15b) IL-2, 15¢) IFNy. GPA
Patienten wurden mit gesunden Kontrollprobanden (= Control) verglichen. Aufgrund der geringen
Patientenzahl wurde bei der GPA auf eine Einteilung der Patienten nach Krankheitsaktivitét
verzichtet. Die Einzelwerte sind als Dots dargestellt. Die Balken représentieren die Mittelwerte der
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Proben. Die statistische Berechnung der Signifikanzen wurde mittels 2-sided unpaired Students T-Test
durchgefihrt.

Betrachtet man Abb. 15, fallt lediglich bei der Analyse auf IL-2* CD4" T-Zellen (Abb. 15b)
ein signifikanter Unterschied im prozentualen Anteil an der Gesamtzahl der CD4" T-Zellen
zwischen GPA Patienten und Kontrollen auf (p=0,0115). CD4" T-Zellen von Erkrankten
produzierten nicht erheblich mehr IL-3 (Abb. 15a) oder IFNy (Abb. 15c) als die
Vergleichsgruppe.
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3.3.4 CDS8" T-Zellen als potentielle Quelle immunregulatorischer Zytokine bei GPA
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Abbildung 16: Anteil der Zytokin exprimierenden CD8" T-Zellen an der Gesamtzahl der CD8" T-
Zellen in Prozent nach intrazellularer Farbung auf: 16a) IL-3, 16b) IL-2, 16¢) IFNy. GPA
Patienten wurden mit gesunden Kontrollprobanden (= Control) verglichen. Aufgrund der geringen
Patientenzahl wurde bei der GPA auf eine Einteilung der Patienten nach Krankheitsaktivitét
verzichtet. Die Einzelwerte sind als Dots dargestellt. Die Balken représentieren die Mittelwerte der
Proben. Die statistische Berechnung der Signifikanzen wurde mittels 2-sided unpaired Students T-Test
durchgefuhrt.

In der Untersuchung der intrazelluldren Zytokin-Produktion von CD8" T-Zellen zeigte sich,

dass analog zu den CD4" T-Zellen auch hier GPA Patienten mehr IL-2 produzierten als
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Kontrollprobanden (Abb. 16b). Dieser Unterschied war hdochst signifikant (p=0,0004).
Ahnlich verhielt es sich mit der IFNy Produktion (Abb. 16c). An GPA Erkrankte bildeten
hochst signifikant mehr IFNy als ihre gesunde Vergleichsgruppe (p=0,0004). In der IL-3
Produktion (Abb. 16a) liel sich lediglich ein Trend zu htheren Konzentrationen bei den GPA
Erkrankten feststellen. Allerdings fand sich bei den GPA Erkrankten eine Patientenpopulation
mit stark erhohter IL-3 Produktion und eine, deren IL-3 Konzentration im Bereich der

Kontrollguppe lag.
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4 Diskussion

4.1 Steigende IL-3 Produktion mit zunehmender Krankheitsaktivitat bei

SLE, PsA und GPA
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen deutlich, dass Patienten mit SLE, PsSA oder GPA
wesentlich hohere Konzentrationen an 1L-3 in den Uberstanden der Zellkultur aufwiesen als
gesunde Kontrollen und dass die Werte mit zunehmender Krankheitsaktivitat signifikant
anstiegen. Somit schienen also IL-3 Ausschiittung und Krankheitslevel positiv zu korrelieren.
Aufgrund dieser Beobachtung kénnte man folglich annehmen, dass eine gesteigerte IL-3
Produktion zu einem gravierenderen Krankheitsverlauf fihrt. In der Literatur finden sich
einige Studien, die bereits einen Zusammenhang zwischen der IL-3 Expression und dem
Krankheitsverlauf verschiedener Autoimmunerkrankungen herstellten. Im Mausmodell der
Experimentellen autoimmunen Enzephalitis, der Frihphase der Kollagen-induzierten Arthritis
sowie der Lupusnephritis wurde IL-3 als wichtiger Mediator der Pathogenese und des
Krankheitsprogresses identifiziert. In allen drei Modellen konnten durch die Blockierung von
IL-3 mit einem monoklonalen Antikorper klinische und histologische Verbesserungen erzielt
werden, wahrend die Zufuhr von IL-3 zur Exazerbation des Krankheitsstadiums flhrte (97,
122, 123). Auch bei Sepsispatienten konnte eine Beteiligung von IL-3 an der
Inflammationsreaktion bewiesen werden. Weber et al. zeigten, dass hohere IL-3
Konzentrationen im Plasma mit einer erhdhten Mortalitat einhergingen (103). Kirzlich
stellten auch Anzai et al. einen Zusammenhang zwischen der IL-3 Ausschittung durch T-
Zellen und der Exazerbation der autoimmunen Inflammation im Krankheitsbild der
Myokarditis her. Diese Forschergruppe erreichte ebenfalls durch die Therapie mit einem Anti-

IL-3-AK Verbesserungen der akuten Entziindung in erkrankten Mausen (133).

Die genannten Studien untermauern die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. IL-3 ist Teil der
chronischen Inflammationsreaktion in Autoimmunerkrankungen und konnte daher einen

neuen Angriffspunkt in der Behandlung solcher Erkrankungen darstellen.
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4.2 1L-3 Produktion durch T-Zellen bei SLE, PsA und GPA

Als Quellen von IL-3 gelten nach aktueller Datenlage neben Mastzellen (100), Basophilen
Granulozyten (101) und B-Zellen (103) vor allem CD4" T-Zellen, also T-Helferzellen (97,
122). In dieser Forschungsarbeit wurden jedoch die CD8" T-Zellen als (iberwiegende
Produzenten von IL-3 identifiziert. Betrachtet man die Quantifizierung der IL-3" T-Zellen von
SLE bzw. PsA Patienten im aktiven Krankheitsstadium lie} sich im Vergleich zu den
Kontrollprobanden nur bei den CD8" T-Zellen, nicht aber bei den CD4" T-Zellen ein hoch
signifikanter Unterschied feststellen. Beim SLE fiel auch der Unterschied zwischen aktiven
und inaktiven Patienten signifikant aus, weswegen man auf einen direkten Zusammenhang
zwischen der IL-3 Expression in CD8" T-Zellen und der Krankheitsschwere schliefen konnte.
Bei der GPA ergaben sich im Vergleich von Erkrankten und Gesunden fur beide T-Zelltypen
ebenfalls Trends hin zu mehr IL-3" Zellen. Die Beobachtung, dass der Anteil IL-3" CD8" T-
Zellen bei den Patienten mit hoher Krankheitsaktivitdt am groRten war, spiegelt die
Ergebnisse der im Zellkulturiberstand gemessenen IL-3 Konzentrationen wider. Einige
andere Studienergebnisse stiitzen die Beobachtung einer dominierenden Rolle der CD8" T-
Zellen in inflammatorischen Prozessen. Stoeckle et al. konnten in einer Studie eine erhhte
Produktion von IL-3 durch CD8" T-Zellen nachweisen und postulierten, dass neben den CD4"
auch die CD8" T-Zellen als relevante Zytokinquelle berticksichtigt werden sollten. Allerdings
beziehen sich diese Daten auf Blutproben von Patienten mit nicht IgE-vermittelter
Eosinophilie (134). Bei der Untersuchung der Synovialflissigkeit von Patienten mit PsA
wurde eine signifikant groRere Population von CD8" T-Zellen festgestellt als bei Patienten
mit Rheumatoider Arthritis. Bei den PsA Patienten zeigte sich sogar eine Umkehrung der
CD4:CD8 Ratio zugunsten der CD8" T-Zellen. Der Vergleich des T-Zellmusters von PsA
Patienten und gesunden Kontrollen im peripheren Blut erbrachte jedoch keinen wesentlichen
Unterschied (135). Bei Patienten mit schwerer Lupusnephritis identifizierten Couzi et al. unter
allen renal infiltrierenden Immunzellen die CD8" T-Zellen als vorherrschenden Typ. Die
Einwanderung der CD8" T-Zellen in die Niere korrelierte sowohl positiv mit Markern zur
Bestimmung der Krankheitsaktivitit, als auch mit den Anteilen der CD8" Zellen im Blut
(136).

Fur die CD4" T-Zellen lieR sich bei SLE und PsA kein Zusammenhang zwischen IL-3
Produktion und Krankheitsaktivitét feststellen. Nur bei den GPA Patienten konnte man einen
Anstieg des Anteils IL-3" CD4" T-Zellen in Gegeniiberstellung mit den Kontrollen erkennen.
Da dieser Unterschied jedoch nicht signifikant ausfiel und aufgrund der relativ kleinen

Kohorte nicht zwischen aktiven und inaktiven GPA Patienten unterschieden wurde, lasst sich
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hier nicht auf eine Korrelation von Krankheitsaktivitat und 1L-3" T-Zellen schlieBen. Die
Rolle der CD4" T-Zellen an der IL-3 Produktion schien zusammenfassend eher untergeordnet

Zu sein.

4.3 Regulation der IL-3 Rezeptor p-Kette auf Basophilen Granulozyten

und plasmazytoiden Dendritischen Zellen bei SLE und PsA
Wiéhrend die o-Kette des IL-3 Rezeptors fir die Zytokinbindung verantwortlich ist,
beeinflusst die B-Kette (=CD131) die weitere Signaltransduktion in der exprimierenden Zelle.
Fur die Vermittlung der IL-3 Wirkung ist also besonders die B-Kette des Rezeptors relevant.
Basophile Granulozyten und pDCs exprimieren den heterodimeren 1L-3 Rezeptor auf ihrer
Zelloberflache und die Bindung von IL-3 aktiviert sie in ihrer Funktion und Differenzierung
(106, 137). Daher wurde besonderes Augenmerk auf die Expression der B-Rezeptorkette auf

genau diesen beiden Zelltypen gelegt.

Wie in Abb. 8a zu erkennen ist, wurde die Expression der -Rezeptorkette auf den Basophilen
Granulozyten von Lupuspatienten mit hoher Krankheitsaktivitdt im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen ohne Stimulation bereits nach 23,5 Stunden signifikant herunterreguliert.
Auch bei den inaktiven Patienten kam es zu einer deutlichen Herunterregulation von CD131
auf der Zelloberflache. Bei den pDCs war dieser Effekt nur leicht ausgepragt. Um zu
uberprifen, ob die Basophilen Granulozyten und pDCs von Patienten mit SLE oder PsA
anders auf die Konfrontation mit IL-3 bzw. GM-CSF reagieren als die Zellen von gesunden
Probanden, wurden die Vollblutproben tber Nacht mit den Wachstumsfaktoren inkubiert. Aus
Abb. 9 und Abb. 13 ist eine Herunterregulation der B-Rezeptorkette nach Versetzen mit IL-3
oder GM-CSF bei allen Versuchsgruppen in beinahe identischem Mal3e ersichtlich. Basophile
Granulozyten und pDCs von Erkrankten reagierten also nicht sensibler als die Zellen von
Gesunden, sondern gleich. Dies bedeutet in der Folge, dass die signifikant ausgepragtere
Herabregulierung der B-Kette auf Basophilen Granulozyten von aktiven Lupuspatienten nicht
durch die sensiblere Responderzelle selbst, sondern durch die erhthte basale IL-3 Freisetzung
durch die dysregulierten T-Zellen bedingt sein muss. Wurden die Zellen von gesunden
Probanden bzw. Patienten jedoch fir 23,5 Stunden mit immobilisiertem Anti-CD3 stimuliert,
zeigte sich kein wesentlicher Unterschied mehr in der Herunterregulation der p-Kette
zwischen Kranken und Gesunden. Dies mag darauf zurtickzufiihren sein, dass durch die Anti-

CD3 Stimulation eine I1L-3 Freisetzung in allen Gruppen erreicht wurde, die bereits zu einer
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maximalen Herunterregulation von CD131 fiihrte. Die autoimmune Inflammation geht somit
scheinbar mit einer Hyperreaktivitat der T-Zellen und einer erhéhten basalen IL-3 Freisetzung
einher. Diese Annahme wird durch die Schlussfolgerungen von Rother et al. bestérkt. Die
Wissenschaftler fassten in einem Review zahlreiche Studien zusammen, die sich mit der
gestorten Signaltransduktion der T-Zellen von Lupuspatienten auseinandersetzten. Besonders
die Signalwege des T-Zellrezeptors schienen im SLE veréndert zu sein. Diese Abweichungen
fiihren laut den Forschern zur Autoreaktivitat und Uberempfindlichkeit in den T-Zellen (138).
Es konnte also bei der Herabregulation der B-Rezeptorkette von einer Reaktion im Sinne einer
negativen Ruckkopplung auf die héhere IL-3 Ausschiittung ausgegangen werden. Vermutlich
handelt es sich um einen korpereigenen Mechanismus, der die potentiell inflammatorische
Wirkung von IL-3 durch eine Verminderung der Signaltransduktion abmildern soll.

4.4 Weitere immunregulatorische Zytokine bei SLE, PsA und GPA

Da die Pathogenese der drei beleuchteten Autoimmunerkrankungen sehr komplex und
vielschichtig ist, beschaftigte sich diese Arbeit neben IL-3 auch mit weiteren
immunregulatorischen Zytokinen. Es wurde die Expression von IL-17, IL-2, IFNy und GM-
CSF untersucht.

Das Zytokin IL-17 ist maRgeblich an der Gewebeinflammation in Autoimmunerkrankungen
wie dem SLE und der PsA beteiligt. Es induziert beispielsweise die Sekretion
proinflammatorischer Proteine (unter anderem auch GM-CSF) und unterstiitzt die
Differenzierung von B-Zellen und damit wiederum die Produktion von Antikérpern (64, 139,
140). Biologika, die das Zytokin bzw. die T,17-Zellpopulation als seine Hauptquelle
inhibieren, wurden bereits in mehreren Studien Kklinisch erprobt und erzielten
vielversprechende Ergebnisse fur die Behandlung des SLE und der PsA (141, 142). In der
Literatur gibt es einige Studien, die eine Korrelation zwischen den IL-17 Werten im Serum
von SLE Patienten und der Krankheitsaktivitdt nachweisen konnten (139, 143). In der
vorliegenden Arbeit konnte zwar eine steigende IL-17 Dynamik mit zunehmender
Krankheitsschwere der SLE Patienten festgestellt werden, jedoch fielen die Unterschiede
zwischen den untersuchten Gruppen nicht signifikant aus. Bei den PsA Patienten lie3en sich
signifikant hohere IL-17 Konzentrationen als bei den gesunden Kontrollen nachweisen, der
Unterschied zwischen den Patienten mit DAS28-ESR <2,6 und DAS28-ESR >2,6 war

allerdings nicht signifikant.
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IL-2 wird vorwiegend von aktivierten Tp-Zellen gebildet und gilt als immunregulatorisches
Zytokin, das fur eine normale Funktion der Leukozyten wichtig ist (144). In vielen murinen
Modellen von Autoimmunerkrankungen wurde, vor allem zu Krankheitsbeginn, eine IL-2
Defizienz festgestellt, welche mit einer gestorten Funktionalitit und Homdostase der
regulatorischen T-Zellen (Trg-Zellen) einhergeht (139). Diese haben supprimierende
Eigenschaften, mit denen sie Autoimmunreaktionen unter Kontrolle halten (145). Auch im
humanen SLE konnte die verminderte IL-2 Produktion und deren negative Effekte auf die
Treg-Zellen gezeigt werden (146). Durch die verringerte Zahl der Tg-Zellen werden
besonders Tpl7-Zellen und B-Zellen unkontrolliert aktiviert, was unter anderem zu einer
erhdhten IL-17 Ausschiittung und hoheren Antikorpertitern fuhrt (139). Die Konzentration
von IL-2 in den Zellkulturberstdnden wurde in dieser Arbeit nicht gemessen, da sich das
Zytokin erfahrungsgemal im ELISA nicht detektieren l&sst. Die erhdhten IL-17 Werte bei den
Patienten kdnnten jedoch im Umkehrschluss auf eine verminderte IL-2 Produktion hindeuten.
Eine spezifische Analyse der einzelnen T-Zellsubgruppen zum Nachweis einer verminderten
Treg-Population hatte diese These eventuell weiter untermauern kénnen. In der Literatur
finden sich jedoch auch Studien, die erhohte IL-2 Werte in Autoimmunerkrankungen
feststellen konnten. Salazar-Camarena et al. beispielsweise konnten in einer Subgruppe von
SLE Patienten neben erhéhten BAFF-Werten auch erhohte IL-2 Konzentrationen im Blut
nachweisen (147). Eine weitere Studie beschéftigte sich mit den Unterschieden in den
Zytokinprofilen von Patienten mit PSA und Patienten, die an der rein kutanen Form der
Psoriasis litten. Bei den PsA Patienten konnte eine deutlich héhere IL-2 Sekretion durch
PBMCs festgestellt werden als bei den Psoriasispatienten (148). In dieser Arbeit wiesen die
Kontrollprobanden mehr IL-2° CD4" T-Zellen im Vergleich zu aktiven und inaktiven SLE
Patienten auf, jedoch unterschieden sich die Anteile nicht in signifikantem Male. Der Anteil
IL-2" CD8" T-Zellen schien bei SLE und PsA mit der Krankheitsschwere zu korrelieren und
auch die GPA Patienten zeigten signifikant mehr IL-2* CD8" T-Zellen als die gesunde
Vergleichsgruppe. Bei PsA und GPA konnte man diese Beobachtung auch bei den CD4" T-
Zellen machen, jedoch waren die Signifikanzlevel bei den CD8" T-Zellen hoher ausgepragt.
Die CD8" T-Zellen nehmen folglich auch in der IL-2 Produktion eine dominierende Stellung

ein.

In einem Review zur Beteiligung verschiedener Zytokine an der Pathogenese des SLE wird
die Rolle von IFNy kontrovers diskutiert. Auf der einen Seite wurde IFNy durch seine
aktivierende Funktion auf Makrophagen sowie durch die Induktion der T-Zell

Differenzierung als Mediator in der Entwicklung von Autoimmunph&nomenen beschrieben.
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Eine andere Studie zeigte jedoch, dass IFNy-defiziente Mause anfélliger fir
Autoimmunerkrankungen sind, was die proinflammatorische Wirkung des Zytokins in Frage
stellt (139). In der vorliegenden Studie wurden sowohl fur SLE als auch fur PsA und GPA
erhohte Werte fiir IFNy im Zellkulturiiberstand gemessen. Bei SLE und PsA zeigten
interessanterweise die inaktiven Patienten die hochsten Werte. Eine direkte Korrelation
zwischen Zytokin Konzentration und Krankheitsaktivitat konnte daher nicht gezeigt werden.
Auch Briihl et al. konnten im Mausmodell der RA keinen Zusammenhang zwischen der IFNy
oder auch GM-CSF Expression in der Synovia und dem Schweregrad der Gelenkentziindung
erkennen (97). Die hoheren IFNy Konzentrationen bei inaktiven Patienten im Vergleich zu
aktiven sind moglicherweise auf die aggressivere immunsuppressive Therapie der aktiven
Patienten zuruckzufiihren, die die IFNy Produktion abschwécht. Bei SLE lieR sich weder bei
den CD4" T-Zellen noch bei den CD8" T-Zellen eine Korrelation der IFNy Werte mit der
Krankheitaktivitat feststellen. Bei PsA konnte eine hoch signifikante Zunahme der IFNy*
CD8" T-Zellen mit steigenden DAS28-ESR Werten beobachtet werden, bei den CD4" T-
Zellen wiesen erneut die inaktiven Patienten den grélten Anteil auf. Bei GPA wurde ebenso
nur fiir die CD8" T-Zellen ein signifikanter Unterschied zwischen Erkrankten und Kontrollen
gemessen. Diese Ergebnisse starken ebenso wie fiir IL-3 und IL-2 die These, dass die CD8"
T-Zellen die Hauptproduzenten von IFNy im Rahmen von autoimmunen Prozessen sind.
Entgegengesetzt dazu stehen die Ergebnisse der Studie von Renner et al., die im Mausmodell
der MS die CD4" T-Zellen als Hauptquelle von IFNy und auch GM-CSF identifizieren
konnten (122).

Der Wachstumsfaktor GM-CSF ahnelt in seinen Funktionen denen von IL-3 (116). Mit seinen
stimulatorischen Auswirkungen auf Aktivierung, Migration und Uberleben von Effektorzellen
des Immunsystems tragt es zur Pathogenetik von Autoimmunerkrankungen bei (149). Steiman
et al. fanden heraus, dass serologisch aktive Lupuspatienten, die jedoch keinerlei klinische
Symptome zeigten, neben anderen Chemokinen signifikant niedrigere GM-CSF Werte
aufwiesen als serologisch und klinisch aktive Patienten. Chemokine wie GM-CSF stellen in
der Schlussfolgerung demnach bessere Biomarker fiir den SLE dar als serologische Parameter
wie Antikorper oder Komplementfaktoren (150). Willeke et al. wiesen eine deutlich erhohte
Zahl von GM-CSF sezernierenden PBMCs in Lupuspatienten im Vergleich zu gesunden
Kontrollen nach, welche sogar mit den Titern der Anti-dsDNA-AK korrelierte (151). Diese
Erkentnisse konnten in der vorliegenden Arbeit nicht bestétigt werden. Hier wurde fiir keine
der Erkrankungen ein linearer Zusammenhang zwischen der GM-CSF Produktion im

Zellkulturiberstand und der Krankheitsaktivitat festgestellt. Lediglich bei den PsA Patienten
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mit DAS28-ESR <2,6 konnte signifikant mehr GM-CSF gemessen werden als bei den
Kontrollen. GPA Patienten zeigten zumindest hohere GM-CSF Titer als Kontrollen, wenn
auch nicht signifikant ausgepragt. In der Auswertung der intrazellularen GM-CSF
Exprimierung konnte man vor allem beim SLE wieder deutlich die Dominanz der CD8" T-
Zellen erkennen. Wahrend der Anteil GM-CSF™ CD4" T-Zellen keine Korrelation mit der
Krankheitsaktivitat zeigte, sah man bei den CD8" T-Zellen eine deutlich ausgepragtere
Produktion bei den aktiven SLE Patienten. Bei der PsA war flr beide T-Zelltypen wieder eine
hohere GM-CSF Exprimierung im inaktiveren Krankheitsstadium erkennbar. Nur bei den
CD8" T-Zellen waren die Unterschiede signifikant und auch hier hatten die Patienten mit
DAS28-ESR >2,6 wesentlich mehr GM-CSF™ Zellen als die Kontrollprobanden. Hier
schienen also die zytotoxischen T-Zellen wieder eine maligeblichere Rolle in der

Zytokinproduktion zu spielen als die T-Helferzellen.

4.5 Steigende HLA-DR Expression auf T-Zellen mit zunehmender
Krankheitsaktivitat bei SLE

Im Rahmen dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass SLE Patienten im aktiven
Krankheitsstadium hoch signifikant mehr CD8" T-Zellen aufwiesen, die den
Oberflachenmarker HLA-DR exprimierten, als gesunde Vergleichsprobanden. Ein ebenfalls
signifikanter Unterschied lieR sich zwischen den beiden Lupus Patientengruppen nachweisen.
Der Anteil der CD4" T-Zellen, die HLA-DR exprimierten, war bei den SLE Patienten im
Vergleich zu den Kontrollen nicht signifikant erhéht. Aus diesen Beobachtungen kénnte man
einen direkten Zusammenhang zwischen der Menge an HLA-DR® CD8" T-Zellen im
peripheren Blut von Lupuspatienten und der Krankheitsaktivitat schlussfolgern.

Diese Daten decken sich mit den Ergebnissen einer Arbeitsgruppe, die sich mit der
Problematik auseinandersetzte, einen zuverlassigen Marker fir die Vorhersage eines
Krankheitsschubes beim SLE zu identifizieren. Viallard et al. untersuchten neben bereits
allgemein anerkannten Laborwerten, wie den ANAs, Anti-ds-DNA-Antikorpern sowie CHsy,
als Zeichen der Komplementaktivitét, auch die HLA-DR Expression auf T-Zellen. Diese gilt
als klassischer Marker flr die Aktivitat der T-Zellen. Dabei stellten die Forscher unter den
verglichenen Parametern fir HLA-DR auf CD8" T-Zellen die signifikanteste
Ubereinstimmung mit dem aktuellen Krankheitsstadium fest. Zusatzlich war die Menge der

HLA-DR® CD8" T-Zellen auch am signifikantesten mit dem Auftreten eines akuten
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Krankheitsschubes  assoziiert  (152). In  einer anderen Studie wurden die
immunphanotypischen Profile von Lymphozyten in SLE Patienten und in Patienten mit
diskoidem Lupus erythematodes verglichen. Beide Patientengruppen wiesen mehr
zirkulierende HLA-DR" CD3" T-Zellen als Zeichen einer systemischen T-Zellaktivierung auf,
als gesunde Kontrollpersonen. Aber nur im SLE fanden sich deutlich mehr CD8" T-Zellen,
die HLA-DR exprimierten, was sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit deckt
(153).

Das hohe MaR an Aktivitat der CD8" T-Zellen aktiver SLE Patienten, welches durch die
gesteigerte Expression von HLA-DR angezeigt wird, steht im Konsens mit den oben
beschriebenen Erkenntnissen. Je aktiver das Krankheitsstadium, desto aktivierter sind die
CD8" T-Zellen und desto mehr IL-3 produzieren sie. Je mehr IL-3 wiederum durch die
hyperreaktiven T-Zellen basal produziert wird, desto starker wird die p-Kette des IL-3

Rezeptors auf Basophilen Granulozyten herunterreguliert.

4.6 Steigende Siglec-1 Expression auf Monozyten mit zunehmender
Krankheitsaktivitat bei SLE

In dieser Arbeit wurde ein hochst signifikant gréRerer Anteil an CD169* Monozyten im
peripheren Blut von aktiven SLE Patienten beobachtet als bei gesunden Kontrollprobanden.
Auch im Vergleich inaktiver und aktiver Lupuspatienten wiesen die Aktiven einen signifikant
héheren Prozentsatz an CD169" Monozyten auf. Dies galt sowohl fir die CD14" als auch fiir
die CD16" Monozyten. Diese Ergebnisse beweisen einen Anstieg der Expression des
Oberflachenproteins Siglec-1 auf CD16" bzw. CD14" Monozyten mit der Krankheitsaktivitat
der SLE Patienten. Die vorliegenden Ergebnisse decken sich mit denen einiger anderer
Arbeitsgruppen. Wie bereits unter 1.1.2 beschrieben, tragen Interferone des Typs I, vor allem
IFNa einen entscheidenden Teil zur Pathogenese des SLE bei. Biesen et al. beschéftigten sich
in ihren Untersuchungen mit der IFN Typ | Signatur der SLE Patienten und dabei
insbesondere mit ihrem Effekt auf periphere Monozyten. Die Arbeitsgruppe fand heraus, dass
das durch die hohe IFN Produktion am starksten hochregulierte Protein Siglec-1 auf
Monozyten war. Aullerdem stellte die Arbeitsgruppe fest, dass der Anteil der Subpopulation
an Monozyten, die CD169 auf ihrer Oberflache exprimierten, in direktem Zusammenhang mit
der Krankheitsaktivitdt der Lupuspatienen stand. So konnte Siglec-1 auf Monozyten als

Indikator der IFN Typ | Signatur als potentieller Biomarker fir die Uberwachung der
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Krankheitsaktivitat und des Therapieerfolges beim SLE abgeleitet werden (128). Rose et al.
untersuchten verschiedene Biomarker des SLE auf ihre krankheitsgradbezogene Sensitivitat.
Neben konventionell genutzten Parametern, wie den Anti-ds-DNA-Antikérpern oder den
Komplementfaktoren C3 und C4, wurden auch IFNa, IFNy-induziertes 16sliches Protein 10
und Siglec-1 als IFN-assozierte Marker bei Lupuspatienten gemessen. Dabei zeigten 86% der
aktiven SLE Patienten eine erhohte Expression von Siglec-1 auf Monozyten. AuRerdem
ergaben die Untersuchungen dieser Studie die beste Korrelation von IFNa und Siglec-1 mit
der Krankheitsaktivitat, wobei sich Siglec-1 dabei als der Biomarker mit der hdchsten
Sensitivitdt erwies (154). Diese Ergebnisse konnten die Forscher in einer prospektiven
Longitudinalstudie verifizieren (155). Zu sehr &hnlichen Schlussfolgerungen kamen auch die
Forscher einer anderen Arbeitsgruppe, die sich mit der Expression von Siglec-1 auf
Monozyten von padiatrischen SLE Patienten befassten. Auch hier wurde flr die Siglec-1
Expression, verglichen mit einigen anderen Parametern, die beste Korrelation mit einer
Verschlechterung des Krankheitszustandes aufgezeigt. Folglich wurde auch hier die Siglec-1
Expression auf Monozyten als sensitiver Biomarker fiir die Krankheitsuberwachung
identifiziert, jedoch mit dem Unterschied, dass es sich hier um die kindliche Form des Lupus
handelte (156).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Siglec-1 Expression auf Monozyten lediglich bei den
SLE Patienten naher analysiert. Xiong et al. schlossen aus den Ergebnissen ihrer
Untersuchungen zur Siglec-1 Expression auf PBMCs und Monozyten bei Patienten mit
Rheumatoider Arthritis, dass sich auch bei dieser Autoimmunerkrankung Siglec-1 aufgrund
einer positiven Korrelation mit den DAS28 und ESR Werten als Marker zur Uberwachung der
Krankheitsaktivitat eignet (157). Zukinftige Untersuchungen konnten also beleuchten, ob
auch bei weiteren Autoimmunerkrankungen ein direkter Zusammenhang zwischen der

Krankheitsaktivitat und der Siglec-1 Expression besteht.

Wie unter 4.1 dargelegt wird, bestand bei allen drei untersuchten Erkrankungen ein direkter
Zusammenhang zwischen der Krankheitsaktivitat und der IL-3 Ausschuttung. IL-3 tragt unter
anderem auch zur Entwicklung plasmazytoider Dendritischer Zellen aus CD34"
Progenitorzellen und zur generellen Vermehrung Dendritischer Zellen bei (158, 159).
Plasmazytoide Dendritische Zellen wiederum gelten als Hauptproduzenten von IFNa (18).
Somit liegt die Vermutung nahe, dass eine gesteigerte IL-3 Produktion mit mehr pDCs, damit

wiederum erhéhten IFNa Spiegeln und in der Folge auch einer verstarkten Siglec-1
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Expression auf Monozyten einhergeht. Mdglicherweise spiegeln also die erhéhten IL-3 Werte

die IFN-assoziierte Siglec-1 Bildung auf Monozyten.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob Patienten mit SLE, PSA oder GPA im Vergleich
zu gesunden Kontrollprobanden eine erhéhte Expression des Zytokins Interleukin-3
aufweisen und ob diese mit der Krankheitsaktivitat der Patienten korreliert. AuBerdem wurde
die intrazellulare Produktion von IL-3 und anderen immunregulatorischen Zytokinen durch
die verschiedenen T-Zelltypen bestimmt. Zusatzlich wurde die Expression der p-Kette des IL-

3 Rezeptors auf Immunzellen naher beleuchtet.

Um die Konzentrationen von IL-3 in den Blutproben der Patienten zu bestimmen, wurden die
PBMCs mittels Ficoll-Dichtezentrifugation isoliert und fir drei Tage mit Anti-CD3 im
Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurden die Konzentrationen von IL-3 im Uberstand
dieser Zellkultur durch ELISA quantifiziert. Hierbei wurden bei aktiven SLE, aktiven PSA
und GPA Patienten signifikant hohere Werte des Zytokins gemessen als bei den
Vergleichsprobanden. Die IL-3 Konzentrationen korrelierten ferner positiv. mit der
Krankheitsaktivitat. Auf die gleiche Weise wurden auch die Titer von GM-CSF, IL-17 und
IFNy bestimmt, wobei fir keines der Zytokine eine d&hnliche Korrelation mit der
Krankheitsschwere festgestellt werden konnte. Bemerkenswerterweise wiesen die inaktiven
SLE und PsA Patienten die hdchsten IFNy Werte auf und auch bei GM-CSF zeigten die
inaktiven PsA Patienten die hochste Konzentration.

Mittels intrazelluldrer Farbung auf IL-3 und nachfolgender FACS-Analyse wurden die IL-3
produzierenden Zellen untersucht. Hierbei war erneut eine positive Korrelation von
intrazellularer  IL-3  Expression und steigender  Krankheitsaktivitdt  erkennbar.
Interessanterweise konnte dies jedoch nur auf den CD8" T-Zellen, nicht aber auf den CD4" T-
Zellen beobachtet werden. Folglich wurden die CD8" T-Zellen als Hauptquelle von IL-3
identifiziert. Die intrazelluldre Farbung erfolgte zusatzlich auf die Zytokine IL-2, IFNy und
GM-CSF. Auch hier waren insbesondere die CD8" T-Zellen an der Zytokinproduktion
beteiligt. Bei allen drei Erkrankungen Kkorrelierten die Anteile der IL-2* CD8" T-Zellen mit
der Krankheitsaktivtat. Bei PSA und GPA liel? sich dies auch fir IFNy nachweisen, bei SLE
fir GM-CSF. Wie bereits im ELISA wurden auch in der intrazellulédren Farbung die hochsten
Anteile an Zytokin produzierenden Zellen bei den inaktiven PSA Patienten gemessen. Dies
galt fir die IFNy" CD4" T-Zellen sowie fiir beide T-Zelltypen, die positiv fiir GM-CSF waren.
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Die Analyse der B-Kette des IL-3 Rezeptors auf Basophilen Granulozyten und pDCs von SLE
Patienten nach 23,5 stundiger Inkubation mit Medium zeigte eine deutliche Herabregulierung
der Rezeptorexpression, besonders auf den Basophilen Granulozyten der Erkrankten im
Vergleich zu den Kontrollen. Da eine sensiblere Reaktion der Zellen von SLE und auch PsA
Patienten ausgeschlossen wurde, konnte die verminderte Expression der B-Rezeptorkette auf

die erhohte basale IL-3 Freisetzung durch hyperreaktive T-Zellen zurtickgefihrt werden.

Fur die SLE Patienten erfolgte (berdies eine Immunphénotypisierung bestimmter Zellen
mittels extrazellularer Anfarbung und Beurteilung im Durchflusszytometer. CD4" und CD8"
T-Zellen wurden auf die Expression des Aktivierungsmarkers HLA-DR untersucht. Dabei
zeigte sich ein direkter Zusammenhang zwischen dem Anteil HLA-DR™ CD8" T-Zellen und
der Krankheitsschwere der Patienten. HLA-DR auf CD8" T-Zellen kénnte somit einen
vielversprechenden Biomarker fiir die Uberwachung der Krankheitsaktivitit im SLE
darstellen. AuRerdem spiegelt es das hohe MaR an Aktivitit der CD8" T-Zellen aktiver
Patienten wider. Des Weiteren wurden CD14" und CD16" Monozyten auf die Exprimierung
von Siglec-1 untersucht. Hierbei konnte erneut die ansteigende Krankheitsaktivitdt mit dem
Anteil Siglec-1 positiver Monozyten in Korrelation gebracht werden. Da die Siglec-1
Expression durch IFNa induziert wird, kénnte Siglec-1 als Mall fir die pathogenetisch
bedeutsame IFNa Signatur des SLE und somit ebenfalls als Laborparameter zur Einschatzung
des Krankheitsstadiums dienen. Ein Zusammenhang der verstarkten IFNo Produktion mit der
erhdhten IL-3 Freisetzung und der daraus resultierenden Aktivierung der pDCs st

wahrscheinlich.

Mit den beschriebenen Ergebnissen konnte die relevante Rolle von IL-3 im
Krankheitsprogress des SLE, der PSA und der GPA gezeigt werden. Die Blockierung des
Zytokins, seines Rezeptors oder der CD8" T-Zellen als seine Hauptquelle stellt somit einen
moglichen  neuen  Ansatzpunkt fir die  Therapie dieser  rheumatologischen

Autoimmunerkrankungen dar.
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