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Einleitung

1. Einleitung

Die menschliche Hand ist ein komplexes Werkzeug, bestehend aus einer
Knochenkette verbunden durch mehrere Gelenke und Bander. Sie ermoglicht
dem Menschen seine Umwelt zu ,begreifen® und sie durch feine und grobe
Bewegungsmuster zu verandern. Krankhafte Prozesse beeintrachtigen die
Funktion der Hand. Alltigliche ,Handgriffe®, wie z.B. das Offnen von Kndpfen
oder Flaschen, werden unmoglich. Betroffene Menschen sind dadurch
beintrachtigt und auf Hilfsmittel oder die Hilfe von anderen Personen
angewiesen. Eine haufige rheumatische Erkrankung, die sich an den Handen
manifestiert, ist die Rheumatoide Arthritis. Allein in der Bundesrepublik
Deutschland leiden ca. 800.000 Menschen an dieser Erkrankung. Weltweit
betragt die Pravalenz 1%. In ethnischen Subpopulationen zeigen sich jedoch
signifikante Unterschiede. Nordamerikanische Indianer leiden haufiger unter
einer Rheumatoiden Arthritis (Pravalenz: 5-6%) als Asiaten (Pravalenz:
0,3%) [1-3].

Die Inzidenz in der Bundesrepublik Deutschland betragt ca. 20-40 Erkrankte
pro 100.000 Einwohner. Es besteht ein ausgepragter Geschlechtsunterschied,
so dass Frauen dreimal haufiger erkranken als Manner. Die Rheumatoide
Arthritis kann ab dem 10. Lebensjahr auftreten, der Altersgipfel liegt jedoch
zwischen der 4.-6. Lebensdekade. Nach einer Erkrankungsdauer von 20
Jahren werden statistisch gesehen 80% der Erkrankten in ihrem
Bewegungsumfang stark eingeschrankt sein [4]. Neben den sozialen und
psychischen Problemen, ergeben sich dadurch auch
gesundheitsékonomischen und volkswirtschaftliche Schwierigkeiten. Die
jahrlichen gesundheitsdkonomische Kosten betragen pro Patient etwa

5.000 €. Sie entstehen durch stationdre MaBnahmen, wie z.B.
Krankenhausaufenthalte, und vorwiegend durch Medikamente und
Arztbesuche. Viel gravierender sind jedoch die volkswirtschaftlichen Kosten,
die durch Arbeitsausfalle und Friihberentung entstehen. In Deutschland
werden dadurch Kosten in Hohe von 10.000 € pro Patient und Jahr generiert
[5]. Patienten mit Rheumatoider Arthritis weisen zudem eine verminderte

Lebensspanne mit ansteigender Mortalitat auf. Diese ist assoziiert mit einer
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hohen persistierenden Krankheitsaktivitat, Nachweis von Rheumafaktor,
hohem Lebensalter und geringem Bildungsgrad. Die Lebenserwartung
verringert sich dadurch bei den Patienten um 3-18 Jahren [6]. Auch die

heutige medikamentdse Behandlung verbessert diese Prognose nicht [4].

1.1. Krankheitsbeschreibung

Die Rheumatoide Arthritis wird in der Gruppe der entzindlichen
Bindegewebserkrankungen (,,connectiv tissue disease" (CTD)) subsumiert.
Diese Erkrankungen zeichnen sich durch Inflammation und/oder
Degeneration des Bindegewebes aus, begleitet mit Ablagerung von
fibrinbsem Material. Weitere Erkrankungen dieser Gruppe sind der
Systemische Lupus erythematodes (SLE), die systemisch progressive
Sklerodermie, das Sjogren-Syndrom und das Sharp- Syndrom (,mixed-

connective tissue disease" (MCTD)).

1.1.1. Artikulare Affektionen

Klinisch prasentiert sich die Rheumatoide Arthritis als symmetrische

Polyarthritis, die hauptsachlich die kleinen Gelenke der Hande und FiBe
befallt. Oft wird {ber Arthralgien, Gelenkschwellung, Miuidigkeit und
Steifigkeit der Gelenke (iber mehrere Stunden berichtet. Affektierte Gelenke
sind oft schmerzhaft bei der Palpation (Ganslen-Zeichen). Charakteristisch ist
der symmetrische Befall der peripheren Interphalengeal-,
Metacarpophalangealgelenke der Hande und FiBe [7]. Durch zunehmende
Destruktion und Funktionseinschrankung der Gelenke kommt es zu den
typischen Erscheinungsbildern der Rheumatoiden Arthritis. Die Affektion der
Strecksehnen an den Phalangen flhrt zur Ausbildung einer Schwanenhals
oder Knopflochdeformitdt. Davon sind ebenfalls betroffen die
synoviaausgekleideten Gelenke der zervikalen Wirbelsdule. Der Befall kann
zu einer Instabilitdt fihren und in einer atlanto-axialen Subluxation mit
Myelon-Kompression enden, welche einen letalen Ausgang haben kann [8].
Diagnostiziert wird die RA an Hand der von der ,American Rheumatism

Association" (ARA) entwickelten Kriterien [9].
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Zur Diagnose einer RA missen vier Kriterien erflillt sein. Die Punkte 1-4 missen seit
mindestens 6 Wochen bestehen

1. Morgensteifigkeit >1h

2. Arthritis > 3 Gelenkregionen

3. Arthritis der Hand und
Fingergelenke

4, symmetrische Arthritis

5. Rheumaknoten

6. Rheumafaktoren im Serum

7. radiologische Veranderung

Tabelle 1.: ARA — Kriterien fiir die Rheumatoide Arthritis.

1.1.2. Extraartikuldre Affektionen

Neben den artikuldren Affektionen finden sich typischerweise systemische

Veranderungen, wie zum Beispiel eine Lymphadenopathie, subfebrile
Temperaturen und eine erhdhte Blutsenkungsgeschwindigkeit. Eine typische
extraartikulare  Manifestation der Rheumatoiden Arthritis ist der
Rheumaknoten. Er wird bei 20% der Rheumafaktor positiven (seropositiven)
Patienten gefunden [10]. Diese subkutanen Knoten finden sich v.a. an den
Sehnen oder periartikuldr, wie zum Beispiel am Ellenbogen oder an den
Fingergelenken. Pathophysiologisch stellen Rheumaknoten eine Vaskulitis der
kleinen BlutgefaBe dar. Diese Vaskulitis fiihrt zu einer fibrinoiden Nekrose der
GefdBe mit zunehmender Proliferation von Fibroblasten und epitheloidzelligen
Histiozyten [11]. Unter adaquater Therapie treten Rheumaknoten nicht auf.
Weitere Manifestationen einer Rheumatoiden Arthritis kdnnen ein sekundares
Sjogren — Syndrom [12], Felty-Syndrom, Vaskulitis und eine Poylneuropathie
sein.

Laborchemisch lassen sich unterschiedliche autoreaktive Antikdrper im Serum
nachweisen. Die bekanntesten werden unter den Rheumafaktoren
subsumiert. Rheumafaktoren sind Autoantikérper, vor allem der Subklassen
IgM und IgG, die gegen die Epitope des Fc- Teils von veranderten IgG-
Molekiilen gerichtet sind. Sie sind nicht spezifisch fiir die Rheumatoide
Arthritis, sondern werden auch bei weiteren rheumatischen Erkrankungen
sowie bei Klinisch Gesunden gefunden. Spezifischer flir die Rheumatoide

Arthritis sind Antikdrper gegen cyclisches citrulliniertes Peptid. In vivo sind
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sie gegen das epitheliale Protein Filaggrin gerichtet, welches durch
enzymatische Spaltung von Argininresten in der Proteinkette 20 % Citrullin
enthalt. Anti- CCP AK sind bei 20- 60 % der Patienten in der Friihphase der
Rheumatoiden Arthritis nachweisbar. Der Nachweis korreliert mit dem

Auftreten primarer Gelenkdestruktionen.

1.1.3.Krankheitsaktivitat

Die Rheumatoide Arthritis zeichnet sich durch eine variable Symptomatik und

Verlauf aus. Bei der Halfte der Patienten beginnt sie mit indolenter Arthritis
und endet mit stark geschwollen Gelenken und Arthralgien [13]. Bei
dreiviertel der Patienten wechseln sich hohe Krankheitsaktivitat und
Remission ab [14]. Eine individuelle Vorhersage Uber den Krankheitsverlauf
ist dadurch nicht mdglich.

Zur Quantifizierung der Krankheitsaktivitat werden in der klinischen Praxis
J.Scores" verwendet. Ein klinischer Score ist eine Messvorschrift flir ein
Merkmal, der aus einer genau operationalisierten Zusammenfassung von
mehreren (i.d.R. mehr als zwei) Komponenten besteht und zu einer
mindestens ordinalen Bewertung fihrt.

Einen besser evaluierten Score fur die Rheumatoide Arthritis stellt der
Krankheitsaktivitats-Score ,disease activity Score™ (DAS) dar. Er berechnet
sich aus der Anzahl der geschwollenen (,swollen joint count“(SJC)) und
druckschmerzhaften Gelenke (,tender joint count®(TJC)) und jeweils aus
einem laborchemischen Parameter, entweder dem C-Reaktives Protein (CRP)
oder der Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) nach folgender Messvorschrift
[15].

DAS28 3(crp) = [0,56 - VTIC28 + 0,28 - //SIC28 + 0,36 - In(CRP + 1)]- 1,10 + 1,15

Neben den klinischen Scores existiert noch eine Vielzahl von radiologischen
Scoresystemen zur Quantifizierung der im Rdntgenbild erkennbaren
Veranderungen. Tabelle 1.1. nach Resnick [16] zeigt, welche pathologisch-
anatomischen Veranderungen der Rheumatoiden Arthritis sich im

Rontgenbild darstellen.
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Pathologische
Anatomie

Rontgenbefund

Entziindung der
Synovialis und
Flssigkeitsansammlung

Hyperamie und
Knochenmineralverlust

Zerstérung des Knorpels
durch Pannus

Zerstoérung des
"ungeschitzten"
Knochens am Gelenkrand
durch Pannus

Zerstérung des
subchondralen Knochens
durch Pannus

Fibrose und knocherne
Ankolysen

Kapsel- und
Bandinstabilitat

Weichteilsschwellung und
Gelenkspalterweiterung

Gelenknahe Osteoporose

Gelenkspaltverschmalerung

marginale Erosionen

Knochenerosionen und
subchondrale Zyste
Ankolyse

Deformationen und
Subluxationsfehlstellung

Tabelle 2: Pathologisch anatomischer Befund und Réntgenbefund im Vergleich nach
Resnick [16]

Die  semiquantitativen  radiologischen  Scoringmethoden  erfassen
insbesondere die erosiven Veranderungen. Sie zdhlen die Erosionen pro
Gelenk (Sharp- Score), bewerten teilweise die GréBe der Erosionen
(modifizierter Sharp- Score nach v.d. Heijde [17]), schdtzen den
prozentualen Anteil der destruierten Gelenkflache (Ratingen- Score [18])
oder bewerten die globale Gelenkzerstorung, teilweise unter Zuhilfenahme

von Skizzen (Larsen- Score [19]).
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Ein haufig verwendeter radiologischer Score ist der in Tabelle 1.2.
dargestellte Sharp- Score [20, 21].

Erosive Veranderung * Gelenkspaltverschmalerungsscore**
Grad 0 = Normal 0 = normal

Grad 0 + = diskrete Veranderung 0 + = fraglich oder schlechter
Grad 1 = Leicht 1 = leicht

Grad 1 + = leicht, schlechter 1+ = leicht oder schlechter
Grad 2 = MaBig 2 = maBig

Grad 2 + = MaBig, schlechter 2 + = maBig, schlechter

Grad 3 = Schwer 3 = schwer

Grad 3 + = schwer, schlechter 3 + = schwer, schlechter

4 Ankylose oder Dislokation

+ wird mit 0,5 Punkten bewertet
* 14 Gelenke pro Hand werden
untersucht

** 13 Gelenke pro Hand werden
untersucht

Tabelle 3.: Sharp- Score modifiziert nach Genant (TSS) [22]

Abbildung 1: Gelenke, die bei der Scoringmethode nach Sharp beriicksichtigt
werden. Grin unterlegte Gelenke werden auf Gelenkspaltverschmalerung, rot

unterlegte Gelenke auf Erosionen untersucht.

Die Vorteile eines radiologischen Scores bestehen in seiner hohen Spezifitiat

und kostenglinstigen Verfiigbarkeit. Nachteilig werden projektionsbedingt nur
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randstandige Defekte erfasst. Daneben zeigen radiologische Scores eine
geringe Anderungssensitivtat und filhren durch ungleiche Schritte in der
ordinalen Skalierung zur Uberbewertung frilher Verdnderungen. Sie

berlicksichtigen dabei nicht Luxationen oder Subluxationen.

1.2. Atiologische Faktoren der Rheumatoiden Arthritis

Die Atiologie der Rheumatoiden Arthritis ist nicht bekannt. Es konnten jedoch
verschiedene Faktoren identifiziert werden, die im Zusammenhang mit der
Erkrankung stehen, wie zum Beispiel bestimmte genetische Konstellationen

und mdgliche exogene Faktoren.

1.2.1. Genetische Faktoren

Ahnlich wie bei den weiteren Autoimmunerkrankungen, konnte man bei der
Rheumatoiden Arthritis auch eine familidgre Haufung schwerer, destruierender
Verlaufe beobachten [23]. In Zwillingsstudien konnte eine Konkordanz von
12-30% bei eineiigen Zwillingen festgestellt werden, bei zweieiigen
Zwillingen betragt diese 4% [24]. Genanalysen zeigten eine polygenetische
Suzeptibiltitat flir die Rheumatoide Arthritis. Die haufigste findet sich in den
Allelen der Klasse II Histokompatibilitdtantigene, jenen Proteinketten, welche
fur die Antigenprasentation mitverantwortlich sind. Eines der bekanntesten
ist die Assoziation mit HLA-DR4. Prospektive Studien zeigten, dass erkrankte
HLA-DR4(+) Patienten ein héheres Risiko tragen, an Knochenerrosionen zu
erkranken als HLA-DR4(-) Patienten [25]. Weitere Genloci betreffen die

Proteinketten der Immunglobuline und ihre Glykolisierung [26, 27].

1.2.2. Nicht-genetische Faktoren

Auf Grund der geringen Konkordanz in den Zwillingsstudien wurden weitere
Faktoren postuliert, die zum Ausbruch der Erkrankung beitragen. Es wurden
zwei Hypothesen in Bezug auf einen infektiosen Faktor entwickelt [28]. Die
erste besagt, dass in der Synovialmembran ein unbekannter infektioser
Organismus persistiert, welcher eine chronische Entziindung unterhdlt. Im
Mittelpunkt stehen Viren der Herpesgruppe (CMV, EBV), Retroviren (HTLV-1)

und Parvoviren (Parvovirus B19). Eine destruktive Polyarthritis wird bei

-9.-



Einleitung

Infektionen mit HTLV-1 beschrieben [29, 30], jedoch konnte kein Beweis
gefunden werden fir eine HTLV-1 getriggerte RA in nicht endemischen
Gebieten. In einer weiteren Hypothese wird davon ausgegangen, dass ein
infektidser Mikroorganismus in einer friihen Phase eliminiert wird. Durch die
Ahnlichkeit der antigenen mikrobiellen Epitope mit Kdpereigenen entsteht
eine Autoimmunreaktion, welche zu einer perpetuierten Inflammation fuhrt

(,molekulares Mimikry" oder “hit and run”-Hypothese).

1.3. Pathologie

1.3.1. Histologie der Synovialmembran

Regelrecht konfiguriertes Synovialmembrangewebe (Membrana synovialis)
besteht aus einer inneren synovialen und einer subsynovialen Schicht. Sie
kleidet neben den Gelenkinnenraum auch Sehnenscheiden aus. In manchen
Gelenkinnenrdumen bildet sie gréBere Falten, den Plicae synoviales oder
Zotten (Villi synoviales). Die synoviale Intima besteht aus 2-4 Lagen von
Deckzellen. Diese liegen auf einer subsynovialen Schicht, in der, in einer
extrazelluldren Matrix, Fibroblasten, Mastzellen, Dendritische Zellen und
Nervenendigungen eingelagert sind. Hauptsachlich zwei Zelltypen bilden die
synoviale Intima, Typ A und Typ B Synoviozyten [31]. Typ A Synoviozyten
sind makrophagen-ahnliche Zellen. Sie bilden insgesamt 25% aller Zellen des
Synoviums. Der Phanotyp der Synovialzelle Typ A ahnelt sehr dem der
Gewebsmakrophagen. Sie  exprimieren CD14, CD68 und den
Komplementrezeptor Typ 1. Synoviozyten Typ B sind fibroblasten-ahnliche
Zellen. An ihrer Plasmamembran findet sich die Uridyl-diphosphoglucose
Dehydrogenase. Dieses ist ein Enzym, welches zur Bildung von
Hyaluronsdure bendtigt wird. Hyaluronsdure, ein Glykosaminglykan, findet
sich in groBen Mengen in der Synovia (Synovialfliissigkeit) und in der

extrazellularen Matrix.
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1.3.2. Histologische Merkmale der Synovialmembran bei Rheumatoider
Arthritis

Bei der Rheumatoiden Arthritis verandert sich das histologische Bild der

Synovialmembran.

Im Friihstadium kommt es zur Odem- und Fibrinbildung. Dabei korreliert die
histologische Anderung mit der klinischen feststellbaren Gelenkschwellung
[32, 33]. Die Persistenz der Entziindung bewirkt eine Dickenzunahme der
synovialen Intima [34]. Histologisch findet sich eine Hypertrophie und
Hyperplasie der synovialen Deckzellen Typ A und Typ B. Die Proliferation der
Deckzellen wirft die Synovialmembran starker in Falten. Neben der
synovialen Intima wird auch das synoviale Bindegewebe alteriert. Es kommt
durch neu gebildete BlutgefaBe zu einem Influx von Leukozyten. Histologisch
zeichnen sich diese BlutgefaBe als ,Hoch-Endothialen Venulen (HEV)" aus
[32, 35]. Hoch-endothiale Venulen férdern durch Expression von spezifischen
Adhasionsproteinen die Einwanderung von Leukozyten ins Synovium [35].
Die groBte Subpopulation der infiltrierenden Leukozyten stellen die CD4(+)
T-Lymphozyten dar. Sie zeichnen sich phanotypisch durch die Expression von
spezifischen Markerproteine, als aktivierte T-Zellen oder Gedachtniszelle aus
[36]. Weitere infiltrierende Leukozyten sind CD8(+) T-Lymphozyten, B-
Lymphozyten und Makrophagen. Im subsynovialen Gewebe verteilen sich die
mononukledren Leukozyten entweder diffus oder sie bilden sekundare
Aggregate. Diese kdnnen sich zu Keimzentren, so genannten tertidren
Lymphfollikeln, umwandeln. In diesen Lymphfollikeln werden B-Zellen
aktiviert und differenzieren sich dann zu Plasmazellen. Polymorphkernige
Leukozyten, wie z.B. neutrophile Granulozyten, werden selten im Synovium

gefunden. Man findet sie aber gehauft in der Synovia.
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a)
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Abbildung 2: Histologie inflammatorischer Synovialmembran (HE —Farbung)

a) ausgepragte Hyperplasie der Synovialendeckzellschicht;

b) starke inflammatorische subendotheliale Infiltration mit sekundarer Keimzentren
Bildung [37]

1.3.3. Pannus

Das zerstorerische Element der Rheumatoiden Arthritis ist das Pannus -

Gewebe. Es zerstért den Knorpel und fiihrt zu Knochendestruktionen. Es
affektiert auch extraartikuldre Gewebe wie Bander und Sehnen. Der Pannus
ist eine expandierende entziindliche Masse, bestehend aus Synovialzellen,
die sich in den Knorpel bzw. Knochen ausbreitet. In der friihen Phase einer
Rheumatoiden Arthritis ist Pannus zunachst avaskuldr und seine Expansion
nicht-entzlindlich. Spater flihrt eine Aktivierung des Gewebes zur Zerstérung
von Gelenkbinnenstrukturen (z.B. Knorpel). Viele Daten lassen vermuten,
dass T-Zell - vermittelte Stimuli die Zellen des Pannus aktivieren. Die Bildung
von proinflammatorischen Zytokinen, Metallomatrixproteasen und anderen
Faktoren bauen die extrazelluldare Matrix des Knorpels und spater die

Knochenstruktur ab.
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1.4. Pathogenese der Rheumatoiden Arthritis

Grundlage der Entstehung einer perpetuierten Entziindung ist das
Zusammenspiel und die Verteilung der inflammatorischen Zellen.
Entscheidend ist die interzelluldare Kommunikation, welche zur Aktivierung
bzw. Suppression von Zellen fiihrt. Zellen des Immunsystems bedienen sich
zweier Moglichkeiten der Kommunikation. Sie kdnnen entweder durch
|6sliche Mediatoren oder durch direkten Zell-Zell- Kontakt in Verbindung
treten. Losliche Mediatoren sind kleine Proteine mit einem Molekulargewicht
zwischen 5 - 50 kDa. In den meisten Fallen handelt es sich um monomere
Proteine. Man bezeichnet diese Klasse der Mediatoren als Zytokine und
subsumiert alle kleinen, nicht-strukturell- verwandten Glykoproteine, welche
als chemische Liganden zwischen den Zellen dienen. Sie vermitteln
Zellwachstum, Differenzierung, Gewebeheilung und Regulation der
Immunantwort. Zytokine kénnen von einer Vielzahl von Zellen synthetisiert
werden und koénnen unterschiedliche Zellen ansprechen. Sie férdern
verschiedene Immunzellantworten und es besteht eine klare Redundanz der
Funktion, die spezielle Zytokine vermitteln. Im Synovium findet man vor
allem Zytokine, welche von Makrophagen und Fibroblasten produziert
werden. Man kann sie mittels PCR auf mRNA- Ebene nachweisen. Thi-zell
spezifische Zytokine wurden bis jetzt nicht auf Proteinebene nachgewiesen,
sondern ausschlieBlich auf mRNA-Ebene. Mdoglicherweise spiegelt diese
Entdeckung die spate Phase der Rheumatoiden Arthritis wider, wahrend sich
eventuell in der friihen Form T-zellgenerierte Zytokine finden, da die Zahl

und Population infiltrierender Zellen zu jedem Zeitpunkt gleich sind [38].
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Zytokin Produzent

Funktion

IL-1 Makrophagen/Monozyten

IL- 10 CD4(+) - und CD8(+) T- Zellen,
B -Zellen, Makrophagen

IL- 15 Endothelzellen, Fibroblasten,
Monozyten

IL- 17 Thl7

IFN-y aktivierte T- Zellen, NK -Zellen

TNF-a Macrophagen/Monozyten,
Neutrophile, T-Zellen,
NK-Zellen

TGF- B Makrophagen/Monozyten;
Fibroblasten

RANK: dendritische Zellen, naive
T - Zellen

RANKL: aktivierte T - Zellen,
Osteoblasten, Osteoklasten

RANK/
RANKL

Proinflammatorisches Zytokin

Inhibition der Produktion von TNF-
a, INF-y

Féderung der tranendothelialen
Migration und Akkumulation von
T-Zellen, Proliferation von
aktivierten T- Zellen, fordert die
Entwicklung von NK- Zellen und
NKT- Zellen

Proinflammatorisches Zytokin,
stimuliert Makrophagen zur
Produktion von ~ TNF- a und IL-1;
Induktion von Metalloproteinasen

Immunmodulatorisch; Aktivierung
von Makrophagen/Monocyten;
Stimulation von Th1- Zellen und
CD8(+) T -Zellen; Inhibition von
Th17- Zellen

Proinflammatorisches Zytokin,
Aktivierung des Endothels,
Induktion der Apoptose,
Stimmulation des angeborenen
Immunsystems

Pro- und Inflammatorische Effekte;
Induktion von CD4(+)25(+) und
Thi7

Fordert die Entwicklung von T und
B- Zellen aus Vorlauferzellen,
Induziert T- Zellproliferation, férdert
die Osteoklastendifferenzierung,
Osteoklastenaktivierung

Tabelle 4: Zytokine in der Rheumatoiden Arthritis

Durch die hohe Konzentration von pro- inflammatorischen Zytokinen kommt

es zur Aktivierung von Zellen, welche daraufhin Metallomatrixproteasen

ausschitten und  extrazelluldre  Matrix und  Knorpel abbauen.

- 14 -



Einleitung

Inflammatorische Zellen werden neben soluben Mediatoren, auch Uber
direkten Zell-Zell- Kontakt beeinflusst. Aktivierte CD4(+) T-Lymphozyten
stimulieren mittels CD69 und CD11 Monozyten und Fibroblasten zur
Produktion von Metallomatrixproteinen und proinflammatorischen Zytokinen.
Sie stimulieren zusatzlich durch die Bindung von a3, Integrinen (CD154)
und CD 28 auf B-Lymphozyten die Produktion von Immunoglobulinen,
einschlieBlich der Rheumafaktoren. CD4(+) T-Lymphozyten kdnnen auch
durch die Expression von Osteoprotgerin (OPGL) die Osteoklastengenese

steigern.

Rheurmatoid factor
and other autoantibodies

. Interlaukin-4
Interlaukin-4 :
Inte laukin-G Interleukin-10
Intarleukin-10

Flazma s
call N 9 Thi
- irl b2

¥ i
1\'. /_/"“_—* g = ’ !
Intarfaran-y G o
e

M“ 1\ Interlaukin-12 Intarferon-y
Beall | R Ch4+ T cell
4 co1
QPGL - CD&s
i il L THF-a,
’! COas & interlaukin-1,

Synovium

\1':'1< . J and interleukin-&

Production of metalloproteinases and
cther effector molecules

Migration of polymorphonuclear cells

Erosion of bone and cartilage

Abbildung 3.: Zusammenspiel der inflammatorischen Zellen in der Pathogenese der
Rheumatoiden Arthritis [39]
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1.4.1. Charakteristika von inflammatorischen Zellen in der
Rheumatoiden Arthritis

1.4.1.1. T-Lymphozyten
Die groBte Population der infiltrierenden Zellen bilden die T-Lymphozyten.

CD4(+) T-Zellen stellen die groBte Subpopulation da. Nach der aktuellen
Hypothese werden die infiltrieten CD4(+) T-Zellen im pro-
inflammatorischen  Gewebe aktiviert und differenzieren sich zu
Gedachtniszellen. Diese zeichnen sich durch die phanotypische Expression
von CD45 RO, CD44, VLA-1 und HLA-DR aus. Die Menge der CD4(+)
T-Zellen in der Synovia korreliert nicht mit der des peripheren Blutes. CD4(+)
T-Helferzellen beteiligen sich an der Aktivierung anderer Leukozyten,
insbesondere durch die Freisetzung lokaler Mediatoren wie z. B. Zytokine.
T-Helferzellen lassen sich in drei Hauptgruppen Thl, Th2 und Th17 Zellen
unterscheiden. Die einzelnen Subtypen lassen sich anhand spezifischer
Transkriptionsfaktoren charakterisieren. Marker flir Thl Zellen ist der
Transkriptionsfaktor Tbet, wahrend Th17 sich durch die Expression von
RORyt auszeichnen. GATA3 findet sich spezifisch in Th2 differnzierten
T-Zellen.
Thl Zellen produzieren IFN-y, IL-2 und TNF-B, welche eine Aktivierung von
Makrophagen bewerkstelligen. Ein Markerzytokin ist IFN-y. Es besitzt
antivirale und antiparasitéare Eigenschaften und kann inhibitorisch auf die
Proliferation von Endothelzellen, glatten Muskelzellen und hamatopoetischen
Progenitorzellen wirken. IFN-y fordert die T-Zellreifung und verstarkt die
Proliferation von CTL und ihre Reaktivitdt auf andere Zytokine. Es stimuliert
die Aktivierung von NK- Zellen, Makrophagen und Fibroblasten und erhéht
deren Aktivitat. Weiterhin inhibiert es die Zytokinproduktion von Th2 Zellen.
Dariiber hinaus induziert es die Zelloberflachenmolekile und -rezeptoren, wie
z.B. IL-2 Rezeptor und MHC Klasse- II Molekile auf T-Zellen und
Fibroblasten.
CD4(+) Th17 Zellen stellen eine weitere Subpopulation von Effektorzellen
dar. Induziert werden sie aus naiven T-Zellen durch die Zytokinkombination
aus IL-6, TGF-B und IL-23. IL-23 wird zusatzlich zur Expansion der Zellen
-16 -
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bendtigt. Thl7 Zellen zeichnen sich durch die Produktion von
proinflammatorischen IL-17 und IL-22 aus. Tierexperimentell konnte bei der
Collagen-induzierten Arthritis gezeigt werden, dass eine Inhibition von IL-17
zur Reduktion der Gelenkdestruktion fuhrt. Man vermutet daher eine

Schlisselrolle dieser Zellen in der Pathogenese der Rheumatoiden Arthritis.

Eigenschaften Thl Th2 Thl7

Zytokinfreisetzung

IFN-y +++ - +
IL-2 -t + )
TNF-a +++ +

IL-10 + +++ +
IL-4, IL-5 - +++ ?
IL-17 - - +++

B-Zell Unterstitzung zur
IgM/IgG Synthese

bei geringer T:B Zell

Ratio +++ ++ ?
bei hoher T:B Zell Ratio - +++ ?
Monozytenaktivierung +++ -
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten - - +++

Oberflachenexpression

CD30 +/- +/- ?
LAG-3 +++ +/- ?
IFN-y +++ - ?

Tabelle 5: Hauptfunktionen und Eigenschaften von humanen T - Helferzellen [40].

CD8(+) sind nicht frequent im Synovium vertreten [41]. Es gibt dennoch
Beweise flir eine zytotoxische T-Zell (CTL) - Funktion innerhalb der
Synovialmembran. So besitzen 10-50% der T-Zellen Marker einer CTL-
Funktion (z.B.: Granzyme A und Perforine) [42].

Im Synovium sind die T-Zellen assoziiert mit weiteren mononukledren Zellen
und liegen dort diffus oder in Aggregaten neben der Intima zusammen. T-

Zellen werden oft neben Antigen- Prasentierenden Zellen (APC), wie z.B.
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Dendritische Zellen (DC) gesehen [43-45]. In der Synovialfllissigkeit sind
CD4(+) und CD8(+) weitgehend gleich verteilt [46].

1.4.1.2. B-Zellen

Ungefahr 5% der Mononukledaren Zellen im Synovium sind B-Lymphozyten

und Plasmazellen [47]. Diese akkumulieren neben den GefaBen oder in
Keimzentren in Assoziation mit T-Lymphozyten. Eine signifikante Menge der
B-Zellen sind B1-Zellen. Diese zeichnen sich durch die Expression von CD5
aus. Es wird auch vermutet, dass sie Antigene aufnehmen und T-Zellen
prasentieren [48]. Eine groBe Menge, der lokal im Synovium produzierten
Antikdrper sind Rheumafaktoren. Neben Rheumafaktoren wird eine
signifikante Menge von Antikdrpern gegen extrazelluldre Matrixproteine

gebildet, wie z.B. Antikérper gegen Kollagen Typ II [49].

1.4.1.3. Makrophagen und Typ A-Synoviozyten

Mehr als 20% der Zellen im Synovium eines Patienten mit Rheumatoider
Arthritis sind Monozyten/Makrophagen. Sie werden charakterisiert durch die
Expression der ,cluster of differentation™ CD14 und CD11b [50]. Viele dieser
Zellen sind Synovialdeckzellen Typ A, aber eine signifikante Menge sind
gewebsinfiltrierende CD14(+), CD11b(+) Makrophagen. In verschiedenen
Biopsien konnte gezeigt werden, dass die Dicke der Synovia (,lining layer of
makrophages") mit der Progression der Erkrankung Kkorreliert. Diese
Erkenntnis unterstiitzt die Aussage, dass die Zerstérung des Knorpels von
nicht-lymphatischen Zellen ausgeht [51]. Makrophagen exprimieren groBe
Mengen an HLA-DR, was mdglicherweise zur Antigenprasentation an
Lymphozyten dient. Ungefahr 15 % exprimieren zusatzlich CD86, eine
Costimulans fir T-Lymphozyten [52]. Durch die Interaktion von
Makrophagen mit B-Lymphozyten wird eine Apoptose von B-Lymphozyten

verhindert und eine Differenzierung zu Plasmazellen gefdrdert [53, 54].
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1.4.1.4. Fibroblasten und Typ-B-Synoviozyten

Eine groBe Anzahl von fibroblasten-dghnlichen Zellen befindet sich im
Synovium. Rheumatoide Arthritis Synovialfibrobasten exprimieren CD40, ein
Molekil das als Kosstimulans zur Aktivierung von T-Lymphozyten dient. Die
Expression dieses Molekiils wird hochreguliert von INF-y assoziierten mit
TNF-a und IL-1a. Der Zell-Zell-Kontakt von Fibroblasten und T-Lymphozyten
via CD40-CD40- Ligand fuhrt im Fibroblasten zu einer hochregulierten
Expression von CD54(ICAM-1), CD106(VCAM-1), IL-6 und einer vermehrten
Fibroblasten Proliferation [55]. Die einmal aktivierte Typ-B Zelle produziert
Fibronektin, welches an der Knorpel-Pannus Grenzzone und an der
Oberflaiche des Knorpels lokalisiert ist. Dieser Uberzug des Knorpels mit
Fibronektin (Matrix) bietet Entziindungszellen die Mdglichkeit der Migration
auf dem Knorpel [56, 57].

1.4.1.5. Reqgulatorische T-Zellen [CD4(+)CD25(+) T-Zellen (Treq)]

In einem regelgerecht konstituierten Immunsystem finden sich verschiedene

Regelkreise, die primar zur Elimination eines Antigens und sekundar zur
Suppression der Inflammation flihren. In jlngster Zeit konnte eine neue
Zellpopulation beschrieben werden, die eine solche Rolle ausfiillen kdnnte.
Eine dieser Zellen ist die CD4(+)CD25(+)- T-Zelle (regulatorische T-Zellen
(Treg)). Sie wurde primar in Mausen entdeckt, wo sie sich durch umfangliche
suppressive Eigenschaften auszeichnet. Spater konnte diese Subpopulation
der CD4(+) T-Lymphozyten im Menschen nachgewiesen werden.
Hypothetisch kdnnten diese Zellen zur Toleranz beitragen, in dem sie
autoreaktive Zellen unterdriicken, so dass Autoimmunerkrankungen nicht
entstehen kdnnen. Zur Identifizierung der Zellen stehen unterschiedliche
Oberflachenmarker zu Verfiigung. Alle Oberflachenantigene sind nicht
hochspezifisch fiir diese Zellart. Dennoch exprimieren Treg quantitativ mehr
CD25 als aktivierte CD4(+) T-Lymphozyten. Zur Identifizierung von
CD4(+)CD25(+)- T-Zelle dient unter anderem der Transkriptionsfaktor
FoxP3.
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Markerproteine

Kommentar

FoxP3

GITR

CTLA- 4

4-1BB

LAG- 3

Neuropillin — 1

Der "forkhead transcription factor 3 (FoxP3)"
wird spezifisch auf murinen CD4(+)CD25(+) T
Zellen exprimiert. Er wird zur Entwicklung und
zur Funktion von regulatorischen T Zellen
bendtigt. Zurzeit ist es der Marker flir murine
CD4(+)CD25(+) T Zellen. In menschlichen
CD4(+)CD25(+) T Zellen ist FoxP3 weniger
spezifisch als in murinen.

Nicht aktivierte CD4(+)CD25(+) T Zellen
exprimieren konstituell GITR.

CTLA- 4 reguliert die CD4(+)CD25(+) T Zellen
Funktion durch zwei Unterschiedliche
Mechanismen: erstens bei der Entwicklung von
CD4(+)CD25(+) T Zellen und zweitens wahrend
der Effektorphase, wenn der CTLA - 4
Signaltransduktionsweg flir die suppressive
Funktion benétigt wird.

Der 4-1BB costimulierende Rezeptor kann
CD4(+)CD25(+) T Zellen zur Proliferation
anregen. Die 4-1BB- expandierten
CD4(+)CD25(+) T Zellen verfligen uber die
gleich  Fahigkeit andere T- Zellen zu
suppremmieren wie native CD4(+)CD25(+) T
Zellen.

LAG-3 wird selektiv auf denen CD4(+)CD25(+)
T Zellen exprimiert, welche selektiv suppressive
Funktion besitzen.

Neuropillin-1 wird konstituv auf der Oberflache
von CD4(+)CD25(+) T Zellen exprimiert,
unabhdngig von ihrem aktivierten Status. Ihre
Expression korreliert mit ihrer
Suppressorfunktion /n vitro.

GITR: glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor; CTLA-4: cytoxic

lymphocyte associated antigen-4

Tabelle 6 : Markerproteine von regulatorischen CD4(+)CD25(+) T Zellen [58]

Neben diesen zentralen Toleranzmechanismen scheinen Treg auch eine

entscheidende Rolle in der peripheren Regulation einer Inflammation zu

spielen. Bei Autoimmunerkrankungen ist ihre Rolle nicht schlissig erortert.
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Experimentelle Untersuchungen konnten belegen, dass die Anzahl der Treg
bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis, dem von gesunden Probanden
entspricht. Es kdnnte sich demnach um einen funktionellen Defekt der Zellart
handeln. Zurzeit existieren wenige funktionelle Studien Uber die
Verhaltensweisen Treg und naiven T-Zellen bei Patienten mit Rheumatoider
Arthritis.

1.5. Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der funktionalen Charakterisierung
Rheumatoider Arthritis Synovialmembranzellen und peripherer T-Zellen mit
einem Schwerpunkt auf CD4(+)CD25(+) T-Zellen (regulatorische T-Zellen

(Treq)). Es wurden folgende Punkte untersucht:

1. Phanotypische und funktionelle Beschreibung der priméren

Synovialmembrankultur.

2. Funktionelle Charakterisierung von Kulturen Rheumatoider Arthritis
Synovialmembranzellen und peripheren  T-Lymphozyten  mit
besonderem Hinblick auf IL-10 und IFN-y.

3. CD4(+)CD25(+) T-Zelle in der Synovialmembran der Rheumatoiden
Arthritis. Lokalisation innerhalb der Synovialmembran und Reaktion
von Rheumatoider Arthritis Synovialmembranzellen auf periphere T-
Zellen und CD4(+)CD25(+) T-Zellen (regulatorische T-Zellen (Treg)).

4. Klinische Parameter und intrasynoviale IL-10 und IFN-y Produktion.
Ubergeordnetes Ziel der vorliegenden Arbeit ist der Versuch ein Konzept der

pathogenetischen Ablaufe auf der Ebene von regulatorischen T-Zellen zu

entwerfen.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

Gerdate

autoMACS
Durchflusszytometer
Handdipenser
Mehrkanalpipette
Pipetten 20-1000ul automatisch
Pipettierhilfe
AeELeVIS®
Brutschrank
Sterilwerkbank
Wasserbad
Zentrifuge
Gefrierschrank
Mikroskop
Kuhlschrank

Verbrauchsmaterialen

96-Loch-Platte flr ELISPOT
(0,45 um PVDF-Membran)
Combitips 1ml - 5ml
Einmalkantlen 20 G
Einmalpipetten
Einmalskalpell
FACS-ROhrchen

Miltenyi Biotec, Deutschland

Beckman Coulter
Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

AeELeVIS®, Deutschland

Millipore, USA

Eppendorf, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Eppendorf, Deutschland

Falcon, USA
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Filter 0,22 und 0,45 pm
Pasteurpipetten
Pipettenspitzen

Zellsieb 70pum
Zentrifugenréhrchen
50ml

Chemikalien
BCIP/NBT Substrat
BSA

Ionomycin

PMA

Kollagenase

Medien

HAM (F10)

PBS

Seprationsmedien

Ficoll Hypaque

Falcon, USA
Eppendorf, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Falcon, USA

Falcon, USA

Mabtech, Schweden
Sigma, Aldrich
Sigma, Aldrich
Sigma, Aldrich
Sigma, Aldrich

Invitrogen, Deutschland

PAA Laboratories, Osterreich

Biochrom, Deutschland
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Antikorper

Immune
Rosette-technique CD4(+)
Immune
Rosette-technique CD8(+)

anti-CD28
anti-CD3

anti- CD3 - ECD
anti- CD4 - PE-Cy7
anti- CD8 - PE-Cy5
anti- CD25 - PE
anti- CD45 - FITC

Magnetobeads

anti- CD25 Microbead

anti- CD3 Microbead

ELISPOT-KITS

INF-y Detection Kit
IL- 10 Detection Kit

StemCell technologies, USA

StemCell technologies, USA

BD- PharMingen, Deutschland
BD- PharMingen, Deutschland

BD- PharMingen, Deutschland
BD- PharMingen, Deutschland
BD- PharMingen, Deutschland
BD- PharMingen, Deutschland
BD- PharMingen, Deutschland

Miltenyi Biotech, Deutschland
Miltenyi Biotech, Deutschland

Mabtech AB, Schweden
Mabtech AB, Schweden
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2.2. Zellbiologische Methoden

2.2.1. Herstellung einer primaren Zellkultur aus ex vivo

Synovialgewebe

Patienten mit Rheumatoider Arthritis stellten sich zur elektiven Synovektomie
in der Orthopadischen Universitatsklinik Stiftung Friedrichsheim vor. Operativ
wurde durch Herrn PD Dr. med. S. Rehart das betroffene Gelenk
rekonstruiert oder eine Arthrodese durchgefiihrt. Hierbei wurde die
entzindliche Synovialmembran entfernt. Die Synovialmembran wurde zum
Transport steril in 25 ml Nahrmedium (HAM F10) aufbewahrt. Nach der
sterilen Entnahme wurde ins Gewebe eine auf 1 mg/dl steril filtrierte
Kollagenaseldsung injiziert. Nach einer Inkubationszeit von 20 Minuten bei
Raumtemperatur wurde das Gewebe mittels sterilem Einmalskalpell
zerkleinert. Das zerkleinerte Gewebe wurde in die verdunnte
Kollagenasel6sung (1 mg/dl) suspendiert und 50 Minuten bei 37°C im
Wasserbad inkubiert. Die gewonnene Zellsuspension wurde durch ein 70 um
Nylonsieb filtriert. Die Ubrigen Gewebesfragmente wurden mechanisch zur
Erhdhung der Ausbeute durch ein solches Sieb gemdrsert. Das Sieb wurde
nach jedem Mdrsern mit PBS gesplilt. Die filtrierte Suspension wurde zweimal
mit PBS 10 min lang bei 800 g und Raumtemperatur gewaschen. Das
Zellsediment wurde in 20 ml Nahrmedium (HAM F10) resuspendiert und in

eine Zellkulturflasche Uberfihrt.

Die Zellkultur wurde im Brutschrank bei 37°C und einem CO, von 5% 24

Stunden lang kultiviert.
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2.2.2. Separation von CD4(+) und CD8(+) PBMCs aus humanem
Vollblut

Prinzip der Methode

Am ersten post operativen Tag wurde dem Patienten 50 ml Vollblut aus einer
peripheren Vene entnommen. Jeweils die Halfte des gewonnenen mit
Heparin antikoagulierten Blutes wurde zur Gewinnung von CD4(+) respektiv
CD8(+) T-Zellen verwendet. Zur Anreicherung der Fraktionen wurde dem
Vollblut ein ,Rossette Enrichment"- System (50ul/ml Vollblut) hinzugefligt
und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das ,Rossette Enrichment"-
System der Firma StemCell technologies, USA, ist ein Antikérpergemisch, das
unerwtinschte mononukledre Zellen mit Erythrozyten verbindet und damit die

Dichte dieser Zellen erhoht.

Abbildung 4 : Prinzip des ,Rossette Enrichment"- System

Nach der Inkubation wurde das Gemisch mit phosphatgepufferter Salzl6sung
(PBS) mit 2 % fetales Kalber- Serum (FCS) im Verhaltnis 1:1 verdiinnt. Die
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verdiinnte Losung wurde auf 15 ml eines Separationsmediums (Ficoll)
geschichtet. Das Probenmaterial wurde 10 Minuten bei 1000 g und
Raumtemperatur ohne Bremse zentrifugiert. Mittels des Separationsmediums
wurden die Zellen auf Grund ihrer Dichte getrennt. Periphere mononukledre
Zellen sammelten sich als Ring zwischen Medium und Plasma, wahrend

unerwiinschte Zellen sedimentieren.

Nach der Zentrifugation ergibt sich folgende Schichtung:

Abbildung 5: Seperation von PBMCs aus peripheren Blut
a) Plasma und Thrombozyten; b) angereicherte Zellfraktion (periphere
mononukledre Zellen (PBMC)); ¢) u. e) Separationsmedium; d) Filter; f) Sediment

(beinhaltet Erythrozyten, Granulozyten und unerwiinschte mononukledre Zellen).
Um eine Kontamination der angereicherten PBMCs mit Thrombozyten zu

verhindern wurden 5 bis 10 mm Plasma abgehoben und verworfen. Die

konzentrierte Zellfraktion wurde mit Hilfe einer Pasteurpipette aufgenommen.
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Zur Maximierung der Zellzahl wurden neben dem sichtbaren Ring auch das
Plasma und das Separationsmittel mit aufgenommen.

Die Zellsuspension wurde mit 10 ml phosphatgepufferter Salzlésung (PBS)
mit 2 % fetalem Kalber- Serum (FCS) gewaschen (10 Minuten bei 250 g und
Raumtemperatur). Nach erneutem Waschen wurde das Zellsediment in 5 ml
PBS+2% FCS resuspendiert.
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2.2.3. Depletion von CD25(+) peripheren mononukledren

Blutzellen

Prinzip der Methode

Die Eigenschaft von Materialien im starken Magnetfeld magnetischen
Charakter zu erwerben bezeichnet man als supramagnetisch. Partikel eines
solchen Materials werden mit Polysterol beschichtet, um spezifische
Antikdrper an dieses binden zu kénnen. Hierdurch kdnnen antigenpositive
Zellen an die Partikel gebunden werden. Durchlaufen diese eine Saule im
magnetischen Feld werden sie temporar gebunden und am WeiterflieBen
gehindert. Nach Entfernung aus dem Magnetfeld kdnnen die antigenpositiven
Zellen diluiert werden.

Diese Separationsmethode wird dort eingesetzt, wo die Anwesenheit oder
Abwesenheit der Oberflachenmarker eine Zelltrennung erlaubt. Von der
Mdglichkeit der positiven oder negativen Selektion ist, wenn moglich, die
negative Variante zu wahlen. Dadurch wird die mdgliche Zellaktivierung
durch die Interaktion des Partikels bzw. des Antikbrpers mit dem
Oberflachenmarker ausgeschlossen. Eine positive Selektion ist nur dann
sinnvoll, wenn eine bestimmte Zelle mit einem spezifischen Marker separiert

werden soll.

Durchfiihrung

Nach der Bestimmung der Zellzahl werden die PBMCs bestimmt. Eine
adaquate Menge wurde nicht weiterbehandelt und spater in den ELISPOT-
Assay eingesetzt.

Die zur Depletion benétigten Menge an Zellen wurde mit PBS+0,5 % FCS
und 20 mM EDTA (10min bei 800g und 4°C) gewaschen. Der Uberstand
wurde verworfen und das Zellsediment in 80 pl PBS+0,5%+20 mM EDTA
resuspendiert. Zur Zellsuspension werden nun 20 pl CD25 spezifische
Magnetobeads (Microbeads, Myltneyi) hinzugefligt, um es dann als Gemisch
12-15 min bei 4-6°C zu inkubieren. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde

die Zellsupension von nicht gebundenen Antikérpern befreit. Die Suspension
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wurde mit der 4-5 fachen Menge PBS+0,5%+20 mM EDTA verdinnt und 10
min mit 300 g bei 4°C zentrifugiert. Das gewonnene Zellsediment wurde in
200 ul Waschlésung resupendiert.

Die Auftrennung der Zellen erfolgt durch eine automatisierte Variante der
oben angeflihrten Methode. Mit dem autoMACS der Firma Miltenyi werden
CD25(+) von CD25(-) getrennt. Die gewonnenen Zellfraktionen werden nach
Bestimmung der Oberflachenmarkern und der Zellzahlen in den ELISPOT-

Assay eingesetzt.
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2.2.4. Durchflusszytometrische Charakterisierung PBMC und

Svnovialzellen

Prinzip der Methode

Die DurchfluBzytometrie dient in der medizinischen Forschung zur
quantitativen und qualitativen Charakterisierung von physikalischen und
molekularen Eigenschaften von Zellen. Zur Analyse werden Zellen einer
Zellsuspension mittels einer Durchflusszelle vereinzelt und in einem
laminaren Fllssigkeitsstrom an einen Laserstrahl vorbeigeflihrt. Diesen
Vorgang bezeichnet man als hydrodynamische Fokussierung.

Aufgrund von physikalischen Vorgangs beim Auftreffen einen Laserstrahls
(Beugung, Streuung), kann man ZellgréBe (forward scatter, FSC) sowie
intraplasmatische Einschlusskdrperchen (Granula) (side scatter,  SSC)

bestimmen.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung einer Durchfluszelle
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Neben der Bestimmung der physikalisch- morphologischen Eigenschaften
einer Zelle ist es moglich, fluorreszenzmarkierte Zellstrukturen und Proteine
mittels Durchflusszytometrie  zu bestimmen. Hierfir  werden
fluoreszenzfarbstoffmarkierte  Antikorper eingesetzt, welche an die
gewlinschte Struktur binden. Durch das monochromatische Licht des
Laserstrahls werden die Elektronen im Molekll des Fluoreszenzfarbstoffes
angeregt und auf ein héheres Energieniveau gehoben. Angeregte Elektronen
gehen danach wieder in ihre energetische Ausgangslage zuriick und
emittieren die aufgenommene Energie in Form einer Lichtwelle (Photons).
Die emittierte Lichtwelle wird Uber ein komplexes Netzwerk von Spiegeln und
Filtern zu dem Photomultipliern geleitet, welche das optische Signal in ein
elektrisches umwandeln. Eine gleichzeitige FACS-Messung mit verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen ist méglich, da die eingesetzten Farbstoffe zwar bei
einer gemeinsamen Wellenlange anregt werden, aber Uber unterschiedliches,

fir den jeweiligen Farbstoff charakteristisches Emmissionsspektrum

verfiigen.
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Abbildung 7: Schematischer Aufbau einer optischen Bank
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Durchfiihrung

Nach der Separation der peripheren mononukledaren Zellen und der
Gewinnung von Synovialzellen aus der Zellkultur erfolgte die
durchflusszytometrische Charakterisierung der Zellen. Von jeder Probe
wurden 50 pl verwendet. Bestimmt wurden die Oberflachenantigene CD45-
FITC, CD25 PE, CD3 ECD, CD8-PC5, CD4-PC7. Von den Antikérpern werden
je 10 pL vorgesetzt, bevor die Probe hinzugefiigt wurde. Das Gemisch wurde
durchmischt und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Um ein
Ausbleichen des Farbstoffes zu verhindern erfolgte die Inkubation
lichtgeschuitzt.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde zur Zellzahlbestimmung die
aquivalente Menge ,Beads" der Probe hinzugefligt. Die Probe wurde mit
500uL phosphatgepufferter Salzlosung verdinnt bevor die Messung

begonnen wurde.
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2.2.5. Bestimmung der INF-y bzw. IL 10 Frequenz mittels ELISPOT —
Technik

Prinzip der Methode

Bei dem ELISPOT-Assay handelt es sich um eine sehr sensitive Methode zur
Bestimmung der Anzahl von zytokinproduzierenden Zellen. Zytokinspezifische
Antikorper (so genannte capture-Antibodies) werden auf einer PVDF-
Membran gebunden. Die zu untersuchende Zellfraktion inkubiert auf der
Membran und die produzierten Zytokine werden an den Antikdrpern
gebunden. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Zytokine durch einen
zweiten Antikorper detektiert (detection-antibody). Dieser
Sekundarantikdrper ist mit Biotin konjugiert. Streptavidin oder Avidin
besitzen eine hohe Affinitat zum Biotin und binden somit an den Sekundar-
Antikdrper. Am Streptavidin ist ein Enzym zur Farbentwicklung gekoppelt. Die
Reaktion zwischen dem Enzym und dem Farbstoff entwickelt einen
hydrophoben Farbstoff, der sich auf der Membran niederschlagt. Jeder
Farbfleck (Spot) reprasentiert eine zytokinproduzierende Zelle. In Verbindung

mit der eingesetzten Zellzahl Iast sich die Frequenz dieser Zellen bestimmen.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des ELISPOT- Assay [59]

Durchfiihrung

Am ersten Tag eines ELISPOT-Assays wurde die Membran der
Mikrotiterplatte mit dem Primar-Antikérper beschichtet. Der konzentrierte
Antikoérper (1 mg/mL) wurde mit PBS, welches 0,5% FCS enthdlt, auf eine
Endkonzentration von 15 pl/ml verdiinnt. Die Lésung wurde nun zu je 100 pl
in die 96 Wells der Mikrotiterplatte gegeben. Uber Nacht inkubiert die Platte
bei 4°C. Am zweiten Tag wurde die Primarantikdrperlosung von der

Membran dekantiert. Ungebundene Antikdrper wurden von der Membran mit
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6 x 200 uyl PBS gewaschen. Um eine unspezifische Bindung zu Verhindern
wurde die beschichtete Membran mit PBS+1% BSA geblockt. Die
Inkubationszeit dieses Vorgangs betrug 1 Stunde bei Raumtemperatur. Nach
dem Blocken wurde die Membran erneut mit 6 x 200 ul PBS gewaschen. Die
gewonnenen Zellsuspensionen wurden auf die gewiinschte Endkonzentration
von 10.000/100 pl verdiinnt und in die Wells gegeben. Die Zellen kdnnen
nun mit verschiedenen Chemikalien oder Antikérpern zur Zytokinproduktion
angeregt werden. Die Inkubationszeit betragt 36 h bei 37°C und 5% CO2 im
Brutschrank. Wahrend dieser Periode sollte die Platte nicht bewegt werden,
um ein Verlaufen der Spots zu verhindern. Nach der Inkubationszeit werden
die Zellen durch Waschen aus dem Wells entfernt. Auch hier werden die Well
6 x mit 200 pl PBS gewaschen. Der konzentrierte Sekundar-Antikdrper wurde
mit PBS+0,5 FCS auf eine Endkonzentration verdiinnt. Die Antikdrperlésung
wurde zu je 100 pl pro Well auf die Platte gegeben. Die Inkubationszeit flir
diesen Schritt betragt 2 Stunden. Nach Ablauf dieser Zeit wurde die
Antikdrperlésung von der Platte gewaschen. Streptavidin, welches mit dem
Enzym alkalische Phosphatase konjugiert ist, wurde verdinnt und damit die
Platte zu je 100 pl pro Well beschichtet. Nach einer Stunde Inkubationszeit
bei Raumtemperatur wurde die Streptavidinlésung entfernt. Der Farbstoff
wurde durch ein 0,45 um Filter filtriert. Das Volumen pro Well betragt 100 pl.
Der Farbstoff inkubiert bis zum Erscheinen der Spots maximal aber 15 min.
Zum Beenden der Entwicklung wurde der Farbstoff mit Aqua dest. (3 x 200
M) gewaschen. Die fertige Platte trocknet Gber Nacht. Die Auswertung der
Platte erfolgt in einem ELISPOT-Reader, der nach Subtraktion des

Hintergrundes die Anzahl der entwickelten ,Spots" bestimmt.

Beispiel der Auswertung

«— > < > < >
Synovialmebran- Synovialmembranzellen  Synovialmembranzellen
zellen und CD4(+) PBMCs und CD8(+) PBMCs
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2.2.6 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS 11.0 flir Windows und
GraphPadPrism 4.0. Die gewonnen Daten wurden durch den Mittelwert und
die Standardabweichung beschrieben. Die gaphische Darstellung erfolgte fiir
univariate Daten durch Balkendiagramme und Box-Plots, flr bivariate

Analysen durch Streudiagramme.

Die statistische Auswertung zur Signifikanztestung wurde mittels Mann-
Wilcoxon - White U- Test flir unverbundene Stichproben und Wilcoxon- White
Test fiir verbunde Stichproben durchgefiihrt.

Zur Analyse von bivariaten Datenpaaren wurde die Korellation nach
Spearmann mit zweiseitiger Testung verwendet und gegebenenfalls eine

Regressionsanalyse nach Pearson erhoben.

Das Signifikanzniveau der Tests lag bei a < 0,05.
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3. Ergebnisse

3.1.Patientenkollektiv

Die in dieser Dissertation vorgestellten Patienten sind Teil einer groBeren

Studie, die bereits von Herrn Dr. med. Behrends im Journal Ann Rheum Dis
2007 verdffentlich wurde. Fir diese Studie lag eine Genehmigung der
Ethikkommission des Klinikums der Johann- Wolfgang- Goethe Universitat
Frankfurt am Main vor. Die hier vorgestellten Patienten willigten schriftlich
zur Teilnahme ein. Als Vergleichskollektiv dienten funf

Synovialmembrankulturen von Patienten mit Osteoarthrose.

Absolut Frequenz
[Mittelwert+ SD]

Anzahl der Patienten 19

Klinische Daten

mannlich 3 3/19
weiblich 16 16/19
Alter [Median in Jahren] 52,5
Erkrankungsdauer [Jahre] 16 £ 9,8
Rheumafaktor
negativ 3 3/19
positiv 14 14/19
DAS28(BSG) 3,45+ 1,18
Therapie
DMARDs
Konventionell 15 15/19
Anti- TNF-a Therapie 3 3/19
Kombination MTX und
Anti- TNF-a Therapie 1 1/19
NSAIDs keine Therapie 7 7/19
nicht-selektive NSAIDs 7 7/19
COX2 -Inhibitoren 5 5/19
Glukokortikoidaquivalent
[mg] 30,33 + 25,35
Vitamin D Prophylaxe 8 8/19
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3.2. Durchflusszytometrische Zusammensetzung und Charakterisierung

der Synovialmembran von Patienten mit Rheumatoider Arthritis

Die inflammatorisch veranderte Synovialmembran der Rheumatoiden Arthritis
besteht aus einem Konglomerat ortstandiger Synovialzellen und infiltrierter
Immunzellen. In diesem Konglomerat beeinflussen sich die Zellen
wechselseitig.

Lymphozyten sind an diesem Prozess maBgeblich beteiligt. Zur
Quantifizierung und Qualifizierung dieser Zellen wurden
durchflusszytometrische Analysen vorgenommen. In Abbildung 9 erkennt
man einen deutlichen Anteil von CD45(+) Zellen innerhalb der

Synovialzellkultur.

SSC ]

L3 1 z 1
10 10 10 10

v

CD45

Abbildung 9: Durchflusszytometrische Messung der Rheumatoiden

Synovialmembranzellen

Zur Charakterisierung der CD45(+)Subpopulationen wurden

populationsspezifische Oberflachenantigene mit spezifischen Antikdrpern
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markiert. Fir T- Lymphozyten wurden anti-CD3 Ab, flir B—Zellen anti-CD19
Ab und flir NK — Zellen anti-CD16 Ab und anti-CD56 Ab verwendet.
Abbildung 10  illustriert einen  reprasentativen  Auszug einer

durchflusszytometrischen Messung.
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Abbildung 10: Durchflusszytometrische Charakterisierung der CD45(+) Zellen
Durchflusszytometrische Messung einer Synovialmembranzellkultur eines Patienten mit Rheumatoider
Arthritis. An den Abbildung erkennt man eine deutliche Anreicherung von CD3(+) Zellen. In der Kultur
sind dennoch CD19 und CD56 positive Zellen nachweisen.
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CD3(+) T-Zellen stellen den Hauptanteil der CD45(+) Zellen dar. B-Zellen
und NK-Zellen sind in den untersuchten Synovialmembranen nachweisbar,

treten aber nur in geringen Mengen in der Synovialmembran auf
(Abbildung 11).

90+

70+
60+
50+
40+
30+
20+
104
0 T T

CD3(+) CD19(+) CD56(+)

Relative Anzahl
der CD45(+) Lymphozyten [in %]

Abbildung 11: Durchflusszytometrische Charakterisierung der Ilymphatischen
Synovialmembranzellen bei Rheumatoider Arthritis. Denn groBten prozentualen Anteil im
Synovialmembran an lymphatischen Zellen bilden die CD3(+) (78,79 + 14,36%, Spannweite: 55,22 -
98,99%) Zellen. Es findet sich nur ein geringer Anteil an CD19(+) —Zellen (5,073 * 5,098 %,

Spannweite: 0,0900 - 13,13 %) und NK- Zellen (7,535 + 9,556 %; Spannweite: 0,1800 - 29,85%).

Effektorzellen der CD3(+) Zellen sind CD4(+) T-Helferzellen (Thl /Th2) und
CD8(+) zytotoxische T-Zellen (CTL). Abbildung 12 zeigt eine
durchflusszytometrische Analyse der Synovialmembran von an Rheumatoider
Arthritis und Osteoarthrose erktankter Patienten.

CD4(+) T-Zellen sind in beiden Synovialmembranzellkulturen gegentber
CD8(+) vermehrt vertreten. Das Verhdltnis CD4/CD8 der beiden
Krankheitsentitaten zeigt fiir die Rheumatoide Arthritis mit 1,91 + 0,53 einen
héheren Anteil von CD8(+) Zellen gegenliber der Osteoarthrose mit 4,5 +
0,69 (p = 0,13)
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Abbildung 12: Durchflusszytometrische Charakterisierung der Ilymphatischen
Synovialmembranzellen bei Rheumatoider Arthritis. Dargestellt ist die
Lymphozytenkonzentration der RA fiir CD4(+): 45,85 £ 3,2 %, CD8(+): 25,62 + 6,9 und fir die OA
CD4(+): 65,55% =+ 7,84, CD8(+):14,85% = 4,03.
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3.3. Durchflusszytometrischer Nachweis von CD4(+)CD25(+) T-Zellen

in der Synovialmembran

CD4(+)CD25(+) Treg wurden bei der Rheumatoiden Arthritis im Blut und in
der Synovialflissigkeit nachgewiesen. Abbildung 13 zeigt einen typischen
durchflusszytometrischen Nachweis der CD4(+)CD25(+) Treg (n =4) in

Synovialmembrankulturen.

CD25

10 — 11 e —
11 12 E L 2
- 0,0% 29,23% - 0,0% 8,47%
1“::—. 10E -
ET o1 N W3 j
- 13 14
7 0,0% T 70,77% - 3,39% 88,14%
“]I.l_: 14} =
TTIE TINl T TR 00 ||| T T TTRITE
“]Q ‘L.Iq 1“: 103 T ||||r-1! : T LR LLD T ._.||.||4- T T TTITEN
10 10 e m
1 —
14
ju 0,0% 2 22,31%
HE =
1u'| =
3 0,0% 4 77,69%
10°
TTITH| L:_i"l T 1 I"‘rr.‘l‘lT'__l_Im
w' iy i 10°

v

CDh4

Abbildung 13: Reprasentativer durchflusszytometrischer Nachweis von CD4(+)CD25(+) T-
Zellen in der Synovialmembran bei vier Patienten (n=4) mit Rheumatoiden Arthritis.
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Die CD4(+)CD25(+) Treg Proportion betragt 7,42 + 6,41 % aller

CD3(+) T-Zellen im synovialen Gewebe. Daneben findet sich auch ein
geringer Anteil von CD8(+)CD25(+) Zellen, welchen ebenfalls eine
regulatorische Funktion zugeschrieben wird (0,78 + 0,69%).

Im Vergleich dazu betragt der CD4(+)CD25(+) Treg Anteil in der
Synovialflissigkeit 24 + 2 % und im Blut 17 £ 1% nach van Amselfort [60]

50

40-

30+

20+

10+

Anteil der Lymphozyten
im Synovialmembran [in %]

CDA(+) CD8(+) CD4(+)CD25(+)  CD8(+)CD25(+)
Abbildung 14: Nachweis von regulatorischen Subpopulationen der Lymphozyten im
Synovialmembran. In der primdren Synovialzellkultur ist es méglich T- Lymphozyten, die aufgrund
ihrer Oberflachenstruktur regulatorischen T-Zellen entsprechen, nachzuweisen. So konnten neben den
CD4(+) T -Helfer Zellen (45,15% 5,793 %) und CD8(+) CTL (24,90 5,682 %) auch Zellen, die
phanotypisch einer regulatorischen Zelle entsprechen kénnen.
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3.4. Immunhistologischer Nachweis von CD4(+)CD25(+)FOXP3(+) T-

Zellen

Abbildung 15 und 16. veranschaulichen die Verteilung von CD4(+)CD25(+)
Treg innerhalb des Synoviums. CD4(+)CD25(+) Treg finden sich nur in
geringen Mengen im synovialen Gewebe. Aufféllig ist eine Akkumulation der
Zellen in sekundaren Lymphfollikeln und an der Synovialmembrangrenze. Die
immunhistochemischen Farbungen wurden dankenswerter Weise von der
Arbeitgruppe um Herrn Prof. Dr. med. Gay angefertigt und fir diese Arbeit

zur Verfligung gestellt.
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Abbildung 15: Immunhistochemische Farbung FOXP3 — (+) T- Zellen im Synovialgewebe
von Patienten mit Rheumatoider Arthritis. Anti - FOXP3 Immunhistologische Farbung und
Isotypenkontrolle
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Sample 3. FoxP3+ at the border ~ Sample 5. FoxP3+ at the border Sample 9. FoxP3+ sparsely
(no follicle) and in the follicle distributed
(no border, no follicle)

Sample 12. FoxP3+ in follicle Sample 13. FoxP3+ sparsely Sample 17. FoxP3+ sparsely

(no border) distributed distributed
(no border, no follicle) (no border, no follicle)

Sample 20. FoxP3+ sparsely Sample 24. FoxP3+ sparsely Sample 26. FoxP3+ at the border
distributed distributed; few at the border
(no border, no follicle) (no follicle)

L

Sample 31. FoxP3+ at the border Sample 35. FoxP3+ sparsely Sample 39. FoxP3+ in follicle; not

distributed; few at the border at the border
(no follicle)

Abbildung 16: Immunhistologische Farbungen von FOXP3(+) Zellen und Ihrer
unterschiedliche Verteilung im Synovialmembran. Auffdllig ist eine erhéhte Akkumulation von
FOXP3(+)- Zellen in sekunddren Lymphfollikeln und an der Synovialmembrangrenze zum
Gelenkbinnenraum.
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3.5. Funktionelle Charakterisierung von _Synonovialzellen der
Rheumatoiden Arthritis

Innerhalb der Synovialmembran kommunizieren Zellen unter anderem mittels
solubler Zytokine. Der Nachweis von T-zellspezifischen Zytokinen,
insbesondere IFN-y, war unter unstimulierten Konditionen auf Proteinebene
nicht zu erbringen. Abbildung 17 illustriert die IFN-y und Interleukin- 10
(IL-10) Produktion von 10% Zellen / pl im ELISPOT.

Rheumatoide Arthritis- Synovialzellen zeigen unter basalen Bedingungen eine
IFN-y Produktion von 64,60 *+ 72,50. Im Kontrast dazu produzieren
Osteoarthrose- Synovialzellen geringere Mengen IFN-y 6,80 %+ 5,79.

Bei beiden Krankheitsentitdgten ist neben der Produktion von
immunstimulatorischen Zytokinen auch die Detektion von
antiinflammatorischen IL-10 mdglich. Synovialzellen der Rheumatoiden
Arthritis produzieren vergleichbare Mengen IL-10 wie Osteoarthrose-
Synovialzellen (217,75 + 210,11 vs. 160,87 £ 172,01).

CRA - Synovialzellen
n 007 -" EEOA - Synovialzellen

2004  p<0.05

-T

50+
0 e T
[FNy IL-10

Abbildung 17: Autonome Zytokinproduktion von Rheumatoiden Arthritis- Synovialzellen
(STC) im Vergleich zu Osteoathrose- Synovialzellen (Synovialzellen OA). Dargestellt ist die
Zytokinfrequenz fur IL — 10 (n = 5 Patienten) und IFN -y (n=12)

Um die funktionelle Abhangigkeit der Zytokinproduktion von CD3(+) T-Zellen
zu zeigen, wurde aus den Synovialmembranzellkulturen CD3(+) depletiert.

CD3(+) freie Synovialzellen zeigen eine geringere IFN-y Produktion
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gegenliber CD3(+) haltigen Synovialzellen (64,60 £ 72,50 vs. 0,66 = 0,94).
Interessanterweise produzieren CD3(-) Synovialzellkulturen, im gemessenen
Zeitraum, auch deutlich geringere Mengen IL-10 im Vergleich zu CD3(+)
haltigen (217,75 + 210,11 vs. 9,25 £ 3,18)
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Abbildung 18: Vergleich der Zytokinproduktion zwischen einer Synovialmembranzellkultur
(STC) und einer CD3 depletierten Synovialmembrankultur (STC- CD3). STC — Zellkulturen
(n=12) besitzen eine IFN-y Frequenz von 64,60 + 72,50. Depletierte Kukturen (n=3) besitzen eine
geringe IFN-y Frequenz 0,66 <+ 0,94. Im \Vergleich dazu produzieren depletierte

Synovialmembranzellkultur (n=2) geringe Menge IL-10 im Vergleich zu CD3(+) haltigen Synovialzellen.
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3.6. Effekt peripherer naiver T Zellen auf zytokinproduzierende

Svynovialmembranzellkulturen

Synovialmembranzellkulturen der Rheumatoiden Arthritis produzieren unter
basalen Konditionen IFN-y und IL-10. Um den Einfluss dieses Milieus auf
periphere naive T-Zellen zu zeigen, wurden beide Zellarten im Verhaltnis 1:1
im ELISPOT co-kultiviert. Periphere T-Zellen wurden mittels ,Rossette
technique® aus peripherem Vollblut gewonnen. Abbildung 19 veranschaulicht
eine reprasentative durchflusszytometrische Messung einer solchen
Extrahierung. Fir beide T-Zellsubtypen, CD4(+) und CD8(+), konnte ein

hoher Reinheitsgrad von >95 % erzielt werden.
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Abbildung 19: Aufgereinigte periphere T —Zellen mittels ,,Rossetten —Enrichment- System"
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Funktionelle Analysen solcher gewonnenen unstimulierten T- Zellfraktionen
zeigen eine geringe Zytokinproduktionsaktivitit im Vergleich zu
Synovialmembranzellen (Abbildung 20). Eine Aktivierung der Zellen durch die

Extrahierung konnte damit nicht nachgewiesen werden.

p < 0,01

p < 0,05

CIFNy
300+ E=1L-10
250+ p < 0,01

p < 0,05

Zytokinfrequenz

50-
0- _=.i

CDh4 CD8 STC

Abbildung 20: Autonome Zytokinproduktion zwischen unstimulierten peripheren
mononukledren Zellen CD4(+) und CD8(+) und der Synovialmembranzellkultur.

Fir CD4(+) Lymphozyten ermittelte Werte: IFN-y (n= 13): 7,75 £ 12,16 und IL- 10 (n=5): 25,10 *
43,12. CD8(+) Kulturen zeigten fir IFN-y (n=13) eine Produktion von 54,11 + 156,10 und fur IL- 10
(n=3) 21,66 * 22,27

Zur Uberpriifung der Funktionalitdt der peripheren T-Zellen wurden diese
einerseits unspezifisch mit PMA (PKC Aktiator) / IONO (Ca** Inophore) und
andererseits spezifisch mit anti-CD3 Ab und anti-CD28 Ab stimuliert.

Abbildung 21 verdeutlicht einen Anstieg der IFN-y Produktion unter
PMA/IONO Stimulation im Vergleich zur unstimulierten Fraktion. Eine
Steigerung der IL-10 Produktion konnte unter dieser Stimulation nicht

gezeigt werden.
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Abbildung 21: Aktivierung peripherer Lymphozyten durch PMA /IONO. IFN- y Produktion
von peripheren CD4(+) Lymphozyten (n= 12) 243,73 +1 76,94 und CD8(+) 482,98 +141,61 im

Vergleich zur basalen Produktion.

Eine periphere Stimulation mit anti-CD3 Ab und anti-CD28 Ab bewirkt nur
eine marginale Steigerung der IFN-y Produktion der peripheren T-Zellen,
welche die unstimulierte IFN-y Produktion der Synovialmembranzellen nicht
Ubersteigt (Abbildung 22).

p = 0,003 CIFN-y
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Abbildung 22: Aktivierung periphere CD4(+) und CD8(+) Lymphozyten mit anti- CD3 Ab
und anti- CD28 Ab. IFN-y Produktion von aktivierten CD4(+) betragt 12,24 + 17,78 und CD8(+)
67,37 + 181,28 im Vergleich zur basalen Produktion der Synovialmembranzellen 64,60 £+ 72,50.

Co—Kulturen beider peripheren T-Zellsubtypen mit Rheumatoider Arthritis
Synovialmembranzellen zeigen interessanterweise eine geringere IFN-y
Produktion im Vergleich zur Synovialzellmonokultur (STC). Am
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ausgepragtesten ist dieses Effekt in der CD4(+) STC Co—Kultur. Dieser
suppressive Effekt scheint nicht auf eine Steigerung der IL-10 Produktion zu

beruhen.

p < 0,05

p < 0,01
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Abbildung 23: Co-Kultur der Synovialen Membranzellen von Patienten mit Rheumatoider
Arthritis mit autologen peripheren monukledren Zellen CD4(+) und CD8(+).

CD4(+) und STC produzieren 38,79 + 65,51 IFN-y und 206,10 + 215,21 IL- 10, wahrend CD8(+) in
Co- Kultur 40,73 + 56,51 IFN- y und 86,33 + 59,08 produzieren. Im Vergleich zur Monokultur STC
(IFN-y: 64,60 + 72,50 ; IL-10: 217,75 + 210,11)

CD8(+) T-Zellen in Co-Kultur mit Synovialmembranzellen zeigen ein
ahnliches Phanomen, wie CD4(+) + STC Co- Kulturen. Daneben flihrt die
CD8(+) Co- Kultivierung zur Reduktion der Interleukin- 10 Produktion.

Um den suppressiven Effekt der Lymphozyten auf Synovialmembranzellen zu
differenzieren, wurden regulatorische Subgruppen von CD4 und CD8 mit
Synovialmembranzellen co — kultiviert.

Abbildung 24a/b illustriert den Effekt der CD4(+) Subgruppen auf die IFN-y
Produktion der Synovialmembranzellen. CD4(+)CD25(+) Treg verfligen Uber
die groBte Kapazitat Synovialzellen in der IFN-y Produktion einzuschranken
(firn =3, 3,50 £ 4,33, p = 0, 043), ohne die IL-10 Produktion signifikant zu
erhbhen (n = 3; 279,00 £ 154,25 p = 0,786). CD4(+)CD25(-) T-Zellen
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besitzen immer noch einen regulatorischen Effekt auf die Synovialzellen. Die
IFN-y Produktion betragt (n=6) 33,91 + 49,05 (p = 0,084) und die IL-10
Produktion 223,40 + 216,25 (p = 1,00).

p < 0,01

CiFNy
p<0,05

N 704
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sTC CD4(+) + STC  CD4(+)25(-)+STC CD4(+)25(+)+STC
Abbildung 24a
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Abbildung 24 a und b: Co-Kultur der Synovialen Membranzellen mit der CD4(+)CD25(-)
Lymphozytenfraktion und der CD4(+)CD25(+) regualorischen Lymphozytenfraktion.
Signifikanztests bezogen auf die basale Zytokinproduktion der Synovialzellen. IFN-y: 64,60 + 72,50 ;
IL-10: 217,75 + 210,11

Werden die Co-Kulturen mit anti-CD3 Ab und anti-CD28 Ab aktiviert,
verlieren die CD4(+) (n = 12; 113,23 + 88,84) und CD4(+)CD25(-) T-
Effektorzellen (n = 6; 50,50 £ 55,23) ihre regulatorische Fahigkeit auf IFN-y

produzierende Synovialmembranzellen.
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Co—Kulturen mit CD4(+)CD25(+) Treg scheinen ihre Kapazitdt durch die
Aktivierung mit einer grenzwertigen Signifikanz (p = 0,052), nicht
einzublissen (n= 3; 7,00 £ 9,12).
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Abbildung 25: Co-kultivierte CD4(+) und Synovialmembranzellen unter anti-CD3 Ab und
anti-CD28 Ab Aktivierung. Untersucht wurden 12 CD4 + STC Co-Kulturen, 6 CD4(+)25(-) und 3
CD4(+)25(+) Co-Kulturen untersucht. Ein signifikanter Grppenunterschied konnte nicht ermittelt

werden.

Ein ahnliches Phanomen lasst sich fir CD8(+) T-Zellen in Co-Kultur zeigen.
CD8(+)CD25(+) Treg zeigen auch hier die gréBte regulatorische Kapazitat
der CD8(+) Zellen (n = 3; 3,33 £ 4,93) auf die IFN-y Produktion. Im
Gegensatz zu CD4(+) T-Zellen nimmt bei CD8(+) Subtypen in Co-Kultur mit

Synovialmembranzellen die IL-10 Produktion ab.
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Abbildung 26 a und b: Co- Kultivierung von CD8(+) Lymphozyten Subpopulation und
Synovialmembranzellen CD8(+)CD25(-) Co — Kulturen produzieren (n=6) 30,08 + 47,58 IFN-y und
(n=3) 82,5 £14,73 IL- 10

Bei Aktivierung der CD8(+) Co-Kulturen verschwindet die suppressive
Fahigkeit aller CD8(+) Subtypen (Abbildung 27). Die Co- Kultur aus CD8(+)
und Synovialmembranzellen produziert bei n =13, 173,13 £ 240,20 IFN-y,
wahrend eine Co-Kultur mit CD8(+)CD25(-) (n =6) 53,50 + 50,81 produziert.
CD8(+)CD25(+) Treg sind anscheinend nicht resistent gegentiber einer
Aktivierung mit anti-CD3 Ab und anti-CD28 Ab (n =2; 24,0 + 32,52)

-55-



Ergebnisse

p <0,01

250+

2001
c basal
S 1504 [E@anti- CD3/CD28
[}
H 100-
z 1
50 1T T

C T ] )
sTC CD8+STC ~ CD8(+)25(-)+STC CDB(+)25(+)+STC

Abbildung 27: CD8(+) Co- Kulturen und anti- CD3 Ab und anti- CD28 Ab Aktivierung.
Untersucht wurden 12 CD8(+) + STC Co-Kulturen, 6 CD8(+)25(+) und 3 CD8(+)25(+) Cokulturen.

Es zeigte sich ein signifikanter Gruppenunterschied bei den CD8(+) + STC Co-Kulturen.
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3.7. Klinische Auswertung

3.7.1. Intrasynoviale Zytokinproduktion im Bezug zum

Krankheitsverlauf und Geschlecht

Die synoviale Inflammation der Rheumatoiden Arthritis kann (iber Jahrzehnte
perpetuieren. Der klinische Verlauf der sich daraus ergibt, ist heterogen.

Bei einigen Patienten kann es zu einer Abnahme der inflammatorischen
Konstellation kommen, was klinisch als ,Ausbrennen® bezeichnet wird.
Welche immunologischen Mechanismen flir diesen Verlauf verantwortlich
sind, ist unbekannt. MaBgebend scheint jedoch der Faktor ,Zeit" zu sein.
Zwischen der Krankheitsdauer und der intrasynovialen IFN- y Produktion
zeigt sich eine negative Korrelation (r Ny = - 0,16). Der kumulative
Beobachtungszeitraum erstreckt sich Uber 40 Jahren (Spannweite: 2 — 42
Jahren, Median 16 Jahre).

Im Vergleich dazu findet man Uber einen Beobachtungzeitraum von 6 Jahren
(Spannweite: 16 — 22 Jahren, Median 16 Jahren) eine positive Korellation
zwischen der Erkrankungsdauer und der Interleukin- 10 Produktion (r -10 =
0,600).
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Abbildung 28: Zytokinfrequenz der Synovialmembranzellkultur in Bezug zur
Krankheitsdauer. Dargestellt ist die Zytokinfrequenz fir IL — 10 (n = 5 Patienten) mit einem
Korellationkoeffizient von rg = 0,60 und fir IFN - y (n=12) rs =- 0,169

Epidemiologische Daten zeigen, dass die Rheumatoide Arthritis haufiger

Frauen als Manner betrifft. Ein Vergleich zwischen den erhobenen
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Zytokinfrequenzen und dem Geschlecht zeigen keine Unterschiede in der

Produktion.

100+
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[]
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Abbildung 29: Beziehung zwischen dem Geschlecht und der IFN-y Produktion des
Synovialmembrans. Patientinen (n= 11) zeigen eine IFN-y Frequenz von 67,40 * 78,30, wahrend
Patienten (n= 2) eine Frequenz von 49,17+ 38,42 zeigen. Es besteht kein signifikanter Unterschied

zwischen den Geschlechtern.
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3.7.2 Laborchemische Parameter

Laborparameter dienen hauptsachlich zur Stratifizierung der Rheumatoiden
Arthritis. Der Rheumafaktor findet sich bei bis zu 60% der Patienten. Klinisch
finden sich Unterschiede zwischen den beiden Patientenkollektiven.
Rheumafaktor positive Patienten haben oft einen schwereren Verlauf als
Rheumafaktor negative Patienten. Ein Vergleich zwischen den beiden
Kollektiven bezogen auf die intrasynoviale Zytokinproduktion zeigt eine
hohere IFN-y Frequenz im Rheumafaktor positivem Kollektiv als im
negativen. Das Rheumafaktor positive Kollektiv (n= 8 Patienten) besitzt eine
IFN-y Frequenz von 47,25 = 27,06 (CI: 24,63 - 69,87), wahrend die
Rheumafaktor negative (n=3) eine Frequenz von 9,917 + 10,48 (CI: -16,12 -
35,96) aufweist. Statistisch ergibt sich kein signifikanter Gruppenunterschied
(p= 0,0848), welcher womdglich bedingtist durch die geringe
Gruppenanzahl. Ein Vergleich zwischen den beiden Kollektiven in Bezug auf
die Interleukin- 10 Frequenz konnte nicht bestimmt werden, da nur

Rheumafaktor positive Patienten in die Bestimmung eingeschlossen wurden .
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Abbildung 30: Vergleich der IFN-y Produktion zwischen Rheumafaktor positiven (RF(+))
und Rheumafaktor negativen (RF(-)) Patienten. Dargestellt sind die IFN-y Frequenzen von
RF(-) n=3 Patienten und RF(+) n=8. Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen. RF(+)- Patienten besitzen eine IFN-y Frequenz von 47,25 + 27,06, RF(-) von 9,917 + 10,48.
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Unspezifische Entziindungsmarker werden zur Stratifizierung der Aktivitat
einer Rheumatoiden Arthritis verwendet. Haufig bestimmte Parameter sind
das C reaktive Protein (CRP) und die Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG).

Ein Vergleich dieser extrasynovialen Parameter mit der intrasynovialen
Zytokinproduktion zeigt eine lineare Korrelation zwischen den beiden
Determinanten. CRP korreliert schwach positiv mit der IFN-y Frequenz des
Synoviums r = 0,1390, (CI: -0,4727 - 0,6603), jedoch findet sich ein starker
linearer Zusammenhang mit IL-10 r = 0,9635 (CI: 0.5414 - 0.9977, r* =
0,9283, p = 0,0083).
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Abbildung 31: CRP in Beziehung zur intrasynovialen Zytokinproduktion. Dargestellt ist die
IFN- y Produktion fiir n = 12 und IL -10 fiir n = 5 Patienten.

- 60 -



Ergebnisse

Die intrasynoviale Zytokinproduktion korreliert nur schwach mit der
gemessenen Blutsenkungsgeschindigkeit. Fir IFN-y ergibt sich ein

Korrelationskoeffizient von r = 0,016 und flir r = - 0,26.
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Abbildung 32: BSG in Beziehung zur intrasynovialen Zytokinproduktion. Dargestellt ist die
IFN- y Produktion fiir n = 12 und IL -10 fiir n = 5 Patienten.
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3.7.3. Klinische Aktivitatsscores und Zytokinmuster

Eine spezifische Stratifizierung der Aktivitdt der Rheumatoiden Arthritis ist
durch die Erhebung des , disease activity Scores" (DAS28 (BSG)) mdglich.
DAS28 ist ein validierter Punktescore, der je nach ermitteltem Wert die
Aktivitat in ,remission®, ,low" und ,high" klassifiziert.

Synovialmembranzellen aus Patienten mit geringer Aktivitat (DAS28 < 3,6)
zeigen einen positiven linearen Zusammenhang mit ihrer intrasynovialen IFN-
y Produktion (r = 0,52). Von ihrer Aktivitat hohergradig klassifizierte
Synovialmembranzellen zeigen eine schwachere Korrelation mit der
intrasynovialen IFN-y Produktion (r = 0,16).

Die intrasynoviale IL-10 Produktion zeigt bei Synovialmembranzellen aus
Patienten mit hohem DAS28 einen starken linearen Zusammenhang

(r = 0.96)
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Abbildung 33: Inrasynoviale Zytokinproduktion in Beziehung zu geringen DAS28 Scores.
Dargestellt ist die IFN-y Produktion von 7 Patienten (r = 0,52, p = 0,20)
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Abbildung 34: Hohe DAS28 Scores in Bezug zur intrasynovialen Zytokinproduktion.
Dargestellt sind die IL- 10 Produktion von 4 Patienten (r = 0,97, p = 0,02) und fiir IFN-y von 6
Patienten (r = 0,16, p = 0,76)
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3.7.4. Klinische Aktivitat und Synovialmembran Zusammensetzung

Die klinische Aktivitdt der Rheumatoiden Arthritis, quantifiziert durch den
DAS28, korreliert schwach mit der intrasynovialen Zytokinproduktion. Bezieht
man den durchflusszytometrisch bestimmten Anteil an CD3(+)- Zellen auf die
Aktivitat, so zeigt sich eine positive, jedoch nicht signifikante Korellation

zwischen den beiden Parametern (n=8; r = 7,31; p = 0,08).
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Abbildung 35: DAS28 in Bezug zum CD3(+) Anteil des Synovialmembrans
Bei 8 Patienten konnte eine positive nicht signifikante Korrelation zwischen beiden Parametern

nachgewiesen werden.

Die Erhdéhung der klinischen Aktivitat scheint nicht mit einer Erhéhung der
CD4(+)CD25(+) Treg (n=4) in der Synovialmembran einherzugehen.
Abbildung 3.8.4.2. veranschaulicht die Beziehung zwischen beiden GréBen (r

= 0,20; p = 0,80).
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Abbildung 36: Treg Anteil im Synoviums im Bezug zur klinischen Aktivierung (DAS28)

Bei 4 Patienten (n= 4) konnte keine Korrelation zwischen den beiden Parameteren gefunden werden

(r = 0,20; p = 0,80).
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3.7.5. Therapie und Zytokinmuster

Basistherapeutika der Rheumatoiden Arthritis sind die ,disease modifying
antirheumatic drugs" (DMARDs). Sie beeinflussen das Immunsystem auf
unterschiedliche Weise. Sie werden in der Therapie einzeln oder in
Kombination miteinander verwendet. Synovialmembranzellen aus Patienten
mit Kombinationstherapie zeigen eine niedrigere Produktion der Zytokine
IL-10 und IFN-y.
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Abbildung 37: Vergleich der DMARD Therapie und der Zytokinfrequenz in RA —
Synovialmembranzellkulturen. Dargestellt fiir die Monotherapie: IFN-y (n= 9): 81,72 + 81,71; IL-
10 (n= 3): 317,16 = 219,26 und fiir die Kombinationtherapie: IFN —y (n= 4) 26,06 + 18,95 und IL-
10 (n=2) 68,65 + 79,37

Neuere Medikamente in der Gruppe der Rheuma — Basisttherapeutika sind
die TNF-a Inhibitoren (sogenannte ,biologicals"). Ein Vergleich zwischen den
beiden Gruppen zeigt fiir die konventionellen DMARDs eine IFN-y Produktion
(n=10) von 56,10 £68,92 und IL-10 (n = 3) von 165,41 + 176,79. Mit
,Biologicals® behandelte Patienten zeigen eine intrasynoviale IFN-y
Produktion (n =3) von 92,91 £ 92,74 und IL-10 (n=2) 296,25 + 305,82. In
dieser Gruppe scheint es zur Erhéhung der IL-10 Produktion zu kommen. Ein
signifikanter Gruppenunterschied zwischen den unterschiedlichen Therapien

konnte nicht ermittelt werden.
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Abbildung 38: Zytokinfrequenz in Beziehung zur Konventionellen und biologischen

DMARD - Therapie. In der Abbildung sind die IFN-y und IL-10 Zytokinfrequenzen in Abbhangigkeit
von der Medikation der Patienten aufgezeigt. In die DMARDs —Gruppe wurden fiir das IFN-y 10
Patienten, fiir die IL-10 Fregenz 3 Patienten untersucht. In der Biologicals- Gruppe wurden fiir die IFN-
y Frequenz 3, fiir die IL-10 Frequenz 2 Patienten eingeschleust. Ein signifikanter Gruppenunterschied

ergibt sich nicht.

-67 -



Ergebnisse

3.7.6  Multiples Regressionsmodell  klinischer Parameter und

intrasynovialer Zytokinproduktion

Pathogenetische und therapeutische Implikationen beeinflussen die
intrasynoviale Zytokinproduktion. Um den Zusammenhang der einzelnen
Faktoren zu ermitteln, wurde ein multiples Regressionsmodel flr die
Faktoren erstellt.

Fir ein IFN-y Modell wurden die Faktoren Erkrankungsdauer, DMARD
Kombinations- vs.  Monotherapie, Konventionelle vs. Biologicals,
Rheumafaktor, Hoher vs. Niedriger DAS28 Score bericksichtigt (Methode
Einschluss).

Der Zusammenhang im Modell ergab r = 0,78 (r*=0,61 (p = 0,23))

Koeffizienten T Signifikanz
Beta
Erkrankungsdauer -0,50 -1,71 0,14
Anzahl der DMARD -0,53 -1,96 0,10
Konventionelle DMARD vs. Biological 0,07 0,25 0,81
Rheumafaktor 0,80 2,48 0,05
DAS28 high/low -0,44 -1,40 0,21

Unter Berlicksichtung der verschiedenen Faktoren kann man mit Hilfe des
Modells 61% der IL-10 Produktion klaren. Es besteht keine groBe
Abweichung der einzelnen bestimmten Signifikanzen im Vergleich zum
erhobenen Modell. Man erkennt, dass die IFN-y Frequenz absinkt, je langer
der Patient an der Erkrankung leidet und wie konsequent er therapiert wird.
Beide Parameter liegen lber dem Signifikanzniveau, kdnnte aber durch die
geringe Patientenzahl bedingt sein. Rheumafaktor positive Patienten haben
eine hohe IFN-y Produktion, wahrend hohere DAS28 zu niedriger IFN-y
Produktion tendiert.

Mittels des multiplen linearen Regressionsmodell (Methode: Schrittweise)

wurde auch die IL-10 Produktion in Abhdngigkeit der einzelnen Faktoren
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geprift, welche den gefundenen Zusammenhang zwischen CRP und IL-10
bestatigte (r = 0,963, r* = 0,928; p = 0,008).
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4. Diskussion

4.1. CD4(+) und CD8(+) T-Zellen in der Pathologie der Rheumatoiden
Arthritis

T-Lymphozyten spielen eine zentrale Rolle bei der Rheumatoiden Arthritis.
Sie kénnen durch Ausschittung von Zytokinen und mittels Zell-Zell-Kontakt
die Inflammation vorantreiben. Die groBte Subpopulation der synovialen
T-Lymphozyten charakterisieren sich durch die Oberflachenexpression von
CD4(+)CD45(+)RO. Weitere typische Charakteristika sind die Expression von
CCR5 und die Produktion von IFN-y. Dieser Phanotyp entspricht einer Thl-
Zelle. Thl-Zellen aktivieren Typ B Synoviozyten, welche dadurch Matrix
Metalloproteasen (MMPs) und Prostaglandine ausschiitten und infolgedessen
die Knorpelstrukturen destruieren. Typ B Synoviozyten sind wiederum in der
Lage, durch IL-7, IL-15 und IL-18 Th1 Zellen zu aktivieren. Hierdurch kann
ein positiver Regelkreis entstehen, welcher zu einer perpetuierten
Inflammation fiihren kann.

Experimentell ist der Nachweis von Th1/Th17 charakterisierenden Zytokinen
(IFN-y, IL-17) in der Synovialmembran schwierig. Dieser gelingt am
zuverlassigsten auf mRNA- Ebene und nach mitogener Stimulation der T-
Zellen auf Proteinebene. Ungeféhr 1 % der T-Lymphozyten im Synovium
produzieren IFN-y. Dabei besitzen periphere CD4(+) T-Zellen eines Patienten
mit Rheumatoider Arthritis eine héhere basale Produktion von IFN-y, als
Lymphozyten einer Kontrollgruppe [61]. Dennoch sind diese Zellen nicht die
alleinigen Produzenten von IFN-y. So besitzen CD8(+) T-Zellen, Th17 -Zellen,
Lnatural killer cells® (NK- Zellen) und B-Lymphozyten ebenfalls die Fahigkeit
zur IFN-y Synthese. Eine Untersuchung von Morita et al. konnte mittels
FACS-Analyse die Produktion von IFN-y in synovialen T-Lymphozyten auf
Einzel- Zellebene nachweisen. Interessanterweise zeigte sich eine hdhere
Frequenz von IFN-y in der Gruppe der synovialen CD8(+) T-Zellen, als in der
CD4(+) Gruppe [62]. Die Fahigkeit beider T-Lymphozytenpopulationen zur
IFN-y- Produktion koénnte funktionell innerhalb der Syovialmembran

unterschiedliche Auswirkungen haben. CD4(+) T-Zellen und Makrophagen
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liegen in der Synovialmembran dicht beieinander und stehen histologisch im
engen Zell-Zell-Kontakt. Makrophagen haben die Méglichkeit CD4(+) T-Zellen
zu aktivieren. Umgekehrt haben CD4(+) T-Zellen die Fahigkeit Makrophagen
zu aktivieren und sie in ihrer Aktivitdt zu modulieren. Fir diese Aktivierung
spielt IFN-y eine besondere Rolle.

Ein anderer funktioneller Aspekt koénnte die Produktion von IFN-y durch
CD8(+) T-Zellen haben. Diese Zellen spielen eine besondere Rolle im
histologischen Aufbau der inflammatorisch verdnderten Synovialmembran.
Experimentell ergeben sich Hinweise, dass diese Zellen an der Bildung von
Lymphfollikel beteiligt sind. Innerhalb dieser Follikel bilden sich sekundare
Keimzentren (germinal centers (GC)), in denen es zur Bildung von
Autoimmunantikérpern durch Plasmazellen kommen kann. CD8(+) T-Zellen
sind fir die Bildung solcher GC verantwortlich. Durch die Entfernung der
CD8(+) T-Zellen zerfallen diese Follikel. Zusatzlich nimmt die Frequenz der
follikuldren dendritischen Zellen ab und die Immunglobulinenproduktion wird
signifikant gesenkt. Follikulare CD8(+) T-Zellen werden charakterisiert durch
die Produktion von IFN-y. Perifollikuldr lasst sich nur ein geringer Anteil von
IFN-y(+)CD8(+) T-Zellen nachweisen.

Welcher der beiden Zelltypen den groBten Anteil der in dieser Arbeit
gemessenen spontanen IFN-y— Produktion zeigte, konnte mit diesem
Versuchsaufbau nicht beantwortet werden. Es konnte jedoch in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass der Gehalt von CD8(+)- T-Zellen von Rheumatoiden
Arthritis- Synovialmembranzellen héher ist als der von Osteoarthrose. Daher
kdnnte die autonome IFN-y Produktion der Synovialmembranzellen durch
CD8(+) T-Zellen zustande kommen [63].

Neben proinflammatorischen Zytokinen finden sich auch konstitutiv
antiinflammatorische Zytokine in der Synovialmembran, wie zum Beispiel
IL-10. IL-10 wird von vielen anderen hamatopetischen und nicht-
hamatopoetischen  Zellen produziert. Die  Empfindlichkeit  auf
inflammatorische Zellen wird durch die Expression der IL-10 Rezeptoren
bestimmt. Aktivierte T-Zellen regulieren diesen Rezeptor herunter und
werden somit resistent gegenlber IL-10. Monozytdre Zellen zeigen im

Vergleich dazu eine erhdhte Expression der IL-10 Rezeptoren. IL-10 flhrt zur
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verminderten Expression von co-stimlatorische Molekilen unter anderem von
CD86, CD80 MHC II, welches grundlegend flir die Antigen-Prasentation auf
APCs und aktivierten T-Zellen ist. Im Gegensatz dazu sind dentritische Zellen
(DC) aus RA Patienten resistent gegentiber immunsuppressiven Effekten von
IL-10, da bei diesen eine insuffiziente Expression des IL-10 Rezeptors
vorliegt.

Histologisch konnte gezeigt werden, dass die Produktion von IL-10 an der
Membran-Flissigkeitsgrenze und in der Nahe von BlutgefaBen stattfindet. An
der Membran- Fllssigkeitsgrenze produzieren vor allem monozytdre Zellen
IL-10, wahrend in der Nahe von BlutgefaBen CD3(+) T-Zellen das Zytokin
produzieren [64]. Interessanterweise konnte in dieser Arbeit gezeigt werden,
dass eine Depletion von CD3(+) Zellen aus der Zellkultur zu einer
signifikanten Verminderung der IL-10 Produktion fiihrt. Daher kdnnte die
Hauptproduktion von IL-10 durch CD3(+) T-Zellen erfolgen.

Ungefahr 10% aller CD3(+)CD4(+) T-Zellen produzieren hohe Mengen an
IL-10, TGF-B und geringe Mengen an IFN-y und IL-5. Sie werden als Trl
Zelle bezeichnet. Tr1 Zellen produzieren sehr schnell groBe Mengen an IL-10,
welche schon nach vier Stunden im Uberstand gefunden werden kénnen. Die
gréBte Produktion wird nach 12-24 Stunden erreicht. Im Gegensatz dazu
produzieren Th2 Zellen erst nach 10 Stunden IL-10, mit einem Gipfel nach
36-48 Stunden. Vermutlich kdnnte die Produktion des IL-10 aufgrund des
Studiendesigns durch Tr1 Zellen bedingt sein.

Im Ruhestadium exprimieren Trl Zellen Zytokinrezeptoren, die einerseits auf
Thl Zellen (CXCR3, CCR5) und anderseits auf Th2 Zellen (CCR2, CCR4 und
CCR8) gefunden werden. Trl Zellen proliferieren in vitro unter polyklonalen
Bedingungen nur sparlich. Sie expandieren signifikant langsamer im
Gegensatz zu weiteren T—Zellpopulationen. Die geringe Proliferation der
Zellen liegt vermutlich in der autokrinen Wirkung von IL-10. Eine Blockade
der IL-10 Wirkungen steigert die Proliferation der Zellen wieder. R. Bachetta
konnten zeigen, dass IL-15 die Proliferation der Zellen auch ohne Aktivierung
Uber den TCR steigert. Die Praferenz zu IL-15 zeigt sich auch in der
Oberflachenexpression von IL2/IL-15R B und y Ketten im Gegensatz zu den

weiteren T-Helferzellen. Trl kénnen sich aus peripheren CD4(+) Zellen
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differenzieren. Rheumatoide Arthritis Patienten besitzen signifikant weniger
Trl Zellen im peripheren Blut [65]. Bei dieser Konstellation kdnnte die
chronische Inflammation der Synovialmembran nicht signifikant eingedammt
werden. Daneben konnte auch die histologische Verteilung innerhalb der
Synovialmembran eine Rolle spielen. CD3(+)IL10(+) T-Zellen halten sich in
der Nahe der BlutgefaBe auf. IL-10 konnte somit nur Zellen in unmittelbarer
Umgebung inhibieren. Eine Inhibition in formierten histologischen Gebilden
(Lymphfollikel) kdnnte somit nicht mdglich sein. Zu dem kdnnte die autokrine
Wirkung von IL-10 durch die Ansammlung von Trl Zellen ein funktionelles
Defizit derselbigen bewirken.

Nicht bekannt war die Reaktion von Synovialmembranzellen auf peripheren
CD4(+) und CD8(+) T-Zellen. Experimentell bedingt wurden in dieser Arbeit
feste histologische Grenzen aufgeldst, um die Reaktion der Zellen zu messen.
Beide naive Zellarten sollten die Produktion von proinflammatorische
Zytokinen bei der Cokultiverung mit aktivierten Synovialzellen férdern. Es
zeigte sich jedoch eine signifikante proinflammatorische Aktivitdtsminderung,
nachgewiesen anhand der IFN-y Frequenz. Eine mdgliche Erklarung dieses
Sachverhalts koénnte durch die Zusammensetzung der CD4(+) und der
CD8(+) T—Zellen erklart werden. In beiden Subpopulationen konnten
regulatorische Fraktionen enthalten sein, welche zur Verminderung der
proinflammatorischen Aktivitat beitragen. Eine weitere Mdglichkeit besteht in
der Verwischung von anatomischen Grenzen und histologischen Strukturen.
Zur weiteren Evaluation dieses Sachverhalts wurden Co-Kulturen der
Subpopulationen in diesem Experiment angelegt. Hier zeigt sich die groBte
inhibitorische Qualitdt in der Fraktion der CD25(+) T- Zellen. Dennoch
scheinen auch CD25(-) T-Zellen in der Lage zu sein antiinflammatorische
Effekte zu betreiben.
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4.2. CD4(+)CD25(+) regulatorische T- Lymphozyten

Regulatorische T-Zellen wurden erstmalig von Papiernik et al. in der
Thymusdriise beschrieben [66]. Ungefdhr 5% der CD4(+)CD8(-) Thymozyten
exprimieren die IL-2R-alpha Kette (CD25) und zeigen regulatorische

Qualitaten. Die im Thymus gefundenen CD25(+) Thymocyten sind funktionell
identisch mit den peripheren CD4(+)CD25(+) Lymphozyten. Flourochrome
markierte CD4(+)CD25(+) T-Zellen zeigten eine Emigration aus dem Thymus
in die Peripherie. Medulldre dendritische Zellen differenzieren CD4(+)CD8(-)
Thymozyten zu Tregs. Die Hassall Kérperchens sind bei der Induktion dieser
dendritischen Zellen beteiligt. Sie produzieren das Protein ,thymic stromal
lymphopoietin® (TSLP), welches CD11c(+) dendritische Zellen aktiviert. Diese
DC exprimieren CD80 und CD86 und besitzen die Fahigkeit
CD4(+)CD8(-)CD25(-) Thymozyten zu CD4(+)CD25(+)FOXP3(+) Tregs zu
differenzieren. Abhédngig ist diese Induktion von MHC II —Interaktionen und
der Prasenz von CD80, CD86 und Interleukin 2 [67].

Neben der Schulung durch Dendritische Zellen spielt die Interaktion mit dem
T- Zellrezeptor (TCR) auf Thymozyten eine bestimmende Rolle fiir die
Entwicklung von CD4(+)CD25(+) Treg. CD4(+)CD25(+)Treg unterlaufen
eine positive Selektion im Kortex des Thymus. Sie interagieren mit Selbst-
Antigenen, prasentiert auf Thymozyten. Die Bindung zwischen Selbstantigen
und T- Zellrezeptor (TCR) ist hoch affin. Das daraus entstehende Signal flihrt
zu einem anergen Zustand der Treg und veranlasst sie zur Bildung von anti-
apoptotischen Molekiilen. Diese verhindern, dass Treg negativ selektiert
werden. Nach der Mauserung exprimieren sie FoxP3, GITR-mRNA und die
Oberflachenproteine CCR8, TNFR2 sowie zytoplasmatisches CTLA-4. Nach
ihrer Aktivierung kommt es zu keiner Proliferation von Treg [68-71].

Nach der Mauserung gelangen Treg in den Blutkreislauf und wandern in
sekundares lymphatisches Gewebe. Tregs reichern sich primar in den T-
Zellzonen eines Lymphknotens an. Sie folgen chemotaktisch Chemokinen
unter anderem CCL19. Nach Migration in diese Zone besitzen sie die
Fahigkeit die Expression von Chemokinrezeptoren (CXCR5 und CCR7) zu
andern und kdnnen nun in B-zellreiche Keimzentren wandern. Sie besitzen

die Fahigkeit beide Antworten des adaptiven Immunsystems im
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Lymphknoten zu unterdriicken [72] [73]. Tregs werden ebenfalls vermehrt
im Knochenmark gefunden.

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass CD4(+)CD25(+) Tregs in
der Peripherie induzierbar sind [74, 75]. Fir diesen Sachverhalt kénnte man
ein Ruhestadium fiir Treg definieren, bei denen sie kein CD25 exprimieren.
Diese Zellen weisen in ihrem Zytoplasma FoxP3 auf und stellen ein
peripheres Reservoir von Treg da und werden im Ruhestadium als
CD4(+)CD25(-)FoxP3(+) T—Zellen identifiziert [76].

In der Peripherie sind Treg anergetisch und kdnnen unter physiologischen
Bedingungen sowie unter experimentell physiologischer Stimulation nicht
expandieren [77, 78]. Gelingt es doch, Treg zur Proliferation zu bringen, ist
dies meist mit einem Verlust der Suppressoreigenschaft verbunden. Nur
unter bestimmten Kautelen kann man ,in vitro" die Zellen zichten.
CD4(+)CD25(+) Treg sind sehr kompetent in ihren suppressiven
Eigenschaften. Im peripheren Blut sind 5-10% aller CD4(+) T-Zellen
CD4(+)CD25(+) Treg [78].
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4.3. Suppression durch CD4(+)CD25(+) Treg

CD4(+)CD25(+) T-Zellen kénnen die Aktivierung und die Proliferation von
CD4(+) und CD8(+) T-Zellen in einen nicht antigenspezifischen Mechanismus
hemmen [79, 80]. Murine CD4(+)CD25(+) T-Zellen vermitteln ihre

Suppression ,in vitro® und ,in vivo" Uber verschiedene Mechanismen, die

einerseits Zell-Zell-Kontakt abhangig sind [81, 82] und andererseits die
Produktion von immunsuppressive Zytokine beinhaltet.

Fir die regulatorischen Eigenschaften der T-Lymphozyten sind
unterschiedliche  Transkriptionsfaktoren  verantwortlich. Einer dieser
Transkriptionsfaktoren ist der ,forkhead/winged helix transkription factor 3
(Foxp3)". Im Mausmodell ist er spezifisch flr die Entwicklung regulatorischer
CD25(+) Lymphozyten. Eine wichtige Beobachtung ist, dass FoxP3-defiziente
Mause eine letale Autoimmunerkrankung entwickeln und nur der Transfer
von CD4(+)CD25(+) T-Zellen diese verhindert. Leider ist die Expression von
FoxP3-mRNA nicht spezifisch flir humane CD4(+)CD25(+) Treg [83]. Er
findet sich auch bei regulatorischen Lymphozyten mit den
Oberflachenmarkern CD8(+)CD25(+), CD8(+)CD28(-)[84, 85]. Weitere
Transkriptionsfaktoren, die eine Rolle in regulatorischen Lymphozyten
spielen, sind NFATc2 und NFATc3. Bei Abwesenheit beider
Transkriptionsfaktoren verlieren regulatorische T-Zellen ihre Fahigkeit zur
Proliferatonshemmung von Effektorzellen und es kommt zur Ausbildung von
lymphoproliferativen Erkrankungen bei Mdusen [86]. Auch die “nuclear-factor
kB induzierende Kinase" (NIK) spielt eine entscheidende Rolle in Tregs. NIK
ist essentiell fur die regelrechte Produktion von Tregs im Thymus. Fehlt das
NIK- Protein bei Mausen, kommt es bei der Aktivierung mit GITR ebenfalls zu
einer lymphoproliferativen Erkrankung [87].

Fir ihre Funktion bendtigen CD4(+)CD25(+) Tregs IL-2, IL-4 und TGF- [88,
89]. Ihre regulatorische Leistung wird, bei selektiver Blockierung der IL-2
Rezeptoren, wahrend einer Co-Kultivierung mit Empfanger T-Zellen
vollstandig aufgehoben. Auch die Produktion anti-inflammatorischer
Zytokinen durch Treg wird durch sekundare Stimulation von IL-2 erhdht [90,
91]. Peripher induzierbare CD4(+)CD25(+) Treg benétigen fir ihre

suppressive Tatigkeit IL-2 von CD25(-) oder von antigen-stimulierten
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T-Zellen in peripheren Lymphknoten [92, 93].

Eine Hypothese Uber den regulatorischen Mechanismus postuliert die
Konkurrenz von CD25(-) Effektor T-Zellen mit CD4(+)CD25(+) Treg um IL-2.
IL-2 wird als sekundares Signal von Effektor T-Zellen bendtigt. Erhalt eine
Effektor T-Zelle kein sekundares Signal wird sie anerg. Zusatzlich
destabilisieren Treg die Expression von IL-2-mRNA in Effektorzellen,
woraufhin es der Zelle nicht méglich ist, in einen aktivierten Zustand tber zu
gehen [94].

CD4(+)CD25(+) Treg zeichnen sich durch die Expression unterschiedlicher
regulatorische Molekile an ihrer Membranoberflache aus. Ungllicklicherweise
sind diese Membranproteine nicht spezifisch, da sie auch von aktivierten
Effektorzellen exprimiert werden. Ein solches Protein ist der ,Glucocorticoid-
induced tumor necrosis factor receptor® (GITR). Durch eine quantitative und
konstitutive Expression suppremieren CD4(+)CD25(+) Treg Effektor T-Zellen
[95, 96]. Diese CD25(-) Effektor T-Zellen sind vor allem fiir ein solches Signal
empfanglich, wenn sie durch pro-inflammatorische Zytokine vermittelte
verminderte GITR—-Expression aufweisen. Eine Erhéhung des GITR wiirde die
Effektorzelle resistent gegenliber dem suppressiven Signal der Treg machen
[97].

Ein weiteres Protein mit regulatorischen Eigenschaften ist das ,cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4" (CTLA-4). Birebent B. et al. konnten
zeigen, dass die regulatorische Funktion der CD4(+)CD25(+) Treg von der
Menge dieses intrazellular gespeicherten Proteins abhangt [98]. CTLA-4 wird
einerseits in der Entwicklung der Treg und andererseits wahrend der
Effektorphase der Regulation benétigt [99]. Neben CTLA-4 spielt CD28 und
CD7 eine Rolle in der Vermittlung des suppressiven Signals. CD7 und CD28
benutzten einen gemeinsamen Signaltransduktionsweg. Sempokoski et al.
konnten zeigen, dass CD28 defiziente Mduse eine geringere Anzahl an
CD4(+)CD25(+) in der Milz bilden als der Wildtyp [100]. CD7/CD28
defiziente Mduse haben im Thymus und in der Milz weniger Treg im
Vergleich zum Wildtyp. Die nattrlichen Liganden fur CD28 und CTLA-4 sind
CD80 und CD86. Beide Rezeptoren, welche auf dendritischen Zellen (DC)

exprimiert werden, kdnnen die suppressive Kapazitat von Treg beeinflussen.
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Wahrend der Generierung der T-Zellantwort kommt es bei der Blockade von
CD86 zu einer Steigerung der suppressiven Kapazitat der Tregs. Im Kontrast
dazu wird die Proliferation von diesen Zellen durch die Blockade von CD80
gesteigert, jedoch die Suppressionsfahigkeit vermindert. Der relative
Expressionsgrad von CD80 bzw. CD86 auf DC wird wahrend der Mauserung
von DC bestimmt [101]. CD4(+)CD25(+) Tregs kdnnen DCs bezliglich der
Expression von CD80 und CD86 umgekehrt auch beeinflussen. Tregs sind in
der Lage die mRNA von CD80 zu destabilisieren [102].

Das Co-Stimulationsmolekiil 4-1BB, welches die Proliferation und das
Uberleben von CD8(+) T-Zellen fordert, findet sich ebenfalls auf
CD4(+)CD25(+) Treg. Die Aktivierung bewirkt eine Induktion und
Proliferation von Treg [103]. Choi et al. konnten zeigen, dass eine
Blockierung des Signals Uber 4-1BB zu einer Inhibition der Suppression von
CD4(+)CD25(+) fuhrt. Interessanterweise ist die Inhibition nach Aktivierung
von Treg potenter, als die Inhibition durch anti-GITR [104].

Ein weiteres Protein scheint auf Treg konstitutiv auf der Oberflache
exprimiert zu werden. Neuropilin-1 ist ein Protein, welches hauptsachlich bei
der Neuritenaussprossung, bei der Angiogenese und auf aktivierten T-Zellen
gefunden wird. Die Expression auf Tregs ist unabhdangig von dem
Aktivierungsstatus der Zelle. Es korreliert mit der suppressiven Aktivitat ,in
vitro" [105].

Neben Membranoberflachenmolekiilen spielen auch membrangebundene
Zytokine eine entscheidende Rolle in der Regulation durch murine Treg.
TGF-B wird membrangebunden auf Treg gefunden. Es vermittelt Suppression
und ist fur die Expansion verantwortlich [106].

Die Wirkung von Treg auf Effektor CD4(+) T-Lymphozyten ist zum jetzigen
Zeitpunkt nicht ganz geklart. CD4(+)CD25(+) Treg konnen sich eines
Mechanismus bedienen, der vor allem fiir zytotoxische CD8(+) T—Zellen
(CTL) beschrieben wurde. Es ist ihnen mdglich, in Effektor- Zellen via Zell-
Zell Kontakt, die Apoptose mittels Granzyme B zu induzieren. Anders als bei
CTL bedienen sich die Zellen nicht dem Protein Perforin [107].

Experimentelle Studien konnten zeigen, dass die Transmission eines

suppressiven Signals durch Tregs eine Erweiterung der B7 Expression auf
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Empfangerzellen bendtigt [108, 109]. Die genaue Reaktion und der
Mechanismus auf Effektor T-Zellen bleibt Gegenstand der Forschung. Neben
der direkten Hemmung der Treg an den Effektorzellen besitzen sie die
Mdglichkeit, weitere Helferzellen vom Typ Trl und Th3 aus naiven T-Zellen
zu induzieren [110, 111]. Diesen Vorgang bezeichnet man als ,Infectious
tolerance”. Welche Art von Suppressorzelle durch Treg gebildet wird, hangt
von ihrem Integrinbesatz an der Oberflache ab. So kdnnen Treg mit dem
Integrinmolekil a4p7 Trl-dhnliche Zellen und a4B1 Th3-ahnliche Zellen
induzieren [112]. Zytokine besitzen eine weitere Mdglichkeit induzierbare
Treg zu aktivieren. TGF-B spielt hier eine Schllsselrolle. Es ist ein Regulator
im Signalweg von FoxP3 und induziert hierdurch einen regulatorischen
Phanotyp in CD4(+)CD25(-) T-Zellen. Unterhalten wird diese Induktion durch
und eine positive Rickkopplung im Signaltransduktionsweg [113]. TGF-B
initiilert und unterhalt die suppressive Funktion [114].

Die suppressiven Effekte von diesen sekundaren CD4(+)CD25(+) T-Zellen
wird unter anderem durch IL-10 vermittelt [115]. Neben den genannten
Oberflachenmarkern finden sich noch weitere, die in den Regulationsprozess
involviert sein kdénnten und die zur Beschreibung der Treg herangezogen
werden. Meist handelt es sich um weitere Rezeptoren der ,tumor necrosis
factor related gene"™ Familie, wie zum Beispiel GITR und OX40. OX40 findet
sich an der Zellmembran von aktivierten T-Zellen und aktivierten Treg. [116]
Eine Aktivierung von OX40 auf CD4(+)CD25(+) T-Zellen fiihrt zur einer
Inhibition ihrer suppressiven Kapazitat im Mausmodell [117].

Die  suppressiven  Mechanismen der Treg fiilhren zu einer
Proliferationshemmung von T-Zellen und einer Minderung in der
Zytokinproduktion. Neben der Inhibition von CD4(+)CD25(-) T-Zellen sind
Treg in der Lage ,Natirliche Killerzellen® (NK-Zellen) und CD8(+) T-Zellen in
ihrer zytotoxischen Aktivitét zu inhibieren [118]. Auch diese Inhibition wird
durch direkte Zell-Zell Interaktion vermittelt [119]. Die physiologische
Bedeutung von natirlichen regulatorischen CD4(+)CD25(+) T-Zellen liegt,
dem Anschein nach, in einer Minimierung des Gewebeschadens auf Kosten
der Immunreaktion. So konnte im Tierversuch gezeigt werden, dass CD25(+)

defiziente Tiere schwerer an Infektionskrankheiten und deren Folgen leiden
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als die Kontrollgruppe [120]. Tregs kontrollierten nicht nur die
antigenspezifschen T Zellen, sondern auch die weiteren Entziindungszellen.
Im Magen-Darm-Trakt reguliert die natirliche Treg auch die
Entziindungsreaktion durch den Helicobacter pylori. Eine Defizient in der
CD25(+) Population fiihrt zwar zu einer verstarkten Eradikation des Erregers,
jedoch ist der Schaden am Gewebe viel hdher als mit Treg [121]. Es besteht
die Mdglichkeit, dass Tregs direkt von bakteriellen Produkten aktiviert
werden. Im Mausmodell exprimieren diese Treg Zellen selektiv den Toll- like
Rezeptor (TLR) -4,-5,-7 und -8. Die Aktivierung tber den TLR 4 flhrt zur
einem gesteigerten Uberleben und Proliferation der Zellen. Fiir diesen
Vorgang benétigen die murinen Treg nicht die Hilfe von Antigen
prasentierenden Zellen (APC) oder anderen Zellen. Die Aktivierung erhdht
den suppressiven Faktor um das zehnfache [122].

In weiteren Versuchen konnte gezeigt werden, dass Tregs in verschieden
Organen den Schaden einer Entziindung auf Kosten der Abwehr minimieren.
So konnte in der friihen Phase eine Entziindung die T—Zellen in die Infektion
kontrollieren und in der zweiten Phase die Treg den Schaden an dem
Gewebe minimieren. Tregs scheinen durch ihr Gleichgewicht eine wichtige
Funktion in dem Entziindungsereignis einzunehmen. Neben der gewlinschten
Balance zwischen der Entziindung und der Hemmung durch CD25(+) Zellen,
fuhrt eine Depletion im Tiermodell zu einer besseren Immunitat gegeniiber
viralen Infektionen. Treg kdnnen auch eine adaquate Antwort auf virale
Erkrankungen verhindern, indem sie die Effizienz der CD8(+) Zellen
beeinflussen. Bei HIV infizierten Mausen zeigt sich eine Progression der
Erkrankung assoziiert mit einer Zunahme der peripheren CD25(+) Zellen.
Beim Menschen scheint eine Immunitat gegentiber dem HI- Virus unter der
Kontrolle von CD25(+) Zellen zu liegen. Durch AIDS sinkt die CD4(+)
Population und es kommt zu einer zunehmenden Immundysfunktion. Die
Zugabe von CD25(+) Treg flihrt zu einem Anstieg der anti-HIV CD4(+) T-Zell
Antwort. Die Suppression der Zellen ist abhangig von einem Zell-Zell-Kontakt
und nicht von einem zytokinabhangigen Weg.

Nach der jetzigen experimentellen Datenlage spielen CD4(+)CD25(+) Tregs

eine entscheidende Rolle in der Regulation von Immunreaktionen. Die
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offenen Fragen, die sich aus dem Sachverhalt ergeben lauten: wieso kommt
es zu einem Zusammenbruch der peripheren Toleranz und damit zu einer
Entwicklung einer Autoimmunerkrankung? Und welche Faktoren tragen zu

einer anscheinend fehlenden Suppression bei der Rheumatoiden Arthritis bei?
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4.4. Requlatorische CD8(+) T—Zellen in der Rheumatoiden Arthritis

Neben den lberwiegend CD4(+) regulatorischen Lymphozyten findet man

auch eine Population von CD8(+) regulatorischen Lymphozyten. Die
Gruppierung ist sehr heterogen. Ahnlich wie CD4(+) Tregs werden sie im
Thymus geschult und zeigen suppressive Fahigkeiten ahnlich den CD4(+)
Treg und exprimieren an ihrer Oberflache ebenfalls CD25[123].

Im peripheren Blut findet sich ebenfalls eine CD8(+)CD25(+) regulatorische
T-Zelle.

Die regulatorischen CD8(+) T-Zellen besitzen keine zytolytische Funktion. Sie
exprimieren konstitutiv CD69 und sind assoziiert mit CTLA-4 und FOXP3.
CD8(+)CD69(+)CTLA-4(+)FOXP3(+)Treg sind in der Lage die Produktion von
IFN-y und die Proliferation von Lymphozyten zu suppremieren. Die
Suppression wird Uber einen Zellkontakt abhdangigen Mechanismus vollzogen.
In dem Versuchsaufbau dieser Arbeit konnte auch gezeigt werden, das
CD8(+)CD25(+) suppressiv in die kumulative IFN-y Frequenz eingreifen. Der
suppressive Effekt kann nicht mit einer Erhéhung von IL-10 erklart werden
und koénnte ahnlich wie fir den flir CD4(+)CD25(+) Treg beschriebenen
Mechanismus auf Zellkontakt Inhibition beruhen.

Warum es bei den kompetenten Inhibitoren zu einer perpetuierten
Entziindung kommt ist ungeklart. Die Moglichkeit bestdnde, dass es sich um
einen funktionellen Defekt der CD8(+) Treg handelt, oder dass es zu einer
pathologischen Distribution zwischen Blut, Membran und Fliissigkeit kommt.
Man findet CD8(+)CD69(+) Lymphozyten, die die phanotypischen
Charakteristik der CD8(+) Treg erfiillen, spater in der SF wieder. Eventuell
findet man in dieser Population einen groBen funktionellen Anteil der
regulatorischen CD8(+) Population [124, 125]. Eine weitere Population von
CD8(+) Treg finden sich bei ,in vitro" Versuchen. Sie zeichnen sich durch die
Oberflachenmarker CD8(+)CD28(-)CD56(+) aus. Sie sind befahigt, Antigen-
Prasentierende Zellen zu hemmen, und verhindern dadurch die Aktivierung
von CD4(+) T-Lymphozyten. Suppressive CD8(+) T-Lymphozyten verhindern
die Produktion von IFN-y und TNF-a und sorgen fir die ,down-regulation®

von costimulatorischen Molekdilen auf Fibroblasten [126].
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4.5. CD4(+)CD25(+) reqgulatorische T- Lymphozyten in _der Rheumatoiden
Arthritis

Autoimmunerkrankungen entstehen nach heutiger Auffassung aus einem
Zusammenbruch zentraler und peripherer Toleranzmechanismen. Es kommt
zum Auftreten von selbst-reaktiven T-Zellen. Bezogen auf die periphere
Regulation durch regulatorische Zellen misste bei diesen Erkrankungen eine
numerische oder funktionelle Defizienz vorliegen. Danke et al. konnten
zeigen, dass eine Depletion der Treg zu einer Erhéhung von autoreaktiven
T-Zellen ,in vitro" fihrt [127]. Eine Minderung der Anzahl von
regulatorischen T-Zellen konnte ,in vivo" nicht bestatigt werden. Bei der
multiplen Sklerose, der hdufigsten neurologischen Erkrankung, findet sich
kein Unterschied in der Frequenz der Treg im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe [128]. Es lage daher Nahe nach einem funktionellen Defekt
der Treg zu fanden, der den Zusammenbruch der peripheren Toleranz
erklarte. Untersuchungen an Patienten mit Rheumatoider Arthritis zeigten ein
heterogenes Bild Betreff der Anzahl der Tregs im Blut. Einige Arbeitsgruppen
konnten keinen Unterschied im Vergleich zu einem gesunden Kollektiv
nachweisen [129], wahrend andere eine Erhdhung der Treg Frequenz im Blut
fanden [60].

Eine hohe Frequenz an Treg findet man in der Synovialfllissigkeit von
affektierten Gelenken [60, 129]. Extrahierte Zellen zeigen volle Kompetenz in
ihrem suppressiven Verhalten. Dennoch perpetuiert die Entziindung in den
Gelenken.

In dieser Arbeit konnte bestatigt werden, dass autologe Treg aus peripherem
Blut in der Lage sind, entziindungférdernde Zytokine in ihrer Frequenz
signifikant zu senken. Auch die an der Suppression in den Co- Kulturen
CD4(+)CD25(-) und STC kénnten induzierbare CD4(+)CD25(-) Treg beteiligt
sein.

Des weiteren konnte nachgewiesen werden, dass ein geringer Anteil der
CD4(+)CD25(+) Zellen sich in der Synovialmembran befindet und ein groBer
Anteil auBerhalb der Membran. Nach den erhoben Befunden mdssten diese

Zellen die rheumatische Inflammation unterbinden. Dennoch scheint die
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Regulation inadaquat zu sein. Die Faktoren, die hier eine maBgebliche Rolle
zu spielen scheinen, sind die Anzahl der Treg, die Funktion und ihre
histologische anatomische Verteilung. Um diese Frage zu klaren, miisste man
zunachst feststellen oder postulieren, wo sich der Fokus der Inflammation in
der Synovialmembran befindet. Wirde man davon ausgehen, dass sich die
Entziindung im Inneren der Membran abspielt, so wiirde die histologisch
gesicherte, geringe numerische Menge an Treg nichts zu einer peripheren
Toleranz beitragen kénnen. Wirde der Entziindungsschauplatz sich an der
Membran-Flissigkeitsgrenze befinden, kdnnte eine Verdichtung von Treg,
seitens der Membran und der Synovialflissigkeit, zu einer Minimierung der
Inflammation fihren. Eine weitere Hypothese ist, dass Tregs im Synovium
durch inflammatorische Mediatoren inaktiviert werden. Ehrenstein et al.
konnten zeigen, dass Treg in ihrer Funktion durch TNF-a eingeschrankt
werden [130]. Diese Einschrankung in der Zytokinproduktion erklart nur
bedingt die regulatorische Defizienz. Die Blockade von TNF-a mittels

anti- TNF-a IgG (Bsp. Adalimumab) flihrt zu einer Wiederherstellung der
regulatorischen Funktion der Zellen. Diese Arbeit und einige weitere stehen
im Widerspruch mit dieser Beobachtung [60, 129, 131, 132]. Hier konnte
gezeigt werden, dass, unabhangig von der Behandlung des Patienten, Treg
in der Lage sind, Zytokininhibition zu betreiben. Der funktionelle Unterschied
kdnnte durch die Anzahl der Tregs im Synovium limitiert sein. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass Treg in dquivalenten Mengen
regualtorisch tatig sind. Das Verhalten dieser Zellen in geringer Konzentration
zu Synovialzellen ist unbekannt. ,In vivo"™ kdnnten Zytokine in der Hemmung
von Treg eine wichtige Rolle spielen. Im Bezug auf ihre histologische
Verteilung koénnte dieser Aspekt der Zytokinhemmung eine entscheidende
Rolle spielen. Vorallem an jenen Strukturen, in denen die Konzentration von
Zytokinen am hochsten sein kann, wie zum Beispiel in GCs durch CD8(+) und
an der Membran-Synovialfliissigkeitsgrenze durch monozytare Produzenten.
CD4(+)CD25(+) Treg konnten in ihrer regulatorischen Kompetenz gehemmt
werden, sprich ihre Fahigkeit der Inhibition der Zytokinproduktion partiell

verlieren.
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Eine weitere Regulation besteht Uber den T-Zellrezeptor (TCR) von
CD4(+)CD25(+) Treg. Werden die Zellen mit einem starken Antigen aktiviert,
sind sie hochstens 15 Stunden suppressiv aktiv. Eine Stimulation mit einem
schwacheren Antigen erhoht ihre Aktivitat auf 60 Stunden. Im Kontrast dazu
besitzen Treg volle suppressive Kompetenz in Co-Kulturen mit stark
aktivierten T Zellen, wahrend sie in schwacher aktivierten Kulturen nur eine
Dauer von 38- 60 Stunden regulatorisch aktiv sind [133]. Es besteht die
Mdglichkeit, dass dieser Mechanismus in der Rheumatoiden Arthritis einen
weitereren Faktor darstellt, weshalb es zu einem peripheren Toleranzverlust
kommt.

Nach der jetzigen erarbeiteten These besteht bei der Erkrankung der
Rheumatoiden Arthritis nicht nur ein Zusammenhang zwischen Menge und
Funktion von Thl bzw. Treg, sondern auch zwischen ihrer Verteilung im
Gelenk bzw. ihrer Lokalisation in der Synovialmembran. Eine Hypothese flir
eine perpetuierte Entzlindung lage damit in der ,pathologischen™ Distribution

der Teilnehmer.
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4.6. Grundlegende Mechanismen der Gewebeinfiltration

Die Leukozyten- Extravasion ist ein Prozess bestehend aus mehreren
Schritten. Dieser Prozess beinhaltet die Interaktion mit adhdsions- und
chemotaktischen Molekiilen. Er gliedert sich in zufdlligen Kontakt,
sequenzielles Rolling, Adhasion und Diapedese.

Bei fokalen Entziindungsreaktionen beginnen sich die am GefaBendothel
entlang rollenden Leukozyten abzuflachen, auszubreiten und fest an dem
Endothel zu haften. In der weiteren Folge wandern die adhdrenten
Leukozyten zwischen den Endothelzellen hindurch aus dem Gefa
(Diapedese) und weiter chemotaktisch zum Ort der Entziindung.

Eingeleitet wird dieser Prozess durch die Freisetzung von Mediatoren (z.B.
Sauerstoffradikale, TNF-a, IL-1) mit Aktivierung des Endothels im Bereich des
entziindeten Gewebes. Die primdre Aktivierung des Endothels besteht aus
der Expression von P-Selektinen und E-Selektinen. Bei Selektinen handelt es
sich um Glykoproteine mit einer gemeinsamen Lektin-Démane, welches
Kohlenhydratketten der Glykolkalix erkennen. P-Selektine und E-Selektine
binden locker an Sialyl-Lewis*, ein Molekil, das konstitutiv an Leukozyten
exprimiert wird. Dieser Prozess ermdglicht dem Leukozyt an der GefaBwand
entlang zu rollen.

In der zweiten Phase der Leukozytenrekrutierung kommt es dann unter dem
Einfluss von den im geschadigten Gewebe produzierten Zytokinen (z.B.
TNF-a, IL-1, IFN-y) zu einer De-novo Expression von Adhdsionsmolekiilen
aus der Immunglobulinfamilie ICAM-1 /-2 und VCAM-1 am Endothel. Es
kommt zusatzlich zur Aktivierung der Leukozyten, welche zur Expression von
Leukozytenintegrinen fiihrt (z.B. CD11/CD18) und die die Bindungspartner
der Endothelintegrine darstellen. Die Bindung durch Integrine ist stabiler als
die durch Selektine. Leukozyten kénnen dadurch nicht mehr vom Blutfluss
weg geschwemmt werden. Die Bindung wird in Gegenwart weiterer Zytokine
und Chemokine verstarkt.

In der dritten Phase der Leukozyten- Endothel- Interaktion erfolgt dann die
Diapedese der Leukozyten zwischen den Endothelzellen, unter Auflésung der
Basalmembran. Leukozyten migrieren positiv chemotaktisch zum Ort der
Entziindung [134].
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Die Tatsache, dass in der Synovialmembran lberwiegend Th1l-Lymphozyten
gefunden werden, lasst eine differente Rekrutierung vermuten.

Der initiale Beweis flir die unterschiedliche Rekrutierung von T-Helferzellen
gelang in der Studie von Austrup [135]. Er dokumentierte die
unterschiedliche Expression von Selektinen auf den T-Helferzellen.
Inflammatorische Thl Zellen exprimieren mehr Selektine als Th2 Zellen,
sodass Thl Zellen leichter in inflammatorisches Gewebe infiltrieren kénnen
als Th2 Zellen. Die Mdglichkeit, dass Th2 Zellen in entziindliches Gewebe
eindringen ist begrenzt. Anders ist dies bei Th2 vermittelten allergischen
Reaktionen, die charakterisiert sind durch Vasodilatation und
Plasmaexsudation. Diese Bedingungen kdnnten den weniger affinen
Selektinen der Th2 Zellen ein besseres Rolling auf dem Endothel
ermdglichen. Neben den Selektinen spielt die Chemokinrezeptor- Verteilung
eine entscheidende Rolle. CD4(+) T-Effektorzellen generieren in ,in vitro"
Studien eine Vielzahl von Chemokinrezeptoren.

Praferentiell exprimieren Thl Zellen CXCR3 und CCR5, wahrend Th2-Zellen
vor allem CCR3, CCR4 und CCR8 exprimieren. Unter Chemokinen subsumiert
man eine Gruppe von chemotaktischen Zytokinen. Sie bilden eine
Superfamilie von sekretorischen Proteinen mit einem Molekulargewicht unter
50 kDA. Das Charakteristikum von Chemokinen ist ihre Fahigkeit
chemotaktisch auf Leukozyten zu wirken. Ihre Nomenklatur leiitet sich aus
dem Arrangement von Cystein (C) in der Proteinkette ab. Folgen zwei
Cystein- Molekile in der Proteinkette aufeinander, so gehdrt dieses Zytokin
zur CC-Familie, liegt eine Aminosaure zwischen den Cystein- Molekilen,
gehort das Zytokin zur CXC- Familie. Folgt CC oder CXC ein R, so handelt es
sich um einen Chemokinrezeptor, folgt ein L handelt es sich um einen
Ligand. Chemokinrezeptoren bestehen aus einem heptohelikalen Molekdl,
welches mit einem heterotrimeren G-Protein gekoppelt ist. Viele Rezeptoren
akzeptieren mehrere Chemokine als Liganden. Die biologische Bedeutung ist
unbekannt, jedoch garantiert die Uberlappung eine schnellere Rekrutierung
von Leukozyten. Im Allgemeinen rekrutieren Chemokine der CXC Familie
Neutrophile. Chemokine der CC—Familie hingegen sind verantwortlich flr die

Anlockung von Lymphozyten und Basophile. In der Synovialmembran findet
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man eine hohe Anzahl von T-Lymphozyten mit dem Phanotyp CCR5(+) und
CXCR3(+), welche einem Thl - Zellmuster entsprechen. Diese T-
Lymphozyten missen von Chemokinliganden am Endothel aktiviert worden
sein, um ins inflammatorische Gewebe zu gelangen.

IL-10  produzierende  Trl  Lymphozyten  exprimieren  dieselben
Chemokinrezeptoren wie Thl Zellen. Sie sind CCR5 und CXCR3 positiv und
kdnnen dadurch den inflammatorischen Thl Zellen ins entziindete Gewebe
folgen. Auf Grund dieser Tatsache kdonnten Trl Zellen die physiologischen
Gegenspieler derThl Zelle sein. Trl Zellen kénnten die Inflammation, nach
Beseitigung des Antigens, einddmmen, indem sie durch die IL-10 Produktion
die inflammatorische Zytokinproduktion von Th1l einddmmen.

Uber den Chemokinbesatz von regulatorischen CD8(+) T-Zellen gibt es keine
Literaturangaben. Sie koénnten aber denselben Besatz besitzen wie
zytotoxische CD8(+) T-Zellen (CTL) und diesen in die entzlindete Membran
folgen. Regulatorische CD4(+)CD25(+) T-Zellen besitzen auf ihrer
Oberflache die Rezeptoren CCR2, CCR8 und CXCR4. CXCR4 scheint in der
Homdostase der CD4(+)CD25(+) Treg Verteilung eine besondere Rolle zu
spielen. Im Knochenmark findet man ein groBes Reservoir an
CD4(+)CD25(+)FOXP3(+) Treg. Die Einlagerung bzw. Freigabe der Treg
beruht auf einem Gleichgewicht zwischen CXCL 12 und G-CSF. Produzieren
die Stromazellen des Knochenmarks eine erh6hte Menge an CXCL12, werden
Treg aus dem peripheren Blut in die Knochenmarkspeicher eingelagert.
Kommt es im Markraum dagegen zu einer Erhéhung von G-CSF, werden die
Speicher der Treg entleert [136]. Die unterschiedlichen Messergebnisse
einiger Arbeitsgruppen Uber die Anzahl der Treg im peripheren Blut konnten
mit der Kapazitat der Knochenmarksspeicher in Verbindung stehen. Bei der
RA findet man groBe Mengen an G-CSF im peripheren Blut. Hohe Mengen
dieses Proteins kdnnten zu einer erhéhten Frequenz der Treg fiihren vice
versa.

Neben der hohen Menge an G-CSF in der Rheumatoiden Arthritis findet sich
am Endothel affektierter Gelenke die Expression von CXCL12. Treg werden
durch CXCL12 (SDF-1) aktiviert und besitzen somit die Moglichkeit in die

entziindete  Synovialmembran Uber zu treten [137]. In der
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Durchflusszytometrischen Analyse der Synovialmembran konnte bei 4
Patienten eine Frequenz von 9,25 + 4,2 % aller CD4(+) T-Zellen ermittelt
werden. Bei 1 Probanden konnte keine regulatorischen T-Zellen
nachgewiesen werden. Im Vergleich zur Flissigkeit scheinen Treg
unterreprésentiert in der Membran zu sein. Ahnlich verhalt es sich mit der
Verteilung der CD8(+)CD25(+) Treg, die bei 2 Patienten mit einer Frequenz
von 0,78 = 0,69% gefunden wurden. Am Endothel entziindeter Gelenke
kommt es also zu einem Sortierungsprozess, bei dem vor allem
proinflammatorische Zellen (z.B. Thl) in die Membran geschleust werden.
Dennoch treten auch regulatorischen Zellen, wenn auch in geringen Mengen
(Tr1, CD4(+)CD25(+), CD8(+)CD25(+)) in die Membran Uber. Die
durchflusszytometrische Frequenz von CD4(+)CD25(+) Treg ist in der
Synovialfllissigkeit hdher als in der Membran, sodass wahrscheinlich ein
zweiter Sortierungsprozess innerhalb des Synoviums stattfindet bzw. das die

genannten Zellen weiter im Synovium migrieren.
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4.7. Transmigration durch das Synovium (,,Pseudoemperipolesis™)

Im Jahr 1999 wurde erstmals ein Mechanismus beschrieben, wie es B-
Lymphozyten mdglich ist, sekundare Keimzentren im Synovium zu bilden.
Typ B Fibroblasten ermdglichen den B-Lymphozyten die Bildung von
sekundaren Keimzentren, durch Expression von SDF-1.

In histologischen Schnitten lagern sich B-Zellen durch diesen Mechanismus
neben diese Zellen. Im Vergleich zum Thymus, wo ,nurse-cells"
Lymphozyten aufnehmen (Emperipolesis), bezeichnet man diesen Vorgang
als Pseudoemperipolesis. Stromale Zellen haben “nurse-cell”™-Qualitat. Sie
produzieren proinflammatorische Zytokine, in Form von IL-6, IL-8, G-CSF und
GM-CSF. In der Co-Kultur mit B-Lymphozyten bilden diese Zellen zusatzlich
TNF-a und IL-1B [138]. B-Lymphozyten benétigen fir den Vorgang der
Transmigration die Interaktion mit CD29 und CD49 [139]. Neben B-
Lymphozyten kdnnen sich auch T-Zellen sich diesen Mechanismus zu Nutze
machen. Die Fahigkeit der ,Pseudoemperipolesis® scheint den Typ B
Synovialzellen eigen zu sein, denn auch Fibroblasten, gewonnen aus der
Osteoarthrose besitzen diese Fahigkeit [140]. Typ B Synoviozyten scheinen
SDF-1 (ber zu exprimieren. Diese Produktion findet Uberwiegend an der
Grenze zur Flissigkeit statt. Sie kdnnte Lymphozyten chemotaktisch an die
Membran locken. Es sind dies vor allem jene Lymphozyten mit dem Rezeptor
fur SDF-1, dem CXCR4. CXCR4 findet sich auf aktivierten T-Zellen und auch
auf CD4(+)CD25(+) Treg. Sind die Lymphozyten an der Membran
angekommen, greift der Pseudoemperipolesismechanismus und die
Lymphozyten begeben sich zwischen die Synoviozyten und verlassen das
Synovium in Richtung Flissigkeit. Besonders erfolgreich werden CD8(+)
Lymphozyten aus der Membran geschleust. Man geht davon aus, dass dieser
Mechanismus der Pseudoemperipolesis eine Eigenschaft der CD8(+)
Lymphozyten ist. Dieser Vorgang erklart moglicherweise die unterschiedliche
Zusammensetzung an T-Lymphozyten zwischen den beiden Kompartimenten
[141]. Hinweise auf diesen Sachverhalt ergeben sich aus der infrequenten
Messung von CD8(+) Lymphozyten und der geringen Anzahl an
CD4(+)CD25(+) im Synovium und einer groBen Menge an CD8(+) und
CD4(+)CD25(+) Treg in der Synovialflissigkeit. In der Synovialflissigkeit
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kdnnten die Lymphozyten durch eine gesteigerte Expression von CXCR4 via
TGF-B1 ,gefangen™ werden, sodass ein Rickweg in die Synovialmembran
unmdglich erscheint [142].

Es ergeben sich somit zwei Milieus, ein stark inflammatorisches und ein
regulatorisches Milieu. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine Anreicherung
von FoxP3(+)-Zellen an der Membran-Flussigkeitsgrenze. Es lage nach der
jetzigen Studienlage nahe, diesen oben genannten Mechanismus zu
postulieren. Mdglich ware auch, unter der Annahme, dass sich die
Inflammation vor allem an der Membran-Flissigkeitsgrenze abspielte, eine
gewollte Regulation in diesem Gebiet. Gegen diese Hypothese spricht aber,
bei funktionstiichtigen Treg, die perpetuierte und progrediente Entziindung.
Nach dem Konzept der ,Pseudoemperipolesis® und der Bildung von
sekundaren Keimzentren, liegt auch der Schluss nahe, dass sich auch dort
Treg befinden. Immunhistologische Farbungen dieser Arbeit bestatigen diese
Vermutung. Treg koénnten dort regulatorisch auf die B-Lymphozyten
Eingreifen und dort die Bildung von  Autoantikdrpern  und
proinflammatorischen Zytokinen verhindern [72], wenn sie nicht durch die
hohe Konzentration von IFN-y, produziert von CD8(+) T-Zellen, daran
gehindert werden [63, 143].

Der physiologische Mechanismus Pseudoemperipolesis konnte dazu dienen,
Leukozyten bei einer mikrobiellen Entziindung in den Gelenkbinnenraum zu
beférdern. Um einen ausgedehnten Schaden am Gelenkknorpel und den
Binnenstruktur zu verhindern, transportieren Typ B Synoviozyten eine groB3e
Anzahl an regulatorische Lymphozyten mit in den Binnenraum. Liegt die
Inflammation ,intramural® im Synovium, wie es bei der Rheumatoiden
Arthritis postuliert wird, ware dieser Mechanismus nutzlos konnte, im
Gegenteil sogar, wegen seiner gewollten Distribution, zu einer Akzentuierung

beitragen.
Die experimentelle Datenlage legt nahe, dass die Fehlverteilung von Zellen

einen groBen Beitrag zur Pathogenese der Rheumatoiden Arthritis beisteuert.

Dies erkennt man durch das Auflosen einer dieser Grenzbarrieren, wie
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vergleichsweise in dieser Arbeit. Antiinflammatorische Aspekte werden durch
die Epithelstrukturen der Membran zurlickgehalten bzw. aussortiert.
Ein relativer Ausfall einer zweiten Gruppe von regulatorischen T-Zellen (Tr1)

kdnnte zusatzlich zu einer fehlerhaften peripheren Toleranz beitragen.
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4.8. Therapeutische Implikation

4.8.1 Modulation der Gewebeinfiltration und Selektion von CD4(+)CD25(+)
Treq Hemmung der Bildung von GCs (arthritis remodelling therapy)

CD4(+)CD25(+) Treg sind kompetente Zellen, um Entziindungszellen zu
suppremieren und ,Kollateralschaden™ am Gewebe zu verhindern. Dennoch
scheint es, dass Treg auf Grund ihrer Eigenschaften aus dem Kompartiment
Synovialmembran aussortiert werden. Eine therapeutische Mdglichkeit ware
es, die Tregs im Kompartiment zu halten. Tregs exprimieren auf ihrer
Oberfladche den CXCR4 Rezeptor, der sie mittels ,Pseudoemperipolesis® aus
dem Synovium ausschleusst. Eine therapeutische Moglichkeit bestlinde in der
Blockierung dieses Mechanismus. Laborchemische Experimente zeigen, das
Pertussistoxin ein kompetenter Hemmstoff dieses Transduktionsweges ist.
Eine systemische Verabreichung ist auf Grund der immensen unerwiinschten
Nebenwirkungen nicht zu empfehlen. Mdglicherweise ist auch eine gezielte
Therapie mittels Pertussistoxin gekoppelten Antikérpern mdoglich. Es
bestiinde die Chance in der lokalen Applikation des Toxins in die peripheren
Gelenke. Ob diese technisch machbar ist oder den theoretischen Benefit
bringt, ist nicht bekannt.

Aus der hamatologischen Forschung ist das Pharmakon AMD3100 bekannt.
Es unterbricht ebenfalls den Transduktionsweg von SDF-1/CXCR4 im
Mausmodell und im Menschen [144]. Das Pharmakon AMD3100 wurde zur
Stammzellliberation entwickelt. Da der Signalweg SDF-1/CXCR4 eine weitere
wichtige Rolle in der Rheumatoiden Arthitis spielt, namlich der Umverteilung
der CD4(+)CD25(+) Treg und womoglich den Aufbau von sekundaren
Keimzentren, profitieren die Patienten theoretisch von zwei Effekten. Erstens
werden CD4(+)CD25(+) Treg aus ihren Speichern entleert, es stehen damit
mehr peripher zu Verfligung, und zweitens wiirde bei geeigneter
Phamakokinetik es zur Blockierung der ,Pseudoemperipolesis® kommen und
mehr Zellen kénnten in der Membran gehalten werden.

Ein weitere theoretischer Benefit ware, dass synoviale Fibroblasten unter

Mithilfe von CD8(+) T-Zellen keine ,germinal centers® bilden kénnen und
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somit die Bildung von Rheumafaktor und die Aktivierung von ortsstandigen
Zellen minimieren.

Neben der Verhinderung der Transmission dieser Zellen wird auch das
Verhaltnis der anderen Zellen verschoben werden. So wiirde man die Anzahl
CD4(+) und CD8(+) Zellen im Synovium erhdéhen. Die Erhéhung der
zytotoxischen T Zellen kénnte zu einer vermehrten Destruktion im Gewebe
fuhren. Nach den Daten dieser Arbeit besteht die Mdglichkeit, dass auch
diese Zellen die Wirkung von inflammatorischen Zytokinen unterbinden.
Dieses Pharmakon wadre eine theoretische Mdglichkeit eine Auflésung von
festen histologischen Kompatimenten zu bewerkstelligen.

Nachteilig flir den Patienten kdnnte sich eine Erhdéhung von weiteren
inflammatorischen Zellen (neutrophile Granulozyten, etc.) im peripheren Blut
auswirken. Auch die Auswirkung der Liberation von hamatogenen
Stammzellen bleibt unbekannt. Ob es einen Benefit flir den Patient mit
Rheumatoider Arthirits nach dieser theoretischen Uberlegung geben wird

bleibt Gegenstand der Forschung.
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4.8.2. Steigerung der CD4(+)CD25(+) Treqg Frequenz und Treg

Aktivierung
Zou et al. konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass das Knochenmark ein

Reservoir von Tregs darstellt [136]. Ahnlich wie die Umverteilung in dem
Synovium und in der Flissigkeit wird die Rate der gespeicherten versus den
abwanderten Tregs durch das Verhaltnis SDF-1 zu G-CSF bestimmt. Doch
wie funktioniert dieser Mechanismus beim Rheumatiker, der immer hohe
Blutkonzentrationen von G-CSF hat? Vela-Ojeda et al. konnten zeigen, dass
CD4(+)CD25(+) Treg durch eine intermittierende Gabe von rekombinaten
humanen G-CSF mobilisiert werden [145]. Nach diesem Befund, der bei
gesunden Probanden erhoben wurde, misste in der Rheumatoiden Arthritis
es, durch die kontinuierliche Anwesenheit von G-CSF, zu einer vollstandigen
Entleerung der Speicher kommen und zu einer Erhéhung im peripheren Blut.
Da dies, wie einige Studien zeigen konnten nicht der Fall ist, kdnnte man fur
diesen Mechanismus ein ,Escape"- Phanomen postulieren. Hohe Dosen von
G-CSF flihren damit nicht mehr zu einer Mobilisation von CD4(+)CD25(+)
Treg.
Ehrenstein et al konnten zeigen, dass Treg in ihre Funktion suppremiert sind.
Sie haben beim Rheumatiker die Fahigkeit, die Zytokinproduktion zu
suppremieren, verloren. Nur die Blockierung des TNF-a mittels TNF-a
Inhibitoren, konnten diesen Zustand Uberwinden. Interessant ist die
Tatsache, dass nur TNF-a Inhibitoren mit Oberflachenaktivitdt diesen
Zustand wiederherstellen. Es existieren auch anders lautenden Studien, die
diesen Zusammenhang nicht sehen. In dieser Arbeit konnte auch gezeigt
werden, dass diese Zellen bei allen Probanden aktiv waren, auch ohne TNF-a
Inhibitor Therapie. Dennoch besteht also die Méglichkeit einer hemmenden
Wirkung von inflammatorische Zytokine auf Tregs. Experimentelle Studien
zeigen einen Zusammenhang zwischen IL-6 aus APCs und der
regulatorischen Kapazitat von CD4(+)CD25(+) Treg. Es scheint, dass in
Inflammatorischen Gewebe mdglich ist die CD4(+)CD25(+) Treg Funktion zu
minimieren, bzw. partielle zu inhibieren. Nach der jetzigen Literatur spielen
verschieden Zytokine, meist aus APC, eine grundlegende Rolle in der
partiellen Inhibition von CD4(+)CD25(+) Treg. Treg kdnnten zundchst
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physiologisch in ihrere Fahigkeit inhibiert werden, um zundchst eine
Eliminierung eines Antigens (mikrobiell etc.) mittels einer Inflammation nicht
zu stéren. Nach vollstandiger Elimination kdnnten sie die Inflammation zum
Abklingen bringen, um den Gewebeschaden zu minimieren.

Eine Moglichkeit der Therapie flr eine perpetuierte Inflammation mit starker
Suppression der Treg, lage in der Minimierung Zytokine, welche die Fahigkeit
besitzen Treg Inhibierung besitzen. Nach der jetzigen Datengrundlage
entsprache dieser Therapie eine Kombination aus anti-TNF-a und anti-IL-6.
Im Mausmodell zeigt sich auch eine Kontrolle der regulatorischen Funktion
von CD4(+)CD25(+) Treg durch IFN-y. Die Autoren postulieren eine
gegenseitige Beeinflussung von IFN-y und der CD4(+)CD25(+) Treg
Funktion. Hohe Konzentration von IFN-y fiihren zu einer Verminderung der
CD4(+)CD25(+) Treg Funktion vice versa [146]. Diese Arbeit konnte zeigen,
dass die Synovialmembran eine basale Produktion von IFN-y besitzt und das
Treg in die Membran vorhanden sind. IFN-y kdnnte somit auch zu einer
Verminderung der CD4(+)CD25(+) Treg Funktion beitragen.

Eine Therapie mit anti-IFN-y Antikdrpern konnte eine Steigerung der
CD4(+)CD25(+) Treg Funktion bewirken und zu einem klinischen Benefit
fuhren. Chatenoud et al. berichten, dass eine Aktivierung von murine
CD4(+)CD25(+) Treg zu einer Erhéhung der regulatorischen Kapazitat flihrt.
Eine Behandlung mit OKT3 filhrt zu einer Erhéhung der TGF-B
produzierenden CD4(+)CD25(+) Treg im regionaren Lymphknoten bei einem
Diabetes mellitus Mausmodell [147]. In dieser Arbeit konnte keine Erh6hung
der regulatorischen Kapazitat gefunden werden, da es durch die Behandlung
mit OKT3/anti-CD28 ebenfalls zu einer Aktivierung von Effektor CD4(+) T-
Zellen, welche diesen Effekt im ,Setting" lberspielen kénnten.

Hormone, wie Ostrogene und a-MSH kénnen zu einer Expandierung der
CD4(+)CD25(+) Foxp3(+) Treg flihren. Jedoch ist noch sehr wenig liber den
endogenen Mechanismus diesbezlglich bekannt. Demnach kann das
vasoaktive Peptid (VIP), welches immunsuppressive Eigenschaften besitzt,
auch funktionelle Treg induzieren. Die Gabe von VIP und einem spezifischen
Antigen flihrt zur einer Expansion der CD4(+)CD25(+)FoxP-

3(+)neuropilinl(+) Treg. Diese kénnen unahdngig vom Zellkontakt die T-
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Zellproliferation hemmen. Auch sind diese Zellen effizienter im Vergleich zu
anderen induzierten Zellen [148].

Copolymer-1 ist ein Peptid, welches immun regulatorische Eigenschaften
besitzt. Es wird vor allem in der Therapie der Multiplen Sklerose verwendet.
Dieses Peptid ist in de Lage CD4(+)CD25(-) in CD4(+)CD25(+) Treg zu
Uberflihren. Es bedient sich der Aktivierung des FoxP3 Transkriptionsfaktor,
um diesen Schritt zu vollziehen. Solche induzierten FoxP3(+) Zellen haben
eine hohe Expression des Transskriptionsfaktors. An dieser Induktion kénnte
IFN-y beteiligt sein [149].

CD200 ist ein transmembrandses Protein, welches nach Erweiterung seines
Rezeptors (CD200R) immunregulatorische Mechansimen vermittelt. Eine
Behandlung von Knochenmarkzellen mit anti-CD200R2/3, IL-4 und G-CSF
fuhrt zu einer Differenzierung zu dendritschen Zellen, die in der Lage sind,
CD4(+)CD25(+) Treg zu induzieren. Anti-CD200R2 augementiert die
Expression von Treg von anti-CD3/CD28 aktivierten T-Zellen [150]
FoxP3-retroviral transfizierte CD4(+)CD25(-) T-Zellen exprimieren eine
Vielzahl von Zelloberflachenmarkern und intrazellulare Molekiile, die mit der
Aktivitat von Treg assoziiert sind. Dieser Treg Phanotyp war stabil in ,in
vitro® Kulturen. ,In vitro® waren diese Zellen funktionell anergetisch und
suppressiv. Bei ,in vivo" Versuchen konnten diese Zellen die AbstoBung von
allogenen  Transplantaten verhindern [151]. Die laborchemische
Beeinflussung und Induktion von CD4(+)CD25(+)Treg ist sehr vielfaltig. Das
suppressive Potential dieser Zellen scheint ,in vitro" immens zu sein. Wie
eine Beeinflussung der Zellen in der Klinik umgesetzt werden kann und ob
damit ein Benefit fir an Rheumatoider Arthritis erkrankte Menschen erreicht

wird, ist Gegenstand der klinischen Forschung.
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4.8.3. DMARDs
DMARD s sind essentieller Bestandteil der Therapie der RA. Der

immunologische Effekt der einzelne DMARD ist heterogen.

Das am haufigsten verwendete DMARD ist das Methotrexat (MTX). In
experimentellen Studien konnte flr MTX eine Proliferationshemmung auf
Lymphozyten, sowie eine Verminderung der Immunglobulinproduktion
nachgewiesen werden. Histologische Untersuchungen zeigten eine Divergenz
in der Morphologie der Synovialmembran zu Patienten, die an Stelle von MTX
soltitar mit NSAIDs behandelt wurden. Unter MTX Therapie findet sich eine
Reduktion der CD3(+)-, der CD4(+) — und der HLA- DR(+) — Zellen. Im Blut
findet sich unter MTX-Therapie ein Anstieg der IL-10 produzierenden Zellen
[152]. Es filhrt ferner zu einer Verminderung der Anzahl von infiltrierenden
Zellen in die Synovialmembran [153].

Eine neue Medikamtengruppe der DMARD sind Proteine gegen TNF-q,
welche unter den Begriff der ,biologicals" subsumiert werden. Es handelt sich
hierbei einerseits um soluble Rezeptoren sowie Antikdrper anderseits. Mit
Hilfe der anti-TNF—a Therapie konnte eine héhere Remissionsrate erreicht
werden [154]. Durch die Blockierung des TNF-a Signalwegs konnte es
theoretisch zu einer Erhéhung der anti-inflammatorischen Zytokinen, wie z.B.
IL-10 kommen. In dieser Arbeit konnte eine Erh6hung des Mittelwertes der
Interleukin- 10 Frequenz gezeigt werden, im Gegensatz zu eine
konventionellen DMARD Therapien.

Finnische Studien zeigten, dass MTX das haufigste DMARD in der Therapie
der Rheumatoiden Arthritis ist. Eine Kombination bestand meist mit
Sulfasalazin und/oder Hydroxychloroquin. Leflunumid oder Azathrioprin
kombiniert mit Kortikoidsteroide erhalten die meisten Patienten anstelle von
MTX. Das Ergebnis der finnischen Studie zeigt, dass diese Kobinationen den
gleichen klinischen Effekt besitzen, wie Infliximab und MTX. Es scheint, dass
die Kombinaton von DMARDs zu einer effektiveren Therapie fihrt und besser
ist als MTX oder Infliximab allein [155]. Eine Metanalyse von Choy et al.
zeigte, dass eine kombinierte DMARD Therapie effizienter ist als eine
Monotherapie, obwohl das Toxizitatsrisiko leicht erhdht ist [156]. In dieser

Arbeit wurde die kumulative IFN-y und Interleukin- 10 Frequenz mit der
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aktuellen Therapie der Patienten verglichen. Patienten mit einer
intensivierten DMARD Therapie zeigten in den ELISPOT-Assays eine geringe
Frequenz beider Zytokine. Eine Therapie mit mehreren DMARDs scheint die
Funktion der Produzenten, welche fast ausschlieBlich Lymphozyten sind,
stark zu beeintrachtigen. Theoretisch wirde dies bedeutet, dass man mit
einer solchen Therapie eine gewinschte Reduktion der pro-
inflammatorischen Zytokine erreichen kann, jedoch auf Kosten einer
reduzierten anti- inflammatorischen Zytokinkonzentration. Im Gegensatz
dazu wirden ant-TNF-a Inhibitoren dies erfiillen. Durch die Wegnahme des
TNF-a kommt koénnte es zu einer ausschlieBlichen Erhéhung der anti-

inflammatorischen IL-10 kommen.
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4.9. Klinische Aktivitat und Zytokinproduktion innerhalb des Synoviums

Die Auswertung der klinischen Daten zeigt eine tendenzielle Abnahme der
IFN-y Frequenz und signifikante Zunahme des Interleukin- 10 mit steigender
Erkrankungsdauer. Bezogen auf CD4(+)CD25(+) Treg ist die Studienlage ist
zu diesem Thema widersprichlich. Tsaknaridis et al. konnten eine
funktionelle Minderung der CD4(+)CD25(+) Treg mit dem Alter nachweisen
[157]. Die Frequenz der peripheren CD4(+)CD25(+) Treg nimmt mit dem
Alter nicht ab, sondern steigt sogar an [158]. Aus den Daten kénnten sich
folgende Thesen ableiten lassen. Entweder findet eine Minderung der Thl
Frequenz/Antwort statt oder eine Wiedergewinnung einer peripheren
Toleranz. Eine Wiedergewinnung der peripheren Toleranz ware durch eine
Erhdhung der CD4(+)CD25(+) Treg Aktivitdt denkbar. Wie oben erwahnt,
kdnnte die Hemmung der CD4(+)CD25(+) Treg Aktivitat durch IFN-y
wegfallen und eine denkbare Erhéhung der Trl- like Zellen stattfinden,
welche wiederum flir die Erhéhung der Interleukin- 10 Frequenz
verantwortlich ware. Ebenso ist natlrlich auch eine Minderung der Thil
Antwort an sich denkbar.

Welcher der Mechanismen den groBten Beitrag zur Minderung der IFN-y
Frequenz beitragt ist unbekannt.

Neben dem Aspekt der Dauer der Erkrankung spielt auch das Geschlecht eine
wichtige Rolle. Epidemiologisch sind Frauen haufiger betroffen als Manner.
Nach einer Studie von Tengstrand et al. sind Frauen starker betroffen,
stratifiziert nach DAS28(3V), als Manner. Ihr Erkrankungszeitpunkt ist friiher.
Im zweijdhrigen Verlauf hatten Frauen hohere Erkrankungsaktivitdt als
Manner [159]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass kein
geschlechtlicher Unterschied in der IFN-y Frequenz der
Synovialmembranzellkulturen zu finden ist. Die unterschiedliche Klinik lieBe
sich womdglich durch ein unterschiedliches Ansprechen der Zellen auf IFN-y
erklaren. Die differente Zusammensetzung der Sexualhormone kénnte im
Zusammenhang stehen. Ostrogene wirken auf das Immunsystem in
verschiedener Weise. Es bewirkt als Immunmodulator eine Verschiebung der
Immunantwort von einer Thl polarisierten zu einer Th2 [160, 161].
Gleichzeitig fordert es die Proliferation der CD8(+)-Zellen [162], in welchen
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das Ostrogen eine hoher Affinitit besitzt [163]. Die unterschiedliche Antwort
wird auch durch eine differente Auspragung der beiden Ostrogenrezeptoren
bewirkt. So finden sich in sekunddaren Lymphgeweben eine hdhere
Auspragung des Ostrogenrezeptors beta [164]. Ferner beeinflusst Ostrogen
Makrophagen und B-Zellen.

Neben der Beeinflussung von den oben genannten Effektorzellen flihren
Ostrogene auch zur Expansion von CD4(+)CD25(+) Treg. Uberaschend ist
jedoch das dieser immunmodulatorischer Effekt in den funktionellen Tests,
durch eine Suppression des IFN-y nicht zum tragen kommt. Nach der oben
aus gefihrten These konnte die gleichzeitig Induktion und Proliferation
kopetenter IFN-y Produzenten diesen Vorteil wettmachen, da ihr Produkt zu
einer Hemmung der CD4(+)CD25(+) Treg Funktion flihrt.

Testosteron und  Androgene  hingegen kdnnte  durch  ihren

immunsuppressiven Charakter diesen Nachteil partiell ausgleichen [165].

Zur Stratifizierung der Krankheitsaktivitat werden der DAS28 Score und
Akute- Phase Proteine verwendet. Eines der haufigsten verwendeten
Entziindungsmarker ist das CRP. CRP besteht aus fiinf identischen
Untereinheiten in Form eines flunfgliedrigen Rings. Es wird in den
Hepatocyten, induziert durch pro-inflammatorische Zytokine (IL-1, IL-6),
gebildet [166]. Eine Korrelation zwischen den im Synovium gebildeten
Zytokine Interleukin- 10, IFN-y und CRP zeigt flir die Rheumatoide Arthirits
und die Osteoarthrose einen unterschiedlichen Zusammenhang.

In der Osteoarthrose findet man eine positive Korrelation zwischen den
beiden Parametern CRP und IFN-y. Einen Zusammenhang mit Interleukin- 10
besteht nicht. Vice versa verhalt es sich bei der Rheumatoiden Arthritis. Mit
Hilfe dieses Zusammenhangs koénnte man durch die routinemaBig
bestimmten Parameter das Zytokinmilieu innerhalb der Synovialmembran
bestimmen. In der Literatur findet sich widerspriichliche Korellationen
zwischen CRP und zirkulierenden Interleukin- 10 in der Rheumatoiden
Arthritis [167, 168].

Uberraschend ist dennoch eine positive Korrelation zwischen dem

intrasynovialen IL-10 und den proinflammatorisch getriggerten CRP.
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Innerhalb des Synovialmembrans scheint eine Erhéhung der pro-
inflammatorischen Aktivitat Hand in Hand mit einer Erhdéhung der anti-
inflammatorischen zu gehen. GemdB dem Postulat des negativen
Regelkreises misste eine weitere Progression dadurch verhindert werden.

Da die Messung des zirkulierende Interleukin- 10 klinisch nicht méglich ist
und zu widersprichlichen Aussagen flhrt, kdnnte bei geeigneter Evaluierung
dieses Befundes eine Mdglichkeit bestehen, IL-10 im Synovium zu messen.
Ein ahnlicher Befund findet sich bei einer Korellation zwischen IL-10 und den
DAS28. Ein hoher DAS28 Score zeigt auch hier eine hohe Frequenz innerhalb
der Synovialzellmembrankultur an. Im Gegensatz dazu findet sich eine
Erniedrigung des IFN-y. Im Zug eines negativen Feedbacks — Mechanismus
musste eine hohe Interleukin- 10 Produktion das IFN-y senken. Kawashima
et al. konnten auf mRNA-Ebene zeigen, dass Patienten mit hoher
Krankheitsaktivitat eine niedrige IFN-y und T-bet Expression im peripheren
Blut aufweisen [169]. Durchflusszytometrische Messungen dieser Arbeit
zeigen eine Erhohung der CD3(+) Fraktion beim Anstieg der klinischen
Aktivitdt, ohne gleichzeitigen Anstieg der Treg. Theoretisch kdnnte die
infiltrierte CD3(+) Fraktion fiir den Anstieg des IL-10 verantwortlich sein. Die
intrasynoviale IL-10 Konzentration ware in diesem Fall ein Marker flr die

Aktivitat innerhalb des Synoviums und der Progression der Erkrankung [170].

Immunhistologische Farbungen dieser Arbeit haben eine dezente
Anreicherung von CD4(+)CD25(+) Treg in den GCs zeigen kdnnen. Es ist
jedoch bekannt, das IFN-y die regulatorische Fahigkeit von Treg partiell
herunterreguliert [143]. CD4(+)CD25(+) Treg sind dadurch nicht in der Lage
die Aktivierung von T-Zellen und B-Zellen zu verhindern. Eine Verminderung
von IFN-y in den Follikeln kénnte theoretisch zu einer Erhéhung der
regulatorischen Kapazitat in diesen Strukturen beitragen. Mdglicherweise
spielt dieser Sachverhalt auch eine Rolle in der Prasenz des Rheumafaktors
bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis. Ein Ergebnis dieser Arbeit ist der
signifikante Unterschied in der IFN-y Frequenz abhdngig vom Rheumafaktor.
Das Patientenkollektiv mit positivem Rheumafaktor hatte eine héhere IFN-y

Frequenz als das Kollektiv mit negativem Rheumafaktor. Der Rheumafaktor
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wird vor allem in den Lymphfollikeln in der Synovialmembran gebildet. Nach
der jetzigen Uberlegung wiirde hier eine fehlende Regulation durch
CD4(+)CD25(+) Treg zu Grunde liegen, die durch eine hohe Produktion von
IFN-y seitens der CD8(+) T-Zellen bedingt sein konnte. Dies kdnnte ein
weitere Mosaikstein sein, das zu dem Bild beitragt, warum Rheumafaktor
positive Patienten eine Kklinisch progredienteren Verlauf haben als
Rheumafaktor negative Patienten. Auch im Hinblick auf die juveline
Rheumatoide Arthritis (JCA) kdnnte dies eine Rolle spielen, da bei dieser
Erkrankung in den meisten Fallen kein Rheumafaktor vorhanden ist. Vielleicht
liegt in dieser Tatsache eine Moglichkeit, warum die JCA in einer GroBzahl
der Falle zur Remission fiihrt. Umgekehrt ware eine Akzentuierung der
Inflammation, mit daraus folgender IFN-y Produktion durch die Anwesenheit

des Rheumafaktors denkbar.
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5. Zusammenfassung

T-Lymphozyten spielen eine entscheidende Rolle in der Pathophysiologie der
Rheumatoiden Arthritis. Sie fordern einerseits die perpetuierende
Entziindung innerhalb der Membran und besitzen andererseits die Fahigkeit
auf die Inflammationen regulativ bzw. suppressiv zu wirken.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob entziindungsférdernde
T-Zellprodukte und regulatorische T-Zellpopulationen innerhalb der
Synovialmembran nachweisbar sind, und wie unstimulierte periphere T-
Zellen auf Synovialmembranzellen ,in vitro™ reagieren.

Innerhalb der Synovialmembran konnte eine Population von CD4(+)CD25(+)
regulatorischen T-Zellen (Tregs) durchflusszytometrisch nachgewiesen
werden. Immunhistochemische Analysen des Gewebes konnten eine
Akkumulation dieser Zellen innerhalb von Sekundarfollikeln des
Synovialmembrans nachweisen.

Die ELISPOT-Analyse ausgewahlter Zytokine resultierte in der Detektion
immunsuppressiver  (IL-10) und immunstimulatorischer  Zytokine in
Synovialmembranzellkultur. Hier konnte erstmalig eine autologe IFN-y
Produktion auf Proteinebene nachgewiesen werden. Klinische Betrachtungen
der IFN-y Produktion zeigten eine starke Assoziation mit dem Rheumafaktor.
Zusatzlich findet sich eine tendenzielle Abnahme der immunstimulatorischen
Kapazitat mit der Dauer der Erkrankung.

Eine Betrachtung der intrasynovialen IL-10  Produktion unter
Berlicksichtigung des klinischen Entziindungsparameter CRP, zeigt einen
starken Zusammenhang zwischen den beiden Parametern.

ELISPOT Analysen einer Co-Kultur zwischen autologen CD4(+) und CD8(+)
PBMCs und Synovialmembranzellen ergaben eine Abnahme der autologen
IFN-y Produktion ohne Zunahme der Interleukin- 10 Produktion. Eine
Aktivierung der Zellkultur Ilasst diesen Effekt verschwinden. Durch
Aufreinigung der PBMCs konnte der starkste suppressive Effekt innerhalb der
CD4(+)CD25(+) T-Zellfraktion nachgewiesen werden, welcher marginal

durch Aktivierung der Zellkultur unterbrochen werden konnte.
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Regulatorische Effekte konnten auch innerhalb der CD8(+) T-Zellfraktion
dokumentiert werden, welche sich aber durch spezifische anti-CD3 Ab und
anti-CD28 Ab Aktivierung verliert.

Die Beeinflussung der suppressiven Eigenschaften von T-Zellen bzw. ihrer
spezialisierten T-Zellpopulationen kénnte in Zukunft zu einer besseren

Therapie der Rheumatoiden Arthritis flihren.
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Abstract

Objective: Rheumatoid arthritis is characterized by infiltration and
accumulation of T lymphocytes in inflamed synovial membranes. Cytokine
production is a surrogate marker of activated T cells, especially Interferon-
gamma (IFN-y) for effector T cells and Interleukin — 10 (IL-10) for cells with
regulatory capacity. Here we primarily aimed to detect IFN-y and IL- 10
secretion in synovial membrane cell cultures and their modulation by co-
culture autologous peripheral blood lymphocytes with a special regard to
CD4(+)CD25(+)FOXP3(+) regulatory T cells (Treg). Secondary we aim

detection and distribution of Treg within synovial tissue.

Methods: Synovial membrane materials from 19 RA and 5 OA patients
undergoing joint surgery were collected and on the one hand kept for
immunhistochemistry and on the other dissected and digested by
collagenase for functional examination. The following day, obtained tissue
cells were characterized by flow cytometrie and incubated in anti- IFN-y and
anti- IL-10 coated 96 well ELISPOT plates for 36 h under basal conditions or
by adding autologous peripheral CD4(+) -, CD8(+) - T cell subsets or Tregs.

Results: Synovial tissue cell culture (STC) consists of a mixture of infiltrated
and local cells. CD4(+)CD25(+) Treg are detectable (7.42% % 6.71) within
this mixture. Immunhistochemistry studies show FOXP3(+)Treg accumulation
within germinal centers of synovial membrane and sparely distribution in
sublining tissue.
Functional analysis of RA synovial tissue cells shows IFN-y production under
basal conditions (64.59 + 72.50; CI: 20.8 — 108.4) also RA — STC produces
IL -10 (217.75 £ 210.0, CI: - 43.13 - 478.63). Intrasynovial cytokine
production correlates with clinical parameters, especially CRP and IL -10.
Addition of CD4(+) peripheral blood cells reduces IFN- y production (38.79 +
65.51, CI: - 2.83 — 80.41, p < 0.01) without increasing IL-10 production
(206.10 £ 215.21, CI: - 61.12 — 473.32). Furthermore added CD8(+) PB
reduces IFN-y (40.73 *+ 56.51 CI: 6.65- 74.88, p <0.05) and IL-10
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production (86.33 *+ 59.08, CI: - 60.43 — 233.09). In contrast, anti-
CD3/anti- CD28 activated CD4(+) respectively CD8(+) STC co-cultures lose
their cytokine suppressive ability.

More important, CD4(+)CD25(+) Treg strongly suppresses IFN-y production
in STC co-culture (3.5 + 4.33, CI: -7.25 — 14.24, p < 0.05) without
increasing IL-10. However, activation of this co-culture with anti-CD3/anti-
CD28 doesn’t seem to influence their suppressive capacity. CD8(+)CD25(+)
T cells shows also a strongly suppression of cytokine productions in STC co-

cultures.

Conclusion: IFN-y is produced in synovial membrane and could cause a
positive feedback mechanism which could lead in a perpetuating
inflammation. Regulatory T cells are detectable within synovial membrane.
Tregs isolated from blood are very potent inhibitors of IFN- y produced by
synovial membrane cells in vitro. Other T lymphocytes subsets like CD8(+)

show also regulatory ability in vitro.
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7. Anhang

7.1. Abklirzungsverzeichnis

°C

Mg,HL
Abbildung
Ab

Aqua dest.
BSA

ca.

CcD
C02
DC
DMARD
FACS
FCS
GITR

h

HLA
IFN

Ig

IL

Iono

kd

Lsg.

M

mg, mL
MHC
min
mM
MTX
NaCl
NSAID
OKT3
PBMC
PMA
rpm

RT
Tab.
TGF beta
Th

ThO
Thl
Th2
Th3
Trl
Treg

Grad Celsius
Mikrgramm, Mikroliter
Abbildung

Antikorper

Aqua destillata

Bovines Serum Albumin
circa

cluster of differentation
Kohlendioxid
Dendritische Zelle
Disease modifying antirheumatic drug

"flourescence activated cell sorter", Durchflusszytometer

Fetales Kalberserum

Glucocorticoid-induced TNF receptor family-related gene product

Stunde

Human leukocyte antigen
Interferon

Immunoglobulin

Interleukin

Ionomycin

Kilodalton

Losung

Mol

Milligramm, Milliliter

major histocompatibility complex
Minute

Millimol

Metothrexat

Natriumchlorid

Nonsteroidal anti inflammatory drug
Anti-T3 antibody

peripheral blood mononuclear cells
Phorbol-12-mystristat-13-acetat
rotation per minute
Raumtemperatur

Tabelle

Transforming growth factor beta
T- Helfer Zelle

naive T Helfer Zelle

T- Helfer Zelle Typ 1

T- Helfer Zelle Typ 2

T- Helfer Zelle Typ 3

TNF- receptor like 1 cell
CD4(+)CD25(+) regulatorische T -Zelle
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