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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Der systemische Lupus erythematodes (SLE) ist eine schubweise verlaufende,
chronisch entzlindliche Autoimmunkrankheit, die zahlreiche Organsysteme befallt und
die durch den Nachweis von Autoantikérpern, insbesondere gegen nukleare Antigene
charakterisiert ist. Die  Produktion von  Zytokinen, insbesondere des
proinflammatorischen Interleukins (IL)-17 scheint eine pathogene Rolle im Fortschreiten
der Erkrankung zu spielen und wird von einer spezifischen Untergruppe von
T-Helferzellen produziert (Th17-Zellen). Die Differenzierung zu Th17-Zellen wird

vermutlich durch das anti-inflammatorisch wirksame IL-27 beeinflusst.

Ziel dieser Studie ist die Relevanz der Zytokine IL-17, IL-27 und der Th17-Zellen bei
SLE-Patienten im Vergleich zu gesunden Spendern (healthy donors, HD) und anderen
Autoimmunerkrankungen (other autoimmune diseases, OAD) zu untersuchen. Daflr
wurden T-Zellen aus dem Blut von 21 SLE-Patienten, 21 HD und 12 Patienten mit OAD
isoliert und mit viralen und bakteriellen Antigenen stimuliert. Die Frequenzen der
Interferon y produzierenden Th1-Zellen und der Th17-Zellen nach Stimulation wurden
mit Hilfe der Durchflusszytometrie ermittelt. Die Serumkonzentrationen von IL-17 und
IL-27 wurden mittels Enzyme linked immuno assay (ELISA) bei 131 SLE-Patienten, 42
HD und 37 Patienten mit OAD ermittelt. Die IL-17-Serumkonzentrationen der
SLE-Patienten waren im Vergleich zu gesunden Probanden in dieser Kohorte nicht
erhoht, sie korrelierten nicht mit den Frequenzen der im peripheren Blut zirkulierenden
Th17-Zellen oder der Krankheitsaktivitdt. Es konnten keine Zusammenhange mit
anderen Kklinischen oder paraklinischen Daten festgestellt werden. Die
Subgruppenanalyse der IL-17-Serumanalyse ergab einen signifikanten Unterschied
zwischen den IL-17-Serumkonzentrationen der weiblichen SLE-Patienten und den
gesunden Spenderinnen. Die IL-27-Serumanalyse ergab, dass gesunde Probanden die
hochsten Serumkonzentrationen aufwiesen und die Serumkonzentrationen der
SLE-Patienten signifikant niedriger waren. Die durchflusszytometrische Untersuchung
des Vollbluts ergab, dass die Frequenzen der IL-17 produzierenden Zellen der

SLE-Patienten, nach Stimulation mit Staphylococcus enterotoxin B (SEB) sich nicht
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unterschieden von den IL-17-Frequenzen der HD. Die Patienten mit OAD erreichten im
Vergleich die héchsten Frequenzen der IL-17 produzierenden Zellen, die sich signifikant
von denen der HD unterschieden. Die Frequenzen der IFNy produzierenden Zellen der
HD waren signifikant hoher als die der SLE-Patienten. Ebenso ergab die Ratio, gebildet
aus den Frequenzen der IL-17 und der IFNy produzierenden Zellen, einen signifikanten

Unterschied zwischen gesunden Spendern und SLE-Patienten.

Die Frequenzen der Th17-Zellen und IL-17-Serumkozentrationen waren bei
SLE-Patienten und HD vergleichbar, die Frequenzen von Th1-Zellen und die IL-27-
Serumkonzentrationen waren jedoch bei SLE-Patienten signifikant niedriger im

Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.

Diese Untersuchung zeigt, dass bei der untersuchten Kohorte von SLE-Patienten ein
Ungleichgewicht der Th1/ Th17-Zellen im peripheren Blut vorliegt. Trotz niedriger IL-27-
Serumkonzentrationen wies nur eine Untergruppe der untersuchten Patienten erhdhte

IL-17-Serumkonzentrationen auf.

Schlagworter: Interleukin-17 (IL-17), IL-27, Th17-Zellen, Th1/Th17 Ungleichgewicht
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Abstract

Systemic Lupus Erythematodes (SLE) is an autoimmune disease characterized by the
production of autoantibodies and immune complexes deposition. However there is
growing evidence that cytokines production as Interleukin 17 (IL-17), a pro-inflammatory
cytokine, has a pathogenic role in this disease. Data suggests that a specific IL-17
producing T-cell type (Th17 cells) might play an important role; their differentiation might
be controlled by IL-27, an anti-inflammatory cytokine. The aim of the study is to analyze
the relevance of IL-17, IL-27 and Th17 cells in SLE patients compared to healthy
donors (HD) and the specifity to SLE patients by comparing with other autoimmune
diseases (OAD).

Therefore, the frequencies of Th1 and Th17 of 21 SLE patients, 21 HD and 12 patients
with OAD were analyzed by flow cytometry after stimulation with viral and bacterial
antigenes. The concentration of IL-17 and IL-27 were measured by enzyme linked
immuno assay (ELISA) in the serum of 131 SLE patients, 42 HD and 37 OAD.

IL-17 concentrations in sera of SLE patients were not increased compared to HD nor
did they correlate to frequencies of IL-17 in the peripheral blood or disease activity.
Analysis of only female SLE patients revealed significant differences in I1I-17
concentartions of the sere compared to female healthy donors. 1I-27 concentrations in

sera of SLE patients were significantly lower than in sera of HD.

Our results showed that the frequencies of Th17 cells after stimulation between SLE
patients and HD were similar; but the frequencies of Th1 were significally lower in SLE
patients compared to HD. The concentration of IL-17 in the sera of SLE patients was
comparable with those from HD; while IL-27 was significantly lower in SLE patients
compared to HD. Interestingly neither of the concentration of IL-17 nor IL-27 in the
serum correlated with disease activity or any clinical data analyzed. This study showed
that raher than a disturbance in Th17 cells in SLE, there is a disbalance between Th1
and Th17 cells which is consistent with a low IL-27 concentration in serum of the

patients.

Keywords: Interleukin-17 (IL-17), Th17-cells,IL-27, Th1-cells, Th1/Th17-disbalance



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Immunsystem allgemein

Das Immunsystem des Menschen dient der Abwehr von Pathogenen und toxischen,
korpereigenen Zellen, es teilt sich auf in unspezifisches und spezifisches Immunsystem.
Die entwicklungsgeschichtlich altere, unspezifische (angeborene) Immunitat, ist von
Geburt an einsatzbereit und Ubernimmt die Sofortreaktion des Immunsystems als
Antwort auf das Eindringen von pathogenen Erregern. Den zellularen Anteil des
unspezifischen Immunsystems bilden Granulozyten, Monozyten, Makrophagen,
Dendritische Zellen (dendritic cells, DC) und Natlrliche Killer (NK)-Zellen [1]. Mittels
Phagozytose eliminieren die Granulozyten und Makrophagen Pathogene, die sie Uber
spezielle Rezeptoren (Toll-like receptor) und die Mannoserezeptoren (Bakterien)
erkennen. Naturliche Killer-Zellen kénnen virusinfizierte oder veranderte, kdrpereigene
Zellen durch Sekretion von Perforinen und Granzymen abtbten [1]. Den humoralen,
also I6slichen Anteil, bilden Effektormolekile wie Lysozym, Komplement,

Akutphasenproteine und Interferone [2].

Das spezifische Immunsystem ist in der Lage spezifische Strukturen der Erreger zu
erkennen und gezielt zellulare und molekulare Abwehrmechanismen zu bilden [3]. Ob
die Abwehr primar zellular oder humoral reagieren soll, wird durch das spezifische
Zytokinmilieu am Entzindungsort bestimmt. Den zellularen Anteil bilden hierbei die
Lymphozyten, dazu zahlen die B-Lymphozyten, die flr die Bildung von Antikorpern
verantwortlich sind und T-Lymphozyten, die die zellvermittelte Immunabwehr steuern.
Im Unterschied zur unspezifischen Immunabwehr kénnen die B- und T-Zellen
hochspezifisch auf ihr jeweiliges Antigen reagieren und klonal expandieren. Antikorper
binden spezifisch an Antigene und kénnen sie dadurch unschadlich machen, die
Antikorper-sezernierenden Zellen, heillen Plasmazellen, sie entwickeln sich aus
Antigen-stimulierten B-Lymphozyten [1]. Antikérper, die Iosliche Form des B-
Zellrezeptors (B-cell-receptor, BCR) zahlen zur humoralen Abwehr. Sowohl B- als auch

T-Zellen tragen besondere Strukturen auf ihrer Oberflache: aus zwei Glykoproteinketten
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bestehende Antigen-Rezeptoren, die von Zelle zu Zelle unterschiedlich sein kénnen.
T-Zellen werden anhand ihrer Oberflachenmolekile in zwei Gruppen aufgeteilt:
zytotoxische T-Zellen, die das Oberflachenmolekil CD8 (cluster of differentiation)
exprimieren und T-Helferzellen, die das CD4-Molekil an ihrer Oberflache tragen.
Zytotoxische T-Zellen sind in der Lage veranderte Zellen von gesunden Zellen zu
unterscheiden, an Hand der auf der Oberflache nahezu aller (kernhaltiger) Zellen des
Organismus exprimierten MHC-1 Molekuls (Major Histocompatibility Complex) welches
im Zellinnern auftretende korpereigene oder fremde Proteine an der Zelloberflache
prasentiert. Zytotoxische T-Zellen sind so selektioniert, dass sie Ublicherweise nicht an
Zellen binden, die korpereigene Proteine prasentieren. Diesen Schutz vor Angriffen
durch das eigene Immunsystem nennt man Selbsttoleranz. Ist eine Zelle hingegen mit
einem Virus infiziert, oder unterliegt einer Mutation und prasentiert dadurch
korperfremde oder neuartige Proteine, sorgt die zytotoxische T-Zelle flr den Zelltod der
jeweiligen Zelle. Zytotoxische T-Zellen sezernieren aullerdem Interferon y, um

Makrophagen zu aktivieren.

1.2 T-Helferzellen

T-Helferzellen werden anhand der von ihnen ausgeschutteten Zytokine in Untergruppen
aufgeteilt, Th1-Zellen, die an der zellularen Immunantwort beteiligt sind und Th2-Zellen,
die an der humoralen Immunantwort beteiligt sind. Eine weitere Untergruppe bilden die
Th17-Zellen, die IL-17 sezernieren und eine Rolle bei der Regulierung von
Entzindungsvorgangen spielen. Th1-Zellen fallt in dieser Unterteilung die Aufgabe zu
die zellvermittelte Entziindungsreaktion auszulésen, in dem sie IL-2, Interferon y und
Tumornekrosefaktor a (TNFa) sezernieren und damit Makrophagen und zytotoxische
T-Zellen aktivieren. Dieser Prozess wird vorrangig durch IL-12 gesteuert und durch
Aktivierung des signal transducer and activator of transcription 4 (STAT-4) Signalwegs
[4].

Th2-Zellen interagieren mittels folgender Zytokine: IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13 und

zellstandiger Molekule und fluhren zur Aktivierung und Differenzierung von B-
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Lymphozyten, zusatzlich werden Mastzellen, sowie basophile und eosinophile
Granulozyten stimuliert. IL-4 spielt dabei eine besondere Rolle im Rahmen der
Aktivierung und Differenzierung von B-Zellen, es fuhrt zu einem Klassenwechsel der
Antikoérper zu IgA, 1gG, IgE. B-Lymphozyten werden durch Th2-Zellen stark angeregt,
die humorale Immunantwort wird durch IL-4 bestimmt, IL-6 verstarkt diese Tendenz.
Gleichzeitig hemmt IL-4 die Aktivierung von Makrophagen und IL-10 reduziert die
Produktion von IFNy in T-Zellen und Makrophagen [5]. Die Zytokine der Th1- und Th2-

Untergruppen inhibieren gegenseitig den Ablauf der jeweiligen Reaktionskaskade.

Eine weitere Untergruppe der T-Zellen stellen die regulatorischen T-Zellen (T-reg-
Zellen) dar, ihre Aufgabe ist es die Aktivierung des Immunsystems zu modifizieren um
eine Uberschiellende Immunantwort zu verhindern und die Selbsttoleranz zu erhalten,
dadurch verhindern sie das Entstehen von Autoimmunerkrankungen [6]. Anhand ihrer
Oberflachenmolekile kénnen sie verschiedenen T-Zellgruppen zugeteilt werden
CD4+/CD25+ T-reg-Zellen, Th3-Lymphozyten und Naturliche Killer Zellen (NK-Zellen).
Die meisten T-reg-Zellen, werden im Thymus konditioniert, als eine eigenstandige und
reife T-Zell-Subpopulation und entstehen nicht aus naiven T-Zellen nach Antigen-
Kontakt in der Peripherie [7, 8]. Natlurliche T-reg-Zellen exprimieren als
Oberflachenmarker CD4+, CD25+ und spezifisch im Zellinnern den Transkriptionsfaktor
forkhead box P3 (FOXP3), sie spielen eine wichtige Rolle bei physiologischen und
pathologischen Ablaufen der Immunantwort und sind Gegenstand der Forschung zur
Pravention und Behandlung von Autoimmunerkrankungen [7]. CD4+/CD25+ T-reg-
Zellen sekretieren die Zytokine IL-4, IL-10 und TGFB. Eine zweite Population an T-reg-
Zellen, TR1-Zellen, entsteht in der Peripherie, sie sezernieren IL-10, IFNy, TGFB und
IL-5, aber kein IL-2 oder IL-4. Mittels TGF und IL-10 kann sowohl die zellvermittelte als

auch die humorale Immunantwort unterdrickt werden.

1.3 Th17-Zellen

CD4+ Lymphozyten, die IL-17 produzieren (Th17-Zellen) scheinen eine wichtige Rolle

bei der Regulierung von Entzindungsvorgangen zu spielen und werden mit
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Autoimmunerkrankungen assoziiert, die genauen Mechanismen sind noch nicht
vollstandig verstanden [9]. Es wurde zunachst angenommen, dass Th1-Zellen
hauptsachlich fur Entzindungsprozesse bei Autoimmunerkrankungen wie rheumatoide
Arthritis, Morbus Crohn, Multiple Sklerose und systemischer Lupus erythematodes
verantwortlich sind. Die Annahme, dass Th17-Zellen hauptverantwortlich daftr sind,
entstand durch die Untersuchung von IL-12 und IL-23, beide haben eine gemeinsame
Untereinheit [L-12p40, im Mausmodel wurde daraufhin untersucht, dass bei
Ausléschung der Untereinheit 1L-12p40, diese Mause eine Resistenz gegen
Autoimmunerkrankungen zeigten. Im Vergleich dazu, zeigten IFNy(-/-)(knock-out)
Mause unveranderte Empfanglichkeit fur Autoimmunerkrankungen [10, 11]. Bei
Ausschaltung des Th1-Differenzierungswegs mittels Ausschaltung der entscheidenden
Zytokine 1L-12 (p35), IL-12 RB 2, IFNy gR und STAT-1 (signal transducer and activator
of T cells 1) wurde die Rolle von Th1-Zellen als regulierend nicht als fordernd fur
Autoimmunitat eingeschatzt [12]. Fehlt den Mausen die Untereinheit IL-12p35 des IL-12,
ist die Differenzierung von Th1-Zellen erwartungsgemafl nicht mdglich, trotzdem
entwickelten die Mause Autoimmunerkrankungen wie rheumatoide Arthritis und
Multiple Sklerose. Wohingegen Mause denen die IL-23-spezifische Untereinheit p19
fehlt, die also in der Lage sind Th1-Zellen zu differenzieren, eine Resistenz gegen
Autoimmunerkrankungen zeigen. Es muss also eine weitere T-Zelluntereinheit geben,
die durch IL-23 stimuliert wird und eine wichtige Rolle in der Ausbildung von
Autoimmunerkrankungen spielt [13]. Die Differenzierung zu Th17-Zellen ist von vielen,
zusammenspielenden Faktoren abhangig und nicht vollends geklart. In vitro erfolgt sie
TCR vermittelt, in Abhangigkeit von der Anwesenheit von TGF 3 und IL-6, oder IL-21
[14]. IL-23 wird nicht grundsatzlich flr die Differenzierung bendtigt, jedoch flr das
Uberleben. Nach Aktivierung mit TGF B und IL-6 exprimieren naive T-Zellen auf der
Zelloberflache den IL-23 Rezeptor, der die weitere Stimulation der differenzierten Zellen
zulalt [4]. Th17-Effektorzellen sind dadurch charakterisiert, dass sie IL-17 A und IL-17F
sekretieren, nach Stimulation mit TGF  und IL-6 [4].

Manel et al. zeigte im Mausmodel, dass die Differenzierung zu IL-17 produzierenden
Zellen durch die stimulierte Aktivierung von ROR yt mittels TGF 8 und IL-6 oder IL-21
ablief [15]. Im Vergleich dazu zeigte humanes Nabelschnurblut keine erhdhte IL-17-
Expression nach Stimulation mit TGF B und IL-6, wohl aber nach Stimulation mit TGF 3
und IL-1B, IL-6, IL-21, IL-23 [15]. Weitehrhin wurde im Mausmodell einer aktuellen
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Studie zur Folge, ein Differenzierungsweg mittels des Transkriptionsfaktors IkBC , in
Zusammenhang mit RORyt und RORa, ohne den Einfluss von TGF  und IL-6
nachgewiesen. Dabei bindet IKB{ in Kooperation mit RORyt und RORa direkt an die
regulatorische Region des IL-17A Genes, an die non coding sequences 2, ein
regulatorisches Element in der IL-17-Promoter-Region und erhoht die IL-17a

Genexpression [4, 16].

Ein weiterer Transkriptionsfaktor scheint auch eine Rolle zu spielen, der Interferon
Regulatory Factor 4 (IRF4), welcher durch den Einfluss von IL-21 an den IL-17-
Promoter bindet und mit RORyt interagiert und somit die IL-17-Transkription erhoht.
IRF4 hat auch Einfluss auf die Balance zwischen FOXP3, RORa, RORyt und somit auf
die Differenzierungswege, der CD4+ Zellen zu T-regulatorischen oder Th17-Zellen. Ein
Transkriptionsfaktor der RUNX-Familie hat laut Zhang et al. ebenfalls Einfluss auf die
Differenzierung zu Th17-Zellen, die Aktivierung von RORyt durch TGF B allein oder im
Zusammenspiel mit IL-6 und Runx1 erlauben optimale Th17-Differenzierungs-
konditionen [17]. Die Differenzierung zu Th17-Zellen bleibt weiterhin abschlieend zu

klaren.

1.4 Mitglieder der IL-17-Familie

Als Mitglieder der IL-17-Familie gelten IL-17A, welches auch als IL-17 gilt, IL-17B, IL-
17C, IL-17D, IL-17E (IL-25) und IL-17F. IL-17 A und F sind die am Besten
charakterisierten, sie bestehen entweder als Homodimer, oder als IL-17A/ IL-17F
Heterodimer. Die Aktivierung dieser beiden Mitglieder der IL-17-Familie fihren zu einer
starken proinflammatorischen Immunantwort und induzieren die Produktion von IL-6,
Chemokine (C-C motif) (CCL3 ) und granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) in
Makrophagen, IL-17A aktiviert ebenfalls Chemokine (C-C motif) 2,3 (CCL2,CCL3),
granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), IL-13, IL-9 in CD4+-
Zellen [18]. Beide fuhren zu einer erhdhten Aktivitat von neutrophilen Granulozyten und
konnen eine erhdhte Ausschuttung von Matrix-Metalloproteinasen (MMP) bewirken wie,
MMP-1, MMP-3, MMP-9, MMP-13, ebenso wie IL-17A und IL-17F gelten sie als
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gewebeschadigend und kénnen Einfluss auf die Pathogenese des SLE und anderer

Autoimmunerkrankungen ausuben [19-23].

1.5 Negative Regulierung der Th17-Zellen

Bisher wurde die Frage ob Th17-Zellen pathogen oder auch protektiv wirken kontrovers
diskutiert [24-26]. Die Art der Immunantwort ist abhangig von der Art des auslésenden
Antigens. Die Aktivierung von Th17-Zellen zur IL-17-Sekretion kann in protektiver
Wirkung die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten auslésen oder eine nicht
regulierte, heftige Entziindungsreaktion auslésen. Um ein Gleichgewicht zwischen der
protektiven und der pathogenen Wirkung zu finden, muss es regulierende Faktoren
geben. Dazu gehort auch das Zytokin IL-27, aus der IL-12-Familie, welches u.a. von

aktivierten Makrophagen und dendritischen Zellen sezerniert wird [27].

1.6 Interleukin-27

IL-27 ist ein Mitglied der IL-12-Familie und wird von aktivierten Makrophagen und
dendritischen Zellen sezerniert. Es ist ein heterodimeres Zytokin, das sich aus den
Untereinheiten IL-27a (IL-27p28) und IL-27(3 (IL-27Ebi3) zusammensetzt [28]. Es bindet
an den entsprechenden IL-27-Rezeptor auf naiven T-Zellen und die Signaltransduktion
erfolgt Uber die Phosphorylierung folgender Signaltransduktionsfaktoren ab: Janus-
Kinase-1 (JAK-1), JAK-2, STAT-1, STAT-3, STAT-4 und STAT-5 in T-Zellen, NK-Zellen
und Monocyten (STAT-3 nur in Mastzellen) [29]. Nach der Aktivierung von STAT-1 und
STAT-3, exprimieren naive T-Zellen den IL-27-Rezeptor [30]. Durch die Aktivierung von
STAT-1 mittels JAK-1, oder JAK-2 wird gleichzeitig die Differenzierung naiver T-Zellen
zu Th1-Zellen geférdert. Weiterhin inhibiert IL-27 die Produktion von IL-2 und IL-6, und
hemmt dadurch die IL-6 abhangige Aktivierung von STAT-3 und die Expression von
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RORyt. Und fuhrt somit zu einer niedrigeren Differenzierungsrate von Th17-Zellen, in
vivo und in vitro [4]. In Tiermodellen verschiedener Autoimmunerkrankungen fuhrte eine
Verminderung von entweder IL-27 oder IL-27R zu einer Exazerbation der Pathogenese,
die durch die erhdhte Anzahl an IL-17 produzierenden Zellen zu Stande kam [31].
Zusatzlich zur Regulierung durch IL-27 haben andere T-Helferzellpopulationen Einfluss
auf die Differenzierung von Th17-Zellen, IFNy produzierende Zellen erhdhen den
Transkriptionsfaktor T-bet, der die Aktivierung von RORyt herabsetzt und somit eine
Verminderung der Th17-Zelldifferenzierung bewirkt. Ebenso hat die Erhdéhung von
GATA-3 (Transkriptionsfaktor der Th2-Zellen), initiiert durch die Zytokine IL-4, IL-5 und
IL-13, die eine RORyt-Expression verhindern, einen negativ regulierenden Effekt auf
die Th17-Zelldifferenzierung [4]. AulRerdem nehmen T-reg-Zellen Einfluss auf die
Differenzierung der Th17-Zellen: die T-reg-Zelldifferenzierung ist abhangig von TGF (3,
welches FOXP3 aktiviert. Nun kommt es auf die Anwesenheit von IL-6 an, ob die
Differenzierung zu Gunsten der Th17-Zellpopulation ausgeht, oder in Richtung der

Treg-Zellpopulation.

1.7 IL-17 bei systemischem Lupus erythematodes

Verschiedenen Studien zu Folge waren die IL-17-Plasma- bzw. Serumkonzentrationen
und die Frequenzen der IL-17 produzierenden Zellen bei Patienten mit SLE erhdht [19,
21, 23, 32]. Eine positive Korrelation der IL-17-Plasma- bzw. Serumkonzentrationen
bzw. der Frequenzen der IL-17 produzierenden Zellen mit der Krankheitsaktivitat mittels
des SLEDAIs wurde ebenfalls in verschiedenen Studien nachgewiesen [21, 23].
Ebenso wurden Th17-Zellen und CD3+/CD4-/CD8- T-Zellen in Biopsien von SLE-
Patienten mit Lupusnephritis nachgewiesen [19]. Vermutet wird, dass IL-17
produzierende Zellen in entzlindlich veranderte Gewebe infiltrieren und akkumulieren

und eine pathogene Rolle in der lokalen Immunantwort spielen [33].

Durch entziindungsbedingte Gewebedestruktion entstehen Nukleinsaure enthaltende
Immunkomplexe, diese stimulieren dendritische Zellen im Plasma zur Sekretion von

IFNa, IL-6, IL-23. Diese steigern wiederum die IL-17-Sekretion, indem die Zytokine IL-6,
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IL-21, 1L-23, die STAT-3 vermittelt Uber eine Transkription der RORyt, die
Differenzierung der IL-17 produzierenden Zellen bewirken. Weiterhin scheint bei
SLE-Patienten eine erhohte Phosphorylierung des STAT-3 Transkriptionsfaktors
vorzuliegen, der nétig ist um die Differenzierung der IL-17 produzierenden Zellen zu
bewirken [34]. Somit ergibt sich eine positive Feedback-Schlaufe, mehr IL-17, erhoht
durch seine proinflammatorische Wirkung die Gewebedestruktion so dass mehr
Nukleinsaure aus den zerstorten Zellkernen freigesetzt wird. Diese bilden wiederum
Komplexe mit den anti-nukledren Autoantikbrpern, gebildet von autoreaktiven
Plasmazellen, die durch autoreaktive B-Zellen aktiviert werden. IL-17 scheint Einfluss
auf B-Zellen zu haben, indem es deren Uberleben, Proliferation und
Plasmazelldifferenzierung fordert [21]. In in vitro Stimulationen erhéhte der Einfluss von
IL-17 auf B-Zellen die Produktion der Anti-dsDNA-Antikdrper bei SLE-Patienten [35].
Somit scheint IL-17 die Pathogenese durch lokale Entziindungsreaktionen, aber eben

auch im Spektrum der Autoantikoérperbildung zu beeinflussen.

1.8 Autoimmunitat

Der Autoimmunitat zu Grunde liegend, ist eine Uuberschiellende Reaktion des
Immunsystems, irrtimlicherweise wird kdrpereigenes Gewebe als fremd erkannt und es
kommt zu schwerwiegenden Entzindungsvorgangen die gegen den eigenen Korper
gerichtet sind. Prasentierte, korpereigene Proteine (Autoantigene) werden vom
gesunden Immunsystem als solche erkannt und nicht bekampft. Dieser
Erkennungsmechanismus wird als Selbsttoleranz bezeichnet. Wird eine Immunantwort
durch ein Autoantigen ausgeldst und flhrt zur Aktivierung des Immunsystems gegen
korpereigene Proteine, spricht man von einer Autoimmunerkrankung [36]. Hierbei wird
zwischen einer systemischen oder organspezifischen Immunreaktion auf das
entsprechende Autoantigen unterschieden. Die Folge ist die Bildung von
Autoantikdrpern, die durch (autoreaktive-)Plasmazellen produziert werden. Im Falle
einer systemischen Erkrankung sind diese gegen Zellbestandteile gerichtet, welche

ubiquitar in den Korperzellen exprimiert werden oder sich gegen Zellen spezifischer
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Organe richten [1]. Der Verlust der Immuntoleranz und die damit verbundene
Abwehrreaktion, fuhrt letztendlich zur Zerstérung von koérpereigenen Zellen und
Organen. In Folge dessen, kann es zu Organversagen und letztendlich zum Tod des

Patienten kommen [36].

1.9 Systemischer Lupus erythematodes

Der systemische Lupus erythematodes gehdért zu den Kollagenosen und ist eine
schubweise verlaufende, chronisch entzindliche Autoimmunerkrankung, die zahlreiche
Organsysteme befallt. Dabei werden Autoantikérper gegen Bestandteile des Zellkerns
und des Zytoplasmas gebildet. Bei neun von zehn Erkrankten handelt es sich um
Frauen, das Pradilektionsalter liegt zwischen dem 15. und 30. Lebensjahr [37]. Die
Pravalenz betragt in Mitteleuropa 12,5: 100 000 Frauen und in den USA 1: 1000 Frauen
[37]. Ein Groldteil der Patienten zeigt Hauterscheinungen, wie das charakteristische
Schmetterlingserythem, das ca. 50% der Patienten ausbildet und vor allem nach
Sonnenexposition auftritt. Diskoide Hautveranderungen treten bei 15-20% der SLE-
Patienten auf. Vaskulitische Lasionen und Gelenkschmerzen treten bei fast allen
Patienten im Verlauf der Erkrankung auf, zumeist jedoch ohne Destruktionen,
Gelenkdeformitaten ahnlich der rheumatoiden Arthritis treten bei ca. 10% der SLE-
Patienten auf. Zu einer Nierenbeteiligung (Nephritis) kommt es im Verlauf der Krankheit
bei der Halfte der Patienten, wobei es verschiedene Schweregrade im Verlauf
(subklinisch bis rapid- progressiv) gibt. Die schwere proliferative Lupusnephritis fuhrt zu
einer signifikanten Abnahme der Nierenfunktion und hat Odeme und Hypertonie zur
Folge. Beteiligungen des Nervensystems kdnnen das zentrale, autonome und periphere
Nervensystem betreffen, es kdnnen migrane-ahnliche Kopfschmerzen, Depressionen,
kognitive Stdérungen, Psychosen und organische Psychosyndrome auftreten, im
peripheren Bereich kann es zu sensomotorischen Stérungen kommen. Weiterhin kann
es zu kadiovaskularen Stérungen kommen; die koronare Herzkrankheit und Hypertonie
erhdohen das Mortalitatsrisiko der SLE-Patienten. Das Risiko fur einen SLE-Patienten
auch im jungeren Alter einen Myokardinfarkt zu erleiden ist neunfach hoéher, im

Vergleich zu Gesunden [37]. Im aktiven Krankheitsschub kann es zu einer Pleuritis,
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einer Perikarditis, und/ oder einer Pleuroperikarditis kommen. Hamatologisch kann
haufig eine Anamie, Lymphopenie und Thrombozytoamie beobachten werden. Durch
die Grunderkrankung, die immunsuppressive Therapie und die immunologischen
Stérungen werden bakterielle, virale und mykotische Infektionen bei SLE-Patienten
begunstigt und haben eine hohe Mortalitatsrate [38].

Als Ausloser werden bestimmte virale Infektionen und UV-Bestrahlung diskutiert [2].
Dem heterogenen Krankheitsbild, liegt ein grofitenteils einheitlicher Prozess zu Grunde,
die Produktion von Autoantikdrpern gegen Bestandteile des Zellkerns, des Zytoplasmas
und der Zelloberflache (Anti-dsDNA, Anti-Sm, Anti-Ro, Anti-RNP) [39, 40], diese haben
eine hohe Spezifitat fir SLE und ihre Titer korrelieren haufig mit der Krankheitsaktivitat.
Antikérper gegen UTRNP, Ro/SS-A (Antigen des Zytoplasmas) und La/SS-B (Antigene
des Zellkerns), kdénnen erhoht sein, Diese Autoantikdrper sind jedoch nicht nur
spezifisch fur den SLE, ebenso wie Cardiolipin und Rheumafaktor [41]. Die Kombination
der untersuchten Autoantikdrper ergeben eine diagnostische Hilfestellung auch fur
Subgruppen des SLE. Die Bildung von Autoantikérpern fuhrt zur Ausbildung von
Immunkomplexen, die basierend auf einer Vaskulitis bzw. lokalen Entzindungsreaktion
zur Ablagerung in  verschiedenen Geweben und zur Aktivierung des
Komplementsystems flhren. Es folgt die Freisetzung von zytotoxischen und
immunmodulatorisch wirksamen Substanzen. Grundlegend far die
Autoantikdrperbildung ist unter anderem eine generalisierte polyklonale B-Zell-
Aktivierung [21, 42], die als Folge des Zytokinungleichgewichtes zwischen Th1-und
Th2-Zytokinen betrachtet werden kann. SLE-Patienten weisen im Vergleich zu
Gesunden eine verminderte Anzahl von IFNy produzierenden Th1-Zellen auf. Weiterhin
verfugen sie Uber eine erhdhte Anzahl von Th2-Zellen, Monozyten und B-Zellen, die
IL-6 und IL-10 produzieren [43]. Th1-Zytokine steuern die Immunreaktion in Richtung
zellularer Immunantwort, wohingegen Th2-Zytokine die humorale Immunantwort
starken und die zelluldare Immunantwort mittels IL-10 hemmen. Die Bildung von
Autoantikdrpern ist eines von 11 Kriterien, nach denen die ACR (American College of
Rheumatology) die Erkrankung an SLE festlegt, die 1997 Uberarbeitete Version
(Tabelle 2). Jedoch ist die Fruherkennung des SLE auch weiterhin erschwert durch die
sehr unterschiedliche Auspragung des Krankheitsbildes und dadurch, dass die fur die
Prognose sehr ungunstige Organbeteiligung der Nieren, des zentralen Nervensystems

(ZNS) und der Lungen erst im weiteren Krankheitsverlauf auftreten. Durchschnittlich
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wird die Krankheit erst 2 Jahre nach dem Auftreten der ersten Symptome erkannt. Die

durchschnittliche 10-Jahres-Uberlebensrate betragt 90% [37].

Tabelle 1.1 Kriterien der SLE-Diagnostik nach [2]

Kriterium

Schmetterlingserythem

diskoider Lupus

Photosensitivitat

Schleimhautulzerationen

Arthritis

Serositis

Glomerulonephritis

neurologische Symptome

hamatologische Befunde

immunologische Befunde

antinukleare Antikorper

Sind vier der elf Kriterien erflllt, gilt die Diagnose des SLE als gesichert.

Die Krankheitsaktivitat der SLE-Patienten wurde mittels des SLEDAI (Systemic Lupus

Erythematosus Disease Activity Index) eingestuft
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2 Aufgabenstellung

Bisher wurde vermutet, dass das Zytokin IL-17, ein proinflammatorisch wirkendes
Zytokin, eine pathogenetische Relevanz beim SLE einnimmt, es liegen mehrere Studien
vor, in denen erhohte IL-17-Serumspiegel bei SLE-Patienten nachgewiesen werden
konnten [21, 23, 25, 44]. In dieser Untersuchung sollte Uberprift werden, inwieweit die
IL-17-Sekretion von CD4+ Zellen durch virale, bakterielle und Auto-Antigene stimuliert
werden kdonnen und ob dabei Unterschiede zwischen SLE-Patienten, Patienten mit

anderen Autoimmunerkrankungen und gesunden Probanden nachzuweisen sind.

Mittels Durchflusszytometrie sollen die Frequenzen der IL-17 produzierenden Zellen
und der IFNy produzierenden Zellen als klassisches Th1-Zytokin ermittelt werden. Die
Ergebnisse werden in Bezug auf klinische und paraklinische Daten analysiert.
Untersucht werden die Zytokinexpressionen beziglich der klinischen Bedeutung eines
aktiven Lupusschubes, ob eine CD4+- Antwort auf virale, bakterielle und Auto-Antigene
erfolgt. Die Zytokin-Frequenzen wurden in Zusammenhang mit den klassischen
Aktivitatsmarkern des SLE wie dem SLEDAI, Komplement und Anti-dsDNA-Antikorper
analysiert. Weiterhin wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen den
Th17-Frequenzen und den IL-27-Serumkonzentrationen besteht, hierfir wurden
Serumanalysen mit Hilfe des Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
durchgefuhrt. AulRerdem sollen weitere Seren von SLE-Patienten, die im Zeitraum von
2007-2009 gesammelt wurden, auf ihre IL-27- und IL-17-Serumkonzentrationen
untersucht werden. In dieser Arbeit wird eine weit groRere Gruppe an Patienten
untersucht, als bisher in der Literatur vorliegenden Studien. Die Analyse der
IL-17-Serumkonzentrationen bzw. -Frequenzen wird sowohl im Serum, als auch im
Vollblut erfolgen und weiterhin in Bezug gesetzt werden, zu dem anti-inflammatorisch
wirkenden Zytokin IL-27 und dem moglichen Zusammenhang in der

Th17-Differenzierung.
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3 Material und Methoden

3.1 Probenmaterial

Die Patientenproben wurden von der Rheumatologischen Station der Charité Berlin
Mitte und der Poliklinik der Charité zur Verfligung gestellt (Charitéplatz 1, 10117 Berlin
Mitte). Alle untersuchten Patientenproben von SLE-Patienten erfullten die
Klassifikationskriterien der "American College of Rheumatology" (ACR). Die gesunde
Kontrollgruppe setzte sich aus Labor- und Klinikpersonal und nicht im medizinischen
Bereich tatigen Personen zusammen. Die Gruppe der Patienten mit anderen
Autoimmunerkrankungen setzte sich aus Patienten mit Sjégren-Syndrom, systemischer
Sklerodermie, Riesenzellvaskulitis, Polymyositis, Mischkollagenosen (Mixed Connective
Tissue Disease; MCTD), Morbus Wegener, Anti-Synthetase-Syndrom und Churg-
Strauss-Vaskulitis zusammen, die entsprechend die jeweiligen Klassifikationskriterien
erfullten. Die Blutspenden waren freiwillig und die Erlaubnis zur Blutentnahme wurde
erteilt. Ein Ethikvotum der Charité Berlin lag vor und ist konform mit der Deklaration von
Helsinki. Fur die durchflusszytometrische Untersuchung wurden jeweils 10-15 ml Blut in
natriumheparinisierten Rohrchen des Vacutainersystems (Beckton Dickinson Labware
Franklin Lakes, USA) und jeweils 5 bis 8,5 ml Serum flr weitere Serumuntersuchungen
(SST-Rohrchen, Vacutainer System, BD) entnommen. 131 Seren von 77 SLE-Patienten,
41 Seren von gesunden Probanden und 37 Seren von Patienten mit anderen
Autoimmunerkrankungen (OAD) wurden mittels ELISA untersucht. Im Vollblut wurden
die Frequenzen der IL-17 produzierenden Zellen mittels Durchflusszytometrie bei 21
SLE-Patienten, 21 gesunden Spendern und 12 Patienten mit anderen
Autoimmunerkrankungen untersucht, tabellarisch wird die Charakteristik der Patienten
und gesunden Spender im Ergebnisteil aufgefliihrt. Die Krankheitsaktivitat der
SLE-Patienten wurde mittels des SLEDAI eingestuft.
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3.2 Laborausriistung

Alle Arbeiten

wurden

im Labor

der

Sicherheitsklasse S1

im Deutschen

Rheumaforschungszentrum Berlin (DRFZ) durchgefihrt. Die fur die Durchfihrung der

Experimente notwendige Laborausrustung wird in der Tabelle 3.1 aufgeflhrt und die

verwendeten Puffer sind in der Tabelle 3.2 aufgefuhrt.

Tabelle 3.1 Verwendete Laborausriistung

Gerite Typ Firma Herkunft
sterile Werkbank Hera Safe Heraeus Deutschland, Hanau
CO,-Inkubator Hera cell 240i Heraeus Deutschland, Hanau
Zentrifugen Multifuge X3R Heraeus Deutschland, Hanau
Biofuge fresco Heraeus Deutschland, Hanau
Pipetierhilfe Pipetus akku Hirschmann Deutschland, Ebestadt
Multipipette 5-150 yl | Abimed Discovery | Deutschland, Langenfeld
Pipetman 0,2-1000ul | Abimed Discovery | Deutschland, Langenfeld
Vakuumpumpe Neuberger Deutschland, Freiburg
Durchflusszytometer | FACS Canto Il BD Biosciences USA, Franklin Lakes NJ
CellStar-Rohrchen Greiner bio-one Osterreich,Kremsmiinster
Filter Cell Trics 30 pl Partec Deutschland, Minster
FACS-R&hrchen Corning Costar Corning USA, New York
Falcon-Rohrchen 15ml, 50 ml BD Biosciences USA, Franklin Lakes NJ

Zellkulturstander

Nalgene

20

USA, Rochester NY



Material und Methoden

Tabelle 3.2 Verwendete Pufferlosungen

Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller
PBS 2,7 mM Kaliumchlorid DRFZ, Berlin, Deutschland
phosphatgepufferte Saline 1,5mM Kaliumhydrogen- Sigma-Aldrich,

pH 7,2-7,4

phosphat

137mM Natriumchlorid

8,1 mM Dinatriumhydrogen-
phosphat

Steinheim,Deutschland

PBS/ BSA
PBS mit 0,5% (w/V) bovines
Serumalbumin

5g/l bovines Serumalbumin
in PBS

Biomol, Hamburg, Deutschland

DRFZ, Berlin, Deutschland

PBS/BSA/Azid 0,01% NaH3 in PBS/BSA Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland
FACS Lysing BD Biosciences, Franklin Lakes,

Fixierungslosung

NJ, USA

FACS-
Permeabilisierungslésung

BD Biosciences Franklin Lakes,
NJ, USA

Erythrozyten-Lyse-Puffer

DRFZ, Berlin, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

PBS/BSA/EDTA

0,4% 0,5 molares EDTA in
PBS/ BSA
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3.3 Zellkultur

3.3.1 Stimulationsbedingungen

Zur Stimulation des Vollblutes wurde je 1ml heparinisiertes Vollblut in sterilen
Zellkulturrohrchen Cellstar (Greiner bio-one) mit anti-human-CD28 (5ul/ml) versetzt. Zur

Stimulation wurden folgende Antigene in verschiedenen Konzentrationen genutzt:

- Humanes Cytomegalievirus (CMV)
- Ebstein-Barr-Virus (EBV)
- Adenovirus
- Histonenmix 1,2,3,
- Nukleosomen,
- SmD, SmD HI1
- Staphylococcal enterotoxin B (SEB)
Unstimulierte Kontrollen wurden mit H,O und DMSO versetzt.

3.3.2 Inkubation

Die Proben wurden fur sechs Stunden im Zellkultursténder im CO; -Inkubator bei 37°C ,
5% CO;inkubiert. Nach zwei Stunden wurde die Sekretion unspezifisch durch Brefeldin
A inhibiert, um IL-17 im Zellinneren einzuschlieBen. Am Ende der Inkubationszeit
wurden 100 pl je Probe EDTA (20 mM) hinzugegeben und die Zellsuspension
homogenisiert. Die Zellen wurden anschlieRend fir 10 min bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert.
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Tabelle 3.3 Antigene

Antigen in Lésung Firma Konzentration
Brefeldin A In Ethanol Sigma 2ul/ ml Blut
anti-human CD28 |in Ethanol BD Pharmingen Sul/ ml Blut
H20 DRFZ 20ul/ ml Blut
steriles, destilliertes
H:20
DMSO DRFZ 16ul/ ml Blut
Dimethylsulfoxid
Cytomegalie-Virus |In Aqua dest.  |Miltenyi 1 ug/ ml je Peptid
20ul/ ml Blut
Epstein-Barr-Virus |In Aqua dest.  |Miltenyi 1 ug/ ml je Peptid
20ul/ ml Blut
Histonenmix1 In 10% DMSO|DRFZ, 8 Peptide S5ug/pl
Histonenmix2 und PBS 16pl/ ml Blut
Histonenmix3
Nukleosomen 20 pg/ml Dr. G. Hausdorf, Charité, 40ul/ ml Blut
Préparation aus Hihner-
erythrozyten, beschrieben
unter Bruns et al. 2000
SmD1g3.110-Peptid |5 pg/ml Dr. G. Hausdorf, Charité |6ul/ ml Blut
synthetisches Peptid,
beschrieben unter
Riemekasten et al.
1998
SEB In PBS Sigma 1 pg/ ml je Peptid
20ul/ ml Blut
Adenovirus In Aqua dest.  |Miltenyi 1 pg/ ml je Peptid
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3.3.3 Fixierung und Permeabilisierung

Es folgt eine Fixierung der Zellen mit formaldehydhaltiger Lésung und eine chemische
Permeabilisierung der Zellwand um anschlieRend die Zytokine (u.a. IL-17) intrazellular
anzufarben. Die Fixierung erfolgt mit 9 ml/ Probe FACS Lysing Solution (BD
Biosciences, Immunocytometry Systems) mit anschlieBender Inkubation flr 10 min bei
RT. Dabei kommt es durch den Formaldehydgehalt in der Lysing Lésung zu einer
Quervernetzung der Proteine und damit zur Fixierung der produzierten Zytokine im
Zytosol. Die Proben werden fiir 10 min bei 1500 U/min zentrifugiert und der Uberstand
dekantiert. Die Zellen werden anschlielRend in PBS/ BSA/ Azid resuspendiert und
gewaschen (zentrifugiert fir 10 min bei 1500 U/ min und dekantiert um den Uberstand
zu entfernen). Zur Permeabilisierung werden die Zellpellets in 0,5 ml FACS
permeabilizing solution (BD Biosciences, Immunocytometry Systems) resuspendiert
und inkubieren fur 10 min bei RT. Es folgt ein Waschschritt wie oben beschrieben und
nach der Zentrifugation folgt das Dekantieren des Uberstandes und die Resuspension
in 1 ml PBS/ BSA/ Azid. Fir die durchflusszytometrische Messung werden die Proben
uber Nacht bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt.
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3.4 Durchflusszytometrie

3.4.1 Methode und Prinzip

Durchflusszytometrische Analyse

(FACS Fluorescence Activated Cell Sorting)

Die Durchflusszytometrie ermdglicht eine gleichzeitige Analyse mehrerer physikalischer
Parameter einer Zelle und dient der Detektion von zelleigenen intra- und extrazellularer
Molekule. Zur Analyse werden die Zellen einer Einzelzellsuspension durch
hydrodynamische Fokussierung wie an einer Perlenkette an einem gebuindelten

Laserstrahl geeigneter Wellenlange vorbei geleitet.

Laserstrahl

Zell
HuIIquSS|gke|t ellsuspension HuIIquSS|gke|t

Abbildung 3.1 Schematische Darstellung zur Durchflusszytometrie

Die Zellsuspension wird vom Durchflusszytometer aufgenommen und durch die

Hullflissigkeit hydrodynamisch fokussiert, somit gelangen die Zellen hintereinander zur
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Messkuvette, in der der Laserstrahl seitlich auf die Zellen trifft. Das eintreffende
monochromatische Laserlicht wird aufgrund der physikalischen Eigenschaften der Zelle
mit unterschiedlicher Qualitat und Quantitat gestreut. Das Vorwartsstreulicht (FSC) bei
dem der Laserstrahl in einem Winkel von 180° auf den Detektor trifft, ist abhangig von
der Querschnittsflache des beleuchteten Partikels und liefert Informationen Uber die
Zellgrole. Das Seitwartsstreulicht (SSC) wird in einem Winkel von 90° zum Laserstrahl
gemessen und ist durch den Refraktionsindex des Partikels bedingt. Der SSC erlaubt
Aussagen Uber die Granularitat der Zelle. Die Signale werden Uber ein System von
optischen Spiegeln, Filtern und Verstarkern von Photoelektronenvervielfachern (PMTs)
detektiert und kénnen mit entsprechender Analysesoftware ausgewertet werden. Mit
Hilfe dieser beiden Parameter lassen sich die wichtigsten Leukozytenpopulationen tber
ihre GroRe und Granularitat unterscheiden. Die Fluoreszenzmessung wird genutzt um
oberflachliche und intrazellulare Molekule einer Zelle zu detektieren. Die Zellen werden
mit spezifischen Antikorpern markiert, welche mit Fluorochromen konjugiert sind. Die
Fluorochrome werden durch das entsprechende Laserlicht angeregt und emittieren
Licht. Dies wiederum wird von Detektoren (PMTs) im Messbereich in einen elektrischen
Impuls umgewandelt und computergestitzt analysiert. Jede, der so von den Detektoren
reqgistrierten Ereignisse entspricht einer Zelle und kann in einem Dot-Plot
(Punktwolkendarstellung) zweidimensional dargestellt werden. Im Dot-Plot kénnen nun

polygonale Regionen definiert werden, um bestimmte Zellpopulationen auszuwahlen.
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Abbildung 3.2 Verteilung der Zellpopulationen

entsprechend ihrer Streulichteigenschaften im Dotplot
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Durch die gleichzeitige Farbung mit mehreren Fluoreszenzfarbstoffen, deren
Emissionsmaxima sich unterscheiden, sowie durch den Einsatz verschiedener Laser,
dichromatischer Spiegel- und optischer Filtersysteme und Detektoren kann die
Expression mehrerer Moleklle einer Zelle gleichzeitig ermittelt werden. Bei der
computer-gestitzten Verarbeitung der Informationen werden Messbereiche eingegrenzt,
das sogenannte ,Gating“. Gating bezeichnet eine vom Anwender durchgeflihrte
Selektion bestimmter Zellpopulationen. So ist es moglich, durch ein elektronisches
Fenster in der Darstellung aller Zellen im Vorwarts- und Seitwartsstreulicht nur eine
bestimmte Population, z.B. die Lymphozyten, in einer nachgeordneten Darstellung bzw.

Analyse auf verschiedene Fluoreszenzeigenschaften hin zu untersuchen.

3.4.2 Durchfihrung

Die durchflusszytometrische Messung wurde am BD FACS Canto Il durchegfuhrt,
dieses Gerat verfugt Uber drei Laser: Blau (488nm), Rot (633nm) und Violett (405nm).
Folgende Farbstoffe wurden in dieser Messung verwendet: Fluoreszein Isothiocyanat
(FITC), Phycoerythrin (PE), Perdinin Chlorophyll-Protein (PerCP) und Allophycocyanin
(APC) und Pacific Blue. Fir jede Probe wurden 100.000 CD4+/CD3+ Zellen
aufgenommen. Zur Datenanalyse wurden die IFNy+/CD40 Ligand+/CD3+/CD4+ oder
IL-17+/CD40 Ligand+/CD3+/CD4+ Ereignisse bestimmt und in Prozent der gesamten
CD3+ oder CD4+ T-Zellen angegeben.

3.4.2.1 Antikorperfarbung

Fir die durchflusszytometrische Messung wurde jeweils in einem Volumen von 100 pl
Zellsuspension die Farbung durchgeflhrt. Die fixierten Zellen wurden am nachsten Tag
mittels Partec Filter in Eppendorf Tubes (1,5ml) Gberfuhrt. Anschliellend wurden die
Zellen mit 1ml PBS/ BSA/ Azid gewaschen (Zentrifugation 1500 U/min flr 10min).
AnschlieRend wird das Zellpellet in 100yl PBS/ BSA/ Azid resusupendiert und
entsprechend die Antikdrper hinzugegeben. Die Zellen werden fur 20 min bei RT im

Dunkeln inkubiert. In Tabelle 3.4 sind die genutzten Antikorper aufgefuhrt.
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Tabelle 3.4 Antikorper

Antikorper Klon Farbstoff Konzentrationen Hersteller

CD19 4G7 FITC 1:100 BD Franklin Lakes, New
Jersey, USA

CD14 MP9 FITC 1:100 BD Franklin Lakes, New
Jersey, USA

CD4 TT1 PerCP 1:1000 DRFZ

IL-17 Bio 64 CAP | PE 1:20 eBioscience San Diego,

P17 CA, USA

INFy 4S.B3 Pacific Blue | 1:40 eBioscience San Diego,
CA, USA

CD3 UCHT-1 FITC 1:500 DRFZ

CD154 acD40L APC 1:40 Miltenyi Bergisch
Gladbach, Deutschland

IL-4 PE 1:200 DRFZ

IL-4 MP4-25D2 | PE 1:200 BD Franklin Lakes, New
Jersey, USA

IL-10 JES3-9D7 Pacific Blue | 1:20 BD Franklin Lakes, New
Jersey, USA

Beriglobin 1:50 Chiron Behring Marburg,

Deutschland

Zu der Matrix mit Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern wurde Beriglobin (Chiron

Behring GmbH & Co, Marburg, Deutschland) in Tabelle 3.4 genannter Konzentration

hinzugegeben. Beriglobin blockiert die Fc-Rezeptoren der Zellen und verhindert so

unspezifische Antikdrperbindungen. Der Inkubation mit der Farbematrix folgt ein
Waschritt mit PBS/ BSA/ Azid und Zentrifugation bei 1500 U/min fGr 10 min. Nach
Absaugen des Uberstandes werden die Zellpellets in 300 upl PBS/ BSA/ Azid
resuspendiert und in FACS-Rdéhrchen (Corning Costar, Corning NY und Sarstedt)

uberfuhrt. Die Steuerung des Gerats und Kompensation der Daten erfolgte mit der
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FACS-Diva Software (BD, Heidelberg, Deutschland). Das Protokoll der Stimulation in
der vorliegenden Arbeit entspricht im Wesentlichen der T-Zellstimulation beschrieben
bei Suni et al. [45]

3.4.3 Statistische Auswertung

Zur Auswertung der durchlfusszytometrischen Daten wurde die Software ,FlowJo* (Tree
Star Inc., Ashland, OR,USA), das Microsoft Programm Excel (Microsoft Corporation,
Redmon, Washington, USA) und das Auswertungsprogramm GraphPad Prism 5.0
(GraphPad software, San Diego, CA, USA) fur Windows/ Mac angewendet.
Angewendete statistische Tests werden im Ergebnisteil erlautert. Bei allen
durchgefuhrten statistischen Tests wurde ein p-Wert < 0,05 als signifikant
angenommen. In den Graphen und im Text wird jeweils der ermittelte Median Wert

angegeben.

3.5 ELISA

3.5.1 Methode und Prinzip

Zur Analyse der Konzentration von IL-17 und IL-27 im Serum von SLE-Patienten,
gesunden Spendern und Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen wurde das
ELISA-Verfahren (enzyme-linked immunosorbent assay) angewendet. Fir die
Konzentrationsbestimmung von IL-17 und IL-27 wurden jeweils kommerzielle Kits

verwendet, welche der Sandwichtechnik entsprechen.
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Abbildung 3.3 Schematische Darstellung zur Sandwich-ELISA-Technik [46]
1) Die Mikrotiterplatte wird mit einem Antigen-spezifischen Antikbrper beschichtet, dieser ist immobilisiert

2) Das zu testende Probenmaterial wird hinzugegeben, das Antigen bindet an die spezifischen Antikérper auf der
Mikrotiterplatte

3) Ein enzymgekoppelter, antigen-spezifischer Antikbrper wird hinzugegeben

4) Zugabe eines Substrates I6st Farbumschlag des Enzyms aus

Durch Waschschritte wird ungebundenes Material vom Assay entfernt. Die Farbreaktion
ist mittels spektrophotometrischer Messung detektierbar. Hierfir wird eine
Verdlinnungsreihe von einem Standard hergestellt, dessen Ausgangskonzentration
bereits bekannt ist. Durch Extrapolation kann nach Ermittlung der Standardkurve auf die

unbekannten Konzentrationen geschlossen werden.

3.5.2 Durchfiuhrung der IL-17-ELISA-Analyse

Zur Ermittlung der IL-17-Serumkonzentrationen der SLE-Patienten, gesunden
Probanden und Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen wurde das ELISA-Kit
Human IL-17A BMS2017MST (Firma Bender MedSystems Osterreich, Wien) verwendet.
Es wurden Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen mit dem Coating-Antikdrper nach
Herstellerangaben Uber Nacht bei 4° C abgedeckt inkubiert. Es folgte ein Waschschritt
mit PBS/ 0,05% Tween 20, wobei unspezifische Bindungen durch das Detergens
Tween 20 verhindert werden. Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wurden
die Platten fur eine Stunde bei RT mit PBS/ 1% BSA (bovines Serum Albumin) / 0,1%
Tween 20 geblockt. Mit dieser Blocking-Lésung von jeweils 250ul pro Vertiefung wurde
die Platte fur 3 Stunden bei RT inkubiert. Es folgte ein zweifacher Waschschritt mit
PBS/ 0,05% Tween 20. Zur L6sung des humanen IL-17A Standard-Proteins wurde, der

nach Herstellerangaben aliquotierte und  bei -20°C aufbewahrte Standard in
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destilliertem Wasser gelost und somit eine anfangliche Konzentration von 200 pg/ ml
errreicht. Es folgte eine 1:2 Verdunnung der Standard-Lésung mit der im Kit
mitgelieferten Verdlinnungsldosung. Bei der Standard-Erstellung kommt es somit im
hdchstkonzentrierten Standard zu einer Konzentration von 100 pg/ ml und der
geringsten Konzentration 1 pg/ ml humanen IL-17A Standard-Proteins in acht
Verdinnungsschritten. Die Verdunnungsreihe des Standards sowie die gemessenen
Seren wurden jeweils im Doppelansatz gemessen. Nach der Zugabe der zu
analysierenden Proben und des Standards wird je Vertiefung 50ul Biotin-Konjugat mit
PBS/ 5% BSA/ 0,05% Tween 20 (Assay buffer) in Tabelle 3.2/ 3.3 zugefugt und die
Platten fur 2 Stunden bei RT inkubiert. Als Blindprobe diente die Verdinnungsldsung.
Es folgte ein vierfacher Waschschritt mit der Waschlésung und die Zugabe des
Streptavidin-HRP (horseradish peroxidase) welches zuvor in 0,01% in PBS/ 5% BSA/
0,05% Tween 20 geldst wurde und nun 1 Stunde bei RT inkubiert. Nach viermaligen
Waschen der Platte mit der Waschloésung wird jeweils 100ul der Substratidsung
zugeflgt: Tetramethylbenzidine (TMB) flussiges Substrat fur ELISA. Es kommt zu
einem blauen Farbumschlag, die chemische Reaktion wurde mittels einer Saure
gestoppt und es ergibt sich ein gelber Farbumschlag. Nach ca. 10 Minuten wird die
Reaktion durch die Zugabe von 2 molarer Schwefelsaure mit jeweils 100 ul pro
Vertiefung gestoppt. Die Extinktion wurde am Spektralphotometer EMAX Endpoint
ELISA microplate reader, (Molecular devices Sunnyvale, CA, USA) bei einer

Wellenlange von 450nm gemessen.

3.5.3 Durchfiuhrung der IL-27-ELISA-Analyse

Zum Nachweis der Serumkonzentration des Interleukins 27 wurde das Human IL-27
ELISA Ready-Set-Go Kit (eBioscience, San Diego, CA, USA) angewendet.
Hochbindende Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen (Corning Costar 9018, Lowell, MA,
USA) wurden mit 100 pl/ Vertiefung des geldsten Capture-Antikdrper (geldst in Coating
buffer 10X PBS) Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Anschliefend wurde die Platte finfmal
mit der Waschlésung PBS/0,05% Tween 20 gewaschen. Nach Angaben des Herstellers

wurde der im Kit mitgelieferte Assay Diluent im Verhaltnis 1:5 mit sterilem, destillierten
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Wasser verdinnt, um die Platte mit 200yl pro Vertiefung zu blocken. Eine
Verdinnungsreihe des Standards mit der hochsten Konzentration des Standardproteins
von 8000pg/ ml wurde in jeweils 1:2- facher Verdinnung in sechs Verdliinnungsschritten
auf jeder Platte aufgetragen, entsprechend ist die geringste Konzentration in der letzten
Verdinnung 63 pg/ ml. Alle anderen Vertiefungen wurden mit je 100ul pro Vertiefung
des Patientenserums in Doppelansatzen versehen. Eine Verdlinnung des Serums
wurde nicht vorgenommen, da in orientierenden Vorversuchen gezeigt wurde, dass es
zu falsch negativen Aussagen kommt. Es folgte eine Inkubationszeit von 2 Stunden bei
RT, die Platte wurde dabei abgedeckt. Wiederholtes Waschen mit dem Waschpuffer
PBS/ 0,05% Tween 20 um alle ungebundenen Proteine und die Platte zu entfernen und
weiterhin folgte die Zugabe des zweiten Biotin-konjugierten Antikdrpers, der in Assay-
Diluent des Herstellers geldst, mit 100 pl pro Vertiefung fur eine Stunde bei RT
inkubiert. In finf Waschschritten wurde die Platte wieder gewaschen. Danach wurde die
Platte fur 30 Minuten bei RT mit dem Avidin-HRP (horseradish peroxidase)-Enzym
inkubiert und nach mehrmaligem Waschen ein Entwicklungspuffer hinzugefiugt. Der in
diesem Kit mitgelieferte Entwicklungspuffer war Tetramethylbenzidine (TMB) und I6ste
eine Farbreaktion aus, die nach 15 Minuten mit 50 ul pro Vertiefung Phosphorsaure
(1M) H3PO4 gestoppt wurde. Die Extinktion wurde am Spektralphotometer (Molecular
devices EMAX Endpoint ELISA Microplate Reader) mit einer Wellenlange von 450nm

gemessen.

3.5.4 Statistische Auswertung

Alle mittels ELISA ermittelten Daten wurden mit Hilfe der Programme Molecular
devices EMAX Endpoint ELISA Microplate Reader, Microsoft Programm Excel
(Microsoft Corporation, Redmon, Washington, USA) und des Auswertungsprogramm
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad software, San Diego, CA, USA) fur Windows/ Mac
ausgewertet. Angewendete statistische Tests werden im Ergebnisteil erlautert. Bei allen
durchgefuhrten statistischen Tests wurde ein p-Wert < 0,05 als signifikant

angenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Analyse der IL-17 und IL-27-Konzentrationen im Serum von SLE-Patienten,
gesunden Spendern und Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen
mittels ELISA

In vorangegangenen Studien wurde das Zytokinprofil von SLE-Patienten untersucht, es
wurden erhdhte Th17-Frequenzen und Serumkonzentrationen bei SLE-Patienten
festgestellt, die im Zusammenhang mit der Pathogenese der Krankheit zu stehen
scheinen [21, 25, 32, 47]. In dieser Untersuchung wurde geprift, ob es einen
Zusammenhang der IL-17-Serumkonzentrationen und der Frequenzen der
zirkulierenden Th17-Zellen im peripheren Blut mit klinischen und paraklinischen Daten
gibt.

Weiterhin wurde untersucht, ob es einen Zusammenhang mit den Serumkonzentra-
tionen des inhibitorisch wirkenden IL-27 gibt und der Einfluld auf die IL-17-Sekretion.
Ebenso wurde untersucht, ob dieser Entzindungsmarker auch in anderen
Autoimmunerkrankungen eine Rolle spielt. 131 Seren von 77 SLE-Patienten, 41 Seren
von gesunden Spendern und 37 Seren von Patienten mit anderen
Autoimmunerkrankungen (OAD) wurden auf die Serumkonzentrationen von IL-17 und
IL-27 untersucht.

4.1.1 Charakterisierung der Patienten-Kohorte

Bei der Analyse der Korrelation der Krankheitsaktivitat, gemessen am SLEDAI mit den
klinischen Parametern wie Alter, Geschlecht, Anti-dsDNA-Antikérpern und
C3-Komplement (C3), zeigt sich fur die Gruppe der SLE-Patienten ein zu erwartendes
Ergebnis. Die Hohe des SLEDAIs korreliert positiv mit dem Anti-dsDNA-Antikdrpertiter
(p=0,095, r=0,2359) und negativ mit der Héhe der C3-Werte (p<0,0001, r=-0,3857;

siehe Abbildung 4.1a, b und c). Die mittels des Spearman-Tests erhobenen Ergebnisse
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sind jeweils signifikant. Von den 131 untersuchten Patienten wiesen 86 Patienten einen
SLEDAI Uber 6 auf und 45 Patienten wiesen einen SLEDAI kleiner 6 auf und wurden an
Hand der Krankheitsaktivitat, gemessen mit Hilfe des SLEDAI in eine aktive und eine
gering aktive Gruppen aufgeteilt, ein SLEDAI = 6 gilt als aktiv und ein SLEDAI kleiner 6

als nicht aktiv bzw. gering aktiv.

Tabelle 4.1 Charakterisierung der SLE-Patienten

Anzahl 131
mannlich 26
weiblich 105
Alter in Jahren (Mittelwert mit Standardabweichung) 38+ 14,2
SLEDAI (Mittelwert) 8,3t 5,5
BSG (Mittelwert) 45,75
C3 Komplement (Mittelwert) 81,31
dsDNA (Mittelwert) 111,31
Patienten ohne Immunsuppression 7

Patienten mit Prednisoloneinnahme (<7,5mg/ Tag) und/ oder Antimalaria-

therapie und/ oder Rituximab > 12 Monate 8

Patienten mittlere Prednisolondosis (>7,5<30 mg/Tag) und/ oder Azathioprin,
Methotrexat 35

Patienten mit hoher Prednisolondosis (>30<100 mg/ Tag) und/ oder

Mycophenolat-Mofetil bzw.Cyclophosphamid Boli 62

Patienten mit Biologikatherapie im letzen Jahr 16

Patienten mit sehr hoher Prednisolondosis (>100mg/ Tag) und/ oder

Cyclophosphamid oral 3
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Tabelle 4.2 Charakterisierung der gesunden Spender

Anzahl 42
mannlich 6
weiblich 36
Alter in Jahren (Mittelwert mit Standardabweichung) 2816,6
Tabelle 4.3 Charakterisierung der Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen (OAD)
Anzahl 37
mannlich 7
weiblich 30
Alter in Jahren (Mittelwert mit Standardabweichung) 55+ 13
systemische Sklerodermie (SSc, diffuse Form) 14
Sjogren-Syndrom 3
Riesenzellvaskulitis 1
Overlap Sklerodermie/ Polymyositis 2
Mischkollagenosen (Mixed connective tissue disease, MCTD) 8
Morbus Wegener 6
Anti-Synthetase-Syndrom 2
Churg Strauss-Vaskulitis 1
Patienten ohne Immunsuppression 6
Patienten mit Prednisolondosis (<7,5mg/ Tag) und/ oder
Antimalariatherapie, bzw. Rituximab > 12 Monate 2
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Patienten mittlere Prednisolondosis (>7,5<30mg/Tag) und/ oder

Azathioprin bzw. Methotrexat 6

Patienten mit hoher Prednisolondosis (>30<100mg/ Tag) und/ oder

Mycophenolat-Mofetil bzw. Cyclophosphamid Boli 20

Patienten mit Biologikatherapie im letzen Jahr 2

Patienten mit sehr hoher Prednisolondosis (>100mg/ Tag) und/ oder

Cyclophosphamid oral 1
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Abbildung 4.1: Korrelationen der Krankheitsaktivitat, gemessen am SLEDAI

und a) dem Titer der Anti-dsDNA-Antikérper (dsDNA-Ak) (n= 120) b) C3-Komplement-Spiegeln (n= 114 Paare) c)
sowie zwischen der Héhe des Antikbrpertiters der Anti-dsDNA-Antikbrper mit den C3-Serumkonzentrationen ( n= 110
Paare). Angewendet wurde jeweils der Spearman-Rangkorrelationstest.
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4.1.2 Analyse der IL-17-Serumkonzentrationen bei SLE-Patienten und
Kontroligruppen

Im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe waren die IL-17-Serumkonzentrationen bei
SLE-Patienten im Serum nicht erhdht. Seren in denen kein IL-17 nachgewiesen werden
konnte, sind in dieser Kohorte mit 0 pg/ ml angegeben. Die Nachweisgrenze fir BMS
2012HS, das Nachfolgekit der Fa. Bender Medsystems wird vom Hersteller mit 0,01
pg/ ml angegeben. Obwohl in der Serumanalyse mittels ELISA kein nachweisbarer
Unterschied zwischen SLE-Patienten und gesunden Probanden festgestellt werden
konnte, wurde in 32% der SLE-Patientenseren eine nachweisbare Serumkonzentration
(c>0,01 pg/ ml) gemessen, im Vergleich dazu jedoch nur bei 19% der gesunden
Kontrollgruppe. Die IL-17-Serumkonzentrationen Kkorrelierten nicht mit der
Krankheitsaktivitat gemessen mit Hilfe des SLEDAIs (p=0,15 r= -0,13). Der Mittelwert
der gesunden Kontrollgruppe liegt bei 2,74 pg/ ml (+ 12,00), bei SLE-Patienten bei 2,06
pg/ ml (£ 4,41). Die Abbildung 4.2 lasst erkennen, dass es eine Gruppe innerhalb der
SLE-Patientengruppe gibt, die erhdhte IL-17-Serumkonzentrationen aufwies, 21 von
131 SLE-Patienten (16%) zeigten IL-17-Serumkonzentrationen > 5pg/ ml und bei 17
dieser 21 SLE-Patienten lag ein aktives Krankheitsgeschehen (SLEDAI= 6) vor, im
Vergleich hatten 4 von insgesamt 42 gesunden Spendern (9,5%)
IL-17-Serumkonzentrationen > 5pg/ ml. Innerhalb der gesunden Kontrollgruppe liegt die
obere Standardabweichung des Mittelwerts bei 5 pg/ ml. Alle Werte > 5 pg/ ml werden
in dieser untersuchten Kohorte als erhdoht angesehen. In Abbildung 4.2 wurde die
Serumkonzentration 5pg/ ml an Hand einer horizontalen Linie dargestellt. Das Ergebnis
der ELISA Untersuchung =zeigt keinen Unterschied zwischen der gesunden
Kontrollgruppe und den SLE-Patienten, was sich moglicherweise daraus ergibt, dass
die Untersuchung in unstimulierten Proben erfolgte. Daraufhin ergibt sich die
Fragestellung, ob die Th17-Zellantwort nach Stimulation der T-Zellen mit verschiedenen

Antigenen einen Unterschied ergibt.
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Tabelle 4.4 Mittelwerte der IL-17-Serumkonzentrationen der jeweiligen Gruppe

mit Standardabweichung, die Konzentrationen sind angegeben in pg/ ml und wurden mittels ELISA ermittelt.

SLE IL-17 2,06% 4,4 pg/ mi
OAD IL-17 2,5+ 9,5 pg/ mi
HD IL-17 2,7+ 12 pg/ ml
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Abbildung 4.2: Unterschiede der IL-17-Konzentrationen zwischen SLE-Patienten, gesunden
Kontrollen und Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen.

Dargestellt sind die IL-17-Konzentrationen im Serum der gesunden Kontrollgruppe (HD) (n= 42), SLE-Patienten (n=
131), aufgeteilt in Pat. mit aktivem Krankheitsgeschehen (SLEDAIZ 6) und Pat. mit nichtaktivem
Krankheitsgeschehen (SLEDAI<6) und Pat. mit anderen Autoimmunerkrankungen OAD (n=37), angewendet wurde
der Mann-Whitney-Test, dargestellt ist jeweils der Median der einzelnen Gruppen, der Median in allen Gruppen ist 0.

Wie in Abbildung 4.2 dargestellt ist, wies ein Teil der SLE-Patienten
Serumkonzentrationen auf, die oberhalb der Nachweisgrenze liegt, 89 der 131
untersuchten Seren zeigten eine Serumkonzentration >0,01 pg/ ml, jedoch nur 9 der
gesunden Spender zeigten ebenfalls eine Serumkonzentration >0,01 pg/ ml. Die
Auswertung mit Hilfe des Chi-Square Tests ergab keinen signifikanten Unterschied im

Verhaltnis der jeweiligen Gruppe.
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4.1.3 Subgruppenanalyse der IL-17-Serumkonzentrationen bei Frauen

Auf Grund der ungleichen Geschlechterverteilung und der unterschiedlichen Ausbildung
des Krankheitsbildes des SLE bei Mannern und Frauen, erfolgte eine Analyse aller
weiblichen Studienteilnehmer. Die Gruppe der weiblichen SLE-Patienten hatte ein
durchschnittliches Alter von 38,1 (x 13,5) Jahren, 72 der 105 Patientinnen wiesen ein
aktives Krankheitsgeschehen auf (SLEDAI=6), dies entspricht 69% der untersuchten
weiblichen SLE-Patienten. Die gesunden Spenderinnen (n=36) waren durchschnittlich
27,3 Jahre alt (x 6,5). Die Patientinnen der Gruppe mit anderen
Autoimmunerkrankungen waren im Durchschnitt 55,3 (+ 13,4) Jahre alt. Bezogen auf
ausschlieBlich weibliche Studienteilnehmer, war ein signifikanter Unterschied in den
IL-17-Serumkonzentrationen zwischen den gesunden Spenderinnen und den SLE-
Patientinnen erkennbar, siehe Abbildung 4.3a). Die IL-17-Serumkonzentrationen der
SLE-Patientinnen waren signifikant erhéht (p=0,0298). Die IL-27-Serumkonzentrationen
in Abbildung 4.3b) zeigten dieselbe Verteilung wie bei der Analyse aller
Studienteilnehmer, die gesunde Kontrollgruppe zeigte signifikant hdhere

IL-27-Serumkonzentrationen im Vergleich zu den SLE-Patientinnen (p= 0,0286).
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Abbildung 4.3: Darstellung der signifikanten Unterschiede der weiblichen Probanden

a): Analyse der IL-17-Serumkonzentrationen der weiblichen SLE-Patientinnen (n= 105) im Vergleich zu gesunden
Spenderinnen (HD) (n= 36), und Patientinnen mit anderen Autoimmunerkrankungen (OAD)(n= 30), angewendet
wurde der Mann-Whitney-Test. Angezeigt ist der Median in allen Gruppen und in Abbildung 4.3b) sind die IL-27-
Serumkonzentrationen der weiblichen Studienteilnehmer dargestellt. SLE (n= 104), HD (n= 36), OAD (n= 30)
angewendet wurde der Mann-Whitney-Test, angezeigt ist der Median in allen Gruppen.
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4.1.4 Analyse der IL-27-Serumkonzentrationen von SLE-Patienten, gesunden
Kontrollen und Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen

Die Untersuchung der IL-27-Serumspiegel der Gruppe der SLE-Patienten im Vergleich
zu der Gruppe der gesunden Probanden und Patienten mit anderen Auto-
immunerkrankungen ergab einen signifikanten Unterschied zwischen der Gruppe der
SLE-Patienten und der Gruppe der gesunden Spender. Die Serumkonzentrationen der
gesunden Kontrollgruppe waren signifikant hoher im Vergleich zu den SLE-Patienten
(p=0,005). In Abbildung 4.4 ist der Medianwert angezeigt. Fur die Gruppe der gesunden
Spender lag dieser bei 170,3 pg/ ml, der Maximalwert in der Gruppe der gesunden
Spender, betrug 10 453 pg/ ml. Im Vergleich dazu lag der Median der IL-27-
Konzentration der SLE-Patienten bei 56 pg/ ml, die maximale Serumkonzentration in
der Gruppe der SLE-Patienten betrug 7375 pg/ ml. Es zeigte sich kein Unterschied der
IL-27-Serumkonzentrationen der Patientengruppe mit anderen  Autoimmun-
erkrankungen im Vergleich zu denen, der SLE-Patienten (74 pg/ ml) und zu den

gesunden Probanden.
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Abbildung 4.4: Darstellung der IL-27-Serumspiegel bei SLE-Patienten und Patienten mit anderen
Autoimmunerkrankungen (OAD) im Vergleich zu gesunden Spendern (HD)

Gesunde haben signifikant héhere IL-27-Spiegel als Patienten mit SLE, angewendet wurde der Mann-Whitney-Test
und dargestellt ist der Median der jeweiligen Gruppe. SLE (n= 130), OAD (n= 37) und gesunde Spender (HD) (n= 42)
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Wie in Abbildung 4.4 dargestellt, wiesen Patienten mit inaktivem bzw. gering aktivem
SLE (SLEDAI<6) und mit aktivem SLE (SLEDAI=6) signifikant niedrigere IL-27-Spiegel
auf als die gesunde Kontrollgruppe. Nicht aktive Patienten erreichten eine geringere
IL-27-Serumkonzentration (Median 24 pg/ ml) als Patienten im aktiven Krankheits-
zustand (85 pg/ ml). Zwischen den aktiven und den nicht aktiven bzw. gering aktiven
SLE-Patienten gab es keinen signifikanten Unterschied (p=0,1007). Die signifikant
verminderte |L-27-Expression der SLE-Patienten korrelierte nicht mit der
Krankheitsaktivitat, gemessen mit Hilfe des SLEDAIs (p=0,1524, r=0,1267), siche Abb.
4.5.

4000 .
3000 p=0,1524
2000 . ,  r=01267

°
10007 g o S0 o8 o

IL-27 (pg/ ml)

SLEDAI

Abbildung 4.5: Darstellung der Krankheitsaktivitat

gemessen am SLEDAI in Bezug auf die IL-27-Serumkonzentrationen der SLE-Patienten (n= 129 Paare). Der
Spearman-Test wurde angewendet.
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4.1.5 Kein Zusammenhang der IL-17-, IL-27-Serumspiegel der SLE-Patienten
mit paraklinischen Daten

Weiterhin wurden die Ergebnisse der ELISA-Analyse mit klinischen und paraklinischen
Daten wie Alter, Geschlecht, SLEDAI, Glukokortikoidtherapie, Therapie mit
Immunsuppressiva, Laborwerten wie C3-Komplement und Antikdrpertiter gegen
Doppelstrang-DNA (dsDNA) in Bezug gesetzt. Die Daten wurden auch auf Korrelation
miteinander untersucht. Es waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den IL-17
positiv (>0 pg/ ml) und negativ getesteten Seren und den klassischen krankheits-
assoziierten Aktivitatsmarkern wie SLEDAI (p=0,6872), Antikorpertiter gegen
Doppelstrang-DNA (p=0,8288), und Serum-C3 (p=0,7880) erkennbar (siehe Abbildung
4.6). Ebenso wies die Auswertung der IL-27 positiv (> 63 pg/ ml) und IL-27 negativ (<
63pg/ ml) getesteten Seren keine signifikanten Unterschiede auf bezuglich SLEDAI (p=
0,1690), Anti-dsDNA-Antikorpertiter (p=0,7743) und Serum-C3 (p=0,8334) auf.
Angewendet wurde der Mann-Whitney-Test, die Graphen in der Abbildung 4.6 zeigen

jeweils den Medianwert an.
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Abbildung 4.6: Darstellung der Aktivitatsparameter SLEDAI, Antikorpertiter der dsDNA-Antikorper
und C3-Komplement

Es besteht keine Korrelation zwischen IL-17 und IL-27-Serumkonzentrationen und  klinischen
Krankheitsaktivitdtsmarkern, angezeigt ist jeweils auf der Y-Achse der Diagramme in Bezug gesetzt zu den IL-17-
positiv-und negativgetesteten Seren und mit den IL-27-positiv- und negativ-getesteten Seren der SLE-Patienten (n=
131) auf der X-Achse. In negativ-getesteten Seren konnten mit den hier angewendeten Tests keine nachweisbaren
Zytokinkonzentrationen nachgewiesen werden. Angewendet wurde der Mann-Whitney-Test, angezeigt ist jeweils der
Median.
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4.1.6 Keine Assoziation der Starke der Immunsuppression der SLE-Patienten
mit den IL-17-, IL-27-Serumkonzentrationen

Das Ziel der immunsuppressiven Therapie ist es das aktive Krankheitsgeschehen mit
akuten Entzindungsprozessen zu vermindern. Daher wurde vermutet, dass die
immunsuppressive Therapie auch Einfluss auf die Parameter der Entziindung und auch
die IL-17-Serumkonzentration hat. Die Kohorte der SLE-Patienten wurde unterteilt in
Patienten unter niedriger, mittlerer und hoher immunsuppressiver Therapie. Gruppe1,
niedrige Immunsuppression (IS) umfasste alle Patienten, die keine Immunsuppression
erhielten und Patienten mit Prednisoloneinnahme < 7,5 mg/ Tag und
Antimalariatherapeutika. Gruppe 2 (mittlere 1S) umfasste Patienten mit einer
Prednisoloneinnahme von >7,5-30 mg/ Tag und/ oder Azathioprin- und/ oder
Methotrexateinnahme. Gruppe 3 (hohe [IS) beinhaltete Patienten mit einer
Prednisoloneinnahme > 30mg/ Tag, Mycophenolat-Mofetil- (MMF) und/ oder
Cyclophosphamideinnahme und/oder Biologikatherapie. In der Abbildung 4.7a) ist der
Median der IL-17-Serumkonzentrationen dargestellt. Es zeigten sich hier keine
Zusammenhange zwischen dem Grad der Immunsuppression und dem IL-17-
Serumspiegel. Wie in Abb. 4.7b) dargestellt, wiesen Patienten mit niedriger
Immunsuppression die hochsten [L-27-Serumkonzentrationen auf. Der Median der
IL-27-Serumkonzentrationen lag bei Patienten mit niedriger Immunsuppression bei 110
pg/ ml, bei Patienten mit mittlerer Immunsuppression bei 27,63 pg/ ml, und bei
Patienten mit hoher Immunsuppression bei 66,25 pg/ ml. Statistisch zeigte sich

zwischen den 3 Gruppen kein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 4.7: Zytokinserumlevel der SLE-Patienten mit Inmunsuppression:
niedrige Immunsuppression (IS): Patienten ohne IS, Prednisolon < 7,5 mg, Antimalariatherapie n= 50,
mittlere IS: Prednisolon >7,5< 30 mg und/ oder Azathioprin und/ oder Methotrexat n=69,

hohe IS: Prednisolon >30mg, Mycophenolat-Mofetil (MMF) und/ oder Cyclophosphamid, Biologikatherapie (n=12)
Angewendet wurde der ANOVA- Test, angezeigt ist der Median in jeder Gruppe.

4.1.7 IL-17-, IL-27-Serumkonzentrationen bei SLE-Patienten mit und ohne
Lupusnephritis

Eine Nierenbeteiligung ist fir die Prognose des SLE von groRer Bedeutung,
histologisch werden 6 Klassen unterschieden. In Abb. 4.8a) sind die Konzentrationen
von |IL-17 im Serum der Patienten dargestellt entsprechend der Nierenbeteiligung:
ohne Nierenbeteiligung (NB), Klasse IV-Lupusnephritis und histologisch andere oder

nicht klassifizierbare Typen der Lupusnephritis.

Klassifikation der Lupusnephritis an Hand der International Society of Nephrology/
Renal Pathology Society (ISN/ RPS) 2003 [48]

I minimale mesangiale Lupusnephritis

I mesangial proliferartive Glomerulonephritis
1 fokal proliferative Lupusnephritis

\Y diffus proliferative Lupusnephritis

V membrandse Lupusnephritis

VI fortgeschrittene sklerosierende Lupusnephritis
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Die Nierenbeteiligung hatte keinen Einflu® auf die IL-17-Serumkonzentration in dieser
Kohorte. Patienten mit der schwersten Form der Lupusnephritis, Klasse IV, wiesen
ahnliche IL-17-Serumkonzentrationen auf, wie Patienten ohne Nierenbeteiligung. Der
Median-Wert fur die IL-17-Serumkonzentrationen der Patienten ohne Nierenbeteiligung
betrug 0 pg/ ml, ebenso, wie der Median der Patienten mit Klasse IV Lupusnephritis und
der, der anderen histologischen Gruppen. Wie in Abb. 4.8b) dargestellt, wiesen SLE-
Patienten mit Nephritis Klasse IV signifikant hdhere IL-27-Serumkonzentrationen auf als

Patienten ohne Nierenbeteiligung (p<0,05) oder andere histologische Typen (p<0,05).
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Abbildung 4.8: IL-17 und IL-27-Serumkonzentrationen entsprechend der Nierenbeteiligung

4.8 a) und b): zeigt die IL-17- und IL-27-Serumkonzentrationen der SLE-Patienten ohne Nierenbeteiligung (NB) (n=
42), bzw. Klasse IV Lupusnephritis (n= 36) und andere histologische Klassen (n=53). Angewendet wurde der
ANOVA-Test, angezeigt ist jeweils der Median.(* entspricht p<0,05)
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4.2 Effekt der Aktivierung von T-Zellen durch Kurzzeitstimulation auf die
Sekretion von IL-17 und IFNy

Ausgehend von der Untersuchung der Seren mittels ELISA, in der sich keine erhdhten
IL-17-Serumkonzentrationen bei SLE-Patienten zeigten, wurde im Anschluss mittels
Stimulation der T-Zellen eine durchflusszytometrische Untersuchung im Vollblut
durchgefuhrt. Um zu pruifen, ob es Unterschiede in der in vitro T-Zellantwort von
SLE-Patienten und gesunden Kontrollen gibt, wurden Vollblut-Stimulationen mit
verschiedenen Antigenen durchgefuhrt und die Sekretion der Zytokine IL-17 und IFNy
gemessen. Ein Sekretionsinhibitor (Brefeldin A) wurde verwendet, um die Zytokine im
Zellinneren zu bewahren und diese wurden mittels fluoreszenzgekoppelter Antikdrper
intrazellular gefarbt. Durch vorher festgelegte Analysefenster (Gates) und definierte
Zellzahlen kann eine quantitative Aussage Uber die Frequenz der
zytokinproduzierenden Zellen getroffen werden. Die angegeben Frequenzen beziehen
sich jeweils auf 100.000 CD3+/CD4+ T-Zellen beziehungsweise die darin enthaltenen
CD40 Ligand+ T-Zellen.

Die Analysen der CD3+/CD4- T-Zellen ergaben, dass prozentual weniger CD40
Ligand+ Zellen nachweisbar waren, weshalb die Analyse in CD3+/CD4+ Zellen erfolgte.
Ebenso wurden IL-17 produzierende Zellen nur in den CD40 Ligand+ Zellen ermittelt.
Die Stimulation der T-Zellen erfolgte im Vollblutansatz mit verschiedenen Antigenen,
um zu prufen, ob es zu einer erhdohten Sekretion der Zytokine IL-17 und IFNy bei
SLE-Patienten im Vergleich zu gesunden Spendern kommt. Die Zellen wurden mit den
viralen Antigenen Cytomegalievirus, Epstein-Barr-Virus und dem Adenovirus stimuliert,
ebenso wurden Versuche der Stimulation mit Histonen, Nukleosomen und SmD1-
Peptiden unternommen, bei denen sich jedoch nach Stimulation in dieser Kohorte keine
Zytokinantworten zeigten. Zur Vereinheitlichung der Methodik und Etablierung eines
effektiven Protokolls im durchflusszytometrischen Nachweis antigenspezifischer
T-Zellen nach Kurzzeitstimulation, wurden Versuche zur Etablierung des

Stimulationsprotokolls durchgefuhrt.
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4.2.1 Charakterisierung der Patienten-Kohorte beziiglich des Krankheits-
aktivitatsindex SLEDAI

Die Gruppe der SLE-Patienten, die durchflusszytometrisch analysiert wurden (n= 21),
wurde an Hand der Krankheitsaktivitat gemessen mit Hilfe des SLEDAI in eine aktive
und eine nicht aktive bzw. gering aktive Gruppen aufgeteilt. In Abbildung 4.9 ist
dargestellt, wie sich die Krankheitsaktivitat auf die klinischen Parameter Anti-dsDNA-
Antikérpern und C3-Komplement auswirkt. Aktive Patienten wiesen einen niedrigeren
Serumspiegel an C3-Komplement auf, als weniger aktive Patienten (aktive SLE-
Patienten: Mittelwert: 88,4 mg/ dl SD: 27,56, nicht aktive SLE-Patienten: Mittelwert:
108,5 mg/ dl SD: 20,45, p=0,0617). Der Anti-dsDNA-Antikorpertiter ist signifikant
(p=0,0035) hoher in der Gruppe der aktiven SLE-Patienten (Mittelwert: 137,2 1U/ ml SD:
135,7) im Vergleich zur Gruppe der nicht aktiven SLE-Patienten (Mittelwert: 24,03 1U/
ml, SD: 16,56), angewendet wurde der Mann-Whitney-Test.
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Abbildung 4.9: Darstellung des Zusammenhangs zwischen aktivem Krankheitsgeschehen und a)
der Hohe der C3-Serumkonzentrationen und b) der Hohe der Antikorpertiter der Anti-dsDNA-
Antikorper

Die SLE-Patienten sind dargestellt als aktive SLE-Patienten (n=10), nicht aktive SLE-Patienten (n=11) Vollblut wurde
6 Stunden mit dem Antigen SEB (1ul/ ml) stimuliert. Nach Erythrozytenlyse, Fixierung und Permeabilisierung der
Zellen wurden auf der Oberflédche die Antigene CD3+, CD4+, CD40 Ligand geférbt und intrazellulédr die Zytokine IL-
17, IFNy. Angewendet wurde der Mann-Whitney-Test, angezeigt ist der Median.
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Tabelle 4.5 Charakterisierung der SLE-Patienten (FACS-Analyse)

Anzahl 21
mannlich 0
weiblich 21
Alter in Jahren (Mittelwert mit Standardabweichung) 42,9+ 14,14
SLEDAI (Mittelwert) 5,6+ 5
BSG (Mittelwert) 30.41
C3 Komplement (Mittelwert) 98.95
dsDNA (Mittelwert) 77.93
IL-17 ELISA (Mittelwert) in pg/ml 1,73+ 2,1
IL-27 ELISA (Mittelwert) in pg/ml 193+ 467,7
IL-17 (Median) in pg/ml 0
IL-27 ELISA (Median) in pg/ml 40
% IL-17/ CD40 Ligand+/ CD3+/CD4+(Median der Frequenz) 1.6
% IL-17/ CD3+/CD4+ (Median der Frequenz) 0.21
Ratio %IL-17/% IFNy/ CD40 Ligand+ (Median) 0.14
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Tabelle 4.6 Charakterisierung der PAtienten mit anderen Autoimmunerkrankungen (OAD)
(FACS-Analyse)

Anzahl 12
manlich 5
weiblich 7
Alter in Jahren (Mittelwert mit Standardabweichung) 54+ 13,79
IL-17 ELISA (Mittelwert) in pg/ mi 21+ 4,6
IL-27 ELISA (Mittelwert) in pg/ mi 697,41+ 2107
IL-17 (Median) in pg/ ml 0
IL-27 ELISA (Median) in pg/ ml 45
% IL-17/ CD40 Ligand+/ CD3+/CD4+(Median der Frequenz) 0,29
% IL-17/ CD3+/CD4+ (Median der Frequenz) 0,2900
Ratio %IL-17/% IFNy/ CD40 Ligand+ (Median) 0,15
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Tabelle 4.7 Charakterisierung der gesunden Spender (FACS-Analyse)
* aktivierte Th-Zellen = CD3+CD4+CD40 Ligand+
# Th-Zellen = CD3+CD4+

Anzahl 21
mannlich 2
weiblich 19
Alter in Jahren (Mittelwert mit Standardabweichung) 29,14+ 74
IL-17 ELISA (Mittelwert) in pg/ml 5,2+ 16,76
IL-27 ELISA (Mittelwert) in pg/ml 354,41 444 .4
IL-17 (Median) in pg/ml 0
IL-27 ELISA (Median) in pg/ml 218
% IL-17/ CD40 Ligand+/ CD3+/CD4+(Median der Frequenz) 1,36
% IL-17/ CD3+/CD4+ (Median der Frequenz) 0,19
Ratio %IL-17/% IFNy/ CD40 Ligand+ (Median) 0,053
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4.2.2 Gating-Strategie @ zur  durchflusszytometrischen Detektion der
Th17-Zellpopulation

Gating:

Die unterschiedlichen Zell-Populationen, die im Vorwartsstreulicht (FSC) und im
Seitwartsstreulicht (SSC) angezeigt werden, wurden wegen der Anzahl der Events im
oberen Bereich beschrankt, im Analysefenster (Gate) angezeigt sind der prozentuale
Anteil der Lymphozyten aller erfassten Events, siehe FACS-Abb 4.10. Die
angegebenen Prozentzahlen beziehen sich auf die innerhalb dieses Fensters liegenden

Zellen.
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Abbildung 4.10: Darstellung der Gating-Strategie am Beispiel eines gesunden Spenders

Vollblut wurde 6 Stunden mit dem Antigen SEB (1ul/ ml) stimuliert. Der Sekretionsinhibitor Brefeldin A wurde nach 2
Stunden zugefiigt. Nach Erythrozytenlyse, Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurden auf der Oberfléche die
Antigene CD3, CD4, CD40 Ligand und intrazelluldr die Zytokine IL-17, IFNy geférbt.
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Die Auswertung erfolgte nach Anlegen kombinierter Analysefenster auf Lymphozyten
an Hand der FSC/SSC- Eigenschaften, sowie auf aktivierte CD3+/CD4+ Zellen. Es
wurde nach den T-Zellspezifischen Oberflachenmerkmalen CD3+/CD4+ sortiert und
weiterhin  nur noch CD3+/CD4+ T-Zellen analysiert. Zur Elimination von
autofluoreszierenden Zellen wurden die CD3+/CD4+ Zellen in einem Diagramm in
einem nicht genutzten Kanal Alexa Fluor 430 dargestellt und ein Gate um die IL-17+/
Alexa Fluor 430- Population gezogen. CD40 Ligand, oder auch CD154 ist ein Protein,
das als Oberflachenmarker u.a. auf aktivierten T-Zellen zu finden ist. Um die aktivierten
T-Zellen einzugrenzen, wurde ein Gate um die CD3+/CD40 Ligand+ Population im
Diagramm gesetzt, dieses Gate wurde in der unstimulierten Probe H,O gesetzt und in
die stimulierte Probe kopiert um eine vergleichbare Position der Gates zu setzen. Die
Frequenzen der zytokinproduzierenden Zellen von IL-17 und IFNy werden in Prozent
angegeben, bezogen auf aktivierte CD3+/CD40L+ aller CD3+/CD4+ Zellen der
Lymphozyten. Die Analyse erfolgte bei allen mit verschiedenen Antigenen stimulierten

und unstimulierten Proben.
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4.2.3 Vergleich des Stimulationserfolges mit Staphylococcus Enterotoxin B
im Vollblut und in PBMCs

Die durchflusszytometrische Untersuchung kann sowohl mit Patientenproben im
Vollblut als auch in zuvor aufgereinigten Proben und den verbliebenen mononuklearen
Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) erfolgen. Mit Staphylococcus Enterotoxin B
(SEB) stimulierte Vollblutproben von Patienten und Gesunden wiesen hdhere
Frequenzen der IL-17 produzierenden Zellen auf als in isolierten PBMCs der selben
Patienten und Gesunden nachzuweisen waren (im Vollblut 4,3% der aktivierten
T-Zellen im Vergleich zu 2,8% der aktivierten T-Zellen in PBMCs) siehe Abb. 4.11,

deswegen wurden im weiteren Verlauf Vollblutproben analysiert.
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Abbildung 4.11: Vergleich der Frequenzen der IL-17/IFNy doppeltpositiven Zellen in PBMCS und
Vollblut

Dargestellt sind das Lymphozytengate, die Sortierung nach CD3+/CD4+ T-Zellen und Auswahl der aktiven CD40
Ligand positiven T-Zellen, zur vergleichenden Beurteilung der IL-17/ IFNy- doppeltpositiven T-Zellen; Vollblut bzw.
PBMCs eines gesunden Spenders nach Stimulation mit SEB, nach einer Inkubationsdauer von 6 Stunden und
Zugabe des Sekretionsinhibitors Brefeldin A nach 2 Stunden.
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4.2.4 Besserer Stimulationserfolg nach polyklonaler T-Zellstimulation mit
Staphylococcus Enterotoxin B (SEB) als mit PMA/ lonomycin

Zur polyklonalen Stimulation der T-Zellen kdénnen sowohl SEB als auch PMA/
lonomycin verwendet werden. Im Vorversuch wurde ein besseres Stimulationsergebnis
im Vollblut mit SEB erlangt. Wie in Abb. 4.12 gezeigt, konnten hohere Frequenzen der
IL-17 produzierenden Zellen nach der polyklonalen Stimulation der T-Zellen mit SEB
(1,792% IL-17 produzierende Zellen der aktivierten Th-Zellen) im Vergleich zu der
Stimulation mit PMA/lonomycin (0,1534% IL-17 produzierende Zellen der aktivierten

Th-Zellen) nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.12: Hohere Effektivitat der Stimulation mit PMA

Dargestellt ist jeweils das Lymphozytengate, das Analysefenster um die CD3+/CD4+ T-Zellpopulation, das
Analysefenster der aktiven CD40 Ligand positiven T-Zellen und im Vergleich die IL-17/ IFNy- doppeltpositiven T-
Zellen nach Stimulation der selben Blutprobe eines gesunden Spenders mit SEB und mit PMA/ lonomycin, nach
sechsstiindiger Inkubation, Brefeldin A wurde nach 2 Stunden Inkubation zugefiigt.
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4.2.5 Hohere Effektivitat einer Stimulationsdauer von 6 h als liber 24 h

Die Stimulationsdauer wurde auf sechs Stunden festgelegt, da eine langere
Stimulationsdauer dazu fuhrte, dass nach Farbung der Oberflachenmolekile die
CD3+/CD40 Ligand+ Population schlechter abzugrenzen war und die Frequenzen der
IL-17 produzierenden Zellen abnahmen. Nach 6-stindiger Stimulation konnten
Frequenzen von 4,223% IL-17 produzierender Zellen der Th-Zellen nachgewiesen
werden, nach 24-stindiger Stimulation konnten Frequenzen von 0,542% der Th-Zellen

als IL-17 produzierende Zellen nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.13: Nachweis antigenspezifischer T-Helferzellen eines gesunden Spenders nach 6h
Stimultaionsdauer bzw. 24h Stimulationsdauer

Vollblut wurde 6 Stunden und 24 Stunden mit dem Antigen SEB (1ul/ ml) stimuliert. Der Sekretionsinhibitor Brefeldin
A wurde nach 2 Stunden zugefligt. Nach Erythrozytenlyse, Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurden auf
der Oberflache die Antigene CD3+, CD4+, CD40 Ligand geférbt und intrazelluldr die Zytokine IL-17, IFNy. Die
Auswertung erfolgte nach Anlegen kombinierter Analysefenster auf Lymphozyten an Hand der FSC/SSC-
Eigenschaften, sowie auf aktivierte CD3+/CD4+ Zellen.
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4.2.6 Darstellung der Stimulationskontrolle und der Stimulation mit anderen
Antigenen

Als Farbekontrolle diente fur jede analysierte Blutprobe die mit H,O bzw. DMSO
versetzte Probe, als Leerprobe. Die Leerprobe zu jeder Analyse zeigte, ob im
unstimulierten bzw. voraktivierten Zustand der Probe IL-17 produzierende Zellen
vorhanden sind. In Abb. 4.14 ist die Stimulation der Vollblutprobe eines SLE-Patienten
mit den Antigenen Cytomegalie-Virus (CMV), Adeno-Virus 5 (Adeno), SEB und der mit
H,0O versetzten Probe angezeigt. Im linken Analysefenster ist jeweils die Population der
aktivierten Th-Zellen (CD3+/CD40 Ligand+) angezeigt, im rechten Analsysefenster sind
die Frequenzen der IL-17/ IFNy doppeltpositiven Zellen der aktivierten T-Zellen
dargestellt. In der mit H,O versetzten Probe war keine aktivierte T- Zellpopulation
abzugrenzen, die Frequenzen der IL-17/ IFNy doppeltproduzierenden Zellen betrug 0 %.
Die Stimulation mit CMV hatte bei diesem Patienten eine Aktivierung der T-Zellen zur
Folge und es waren erhdhte Frequenzen der IFNy produzierenden Zellen (72,3% der
aktivierten Th-Zellen) zu erkennen, die Frequenzen der IL-17 produzierenden Zellen
betrug 0,42 % der aktivierten Th-Zellen. Nach der Stimulation mit Adenovirus 5 waren
nur sehr geringe Frequenzen an aktivierten Th-Zellen zu erkennen, die sich aus IFNy
produzierenden Zellen zusammensetzten. Der grofte Stimulationserfolg, gemessen an
den Frequenzen der IL-17/ IFNy doppeltpositiven Zellen, wurde mit der Stimulation der
T-Zellen mit SEB erreicht (5,94% IL-17 produzierende Zellen innerhalb der aktivierten
Th-Zellen).
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Abbildung 4.14: Nachweis antigenspezifischer T-Helferzellen eines SLE-Patienten

Vollblut wurde 6 Stunden mit den Antigenen CMV, Adeno oder SEB stimuliert, der Sekretionsinhibitor Brefeldin A
wurde nach 2 Stunden zugefiigt. Nach Erythrozytenlyse, Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurden auf der
Oberfldche die Antigene CD3, CD4 und CD40 Ligand und intrazellulédr die Zytokine IL-17 und IFNy nachgewiesen.
Die Auswertung erfolgte nach Anlegen kombinierter Analysefenster auf Lymphozyten an Hand der FSC/SSC-
Eigenschaften, sowie auf aktivierte CD3+/CD4+ Zellen.
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4.2.7 Spontane IL-17-Sekretion

Unter den 21 untersuchten SLE-Patienten wiesen drei SLE-Patienten eine spontane IL-
17-Sekretion in der unstimulierten Probe (H,O) auf, im Vergleich dazu konnte in keiner
unstimulierten Blutprobe der 21 gesunden Spender eine Th17-Aktivitat festgestellt
werden. Abbildung 4.15 zeigt die spontane IL-17-Sekretion in unstimulierten Proben
der drei SLE-Patienten und im Vergleich eine unstimulierte Probe eines SLE-Patienten,
ohne spontane IL-17-Sekretion. Bei zwei der drei voraktivierten SLE-Patienten mit
spontaner IL- 17 Sekretion, lag ein aktives Krankheitsgeschehen vor (mittlerer SLEDAI=
9,5 SD: 0,5). Die IL-17-Serumkonzentrationen in der ELISA-Untersuchung lagen flr
diese drei Patienten zwischen 3,5- 6 pg/ ml, der Median in der gesamten
SLE-Patientengruppe betragt 0 pg/ ml. Weiterhin auffallig ist ein sehr hoher
Serumspiegel fur Anti-dsDNA-Antikorper bei Patient SLE 13. Alle drei SLE-Patienten
erhielten eine mittlere immunsuppressive Therapie, d.h. Prednisolon >7,5 mg/ Tag <

30mg/ Tag und/ oder Azathioprin und/ oder Methotrexat.
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Abbildung 4.15: Spontane IL-17-Sekretionen bei drei SLE- Patienten in unstimulierten Proben

nach 6 Stunden Inkubation

Nach Erythrozytenlyse, Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurden auf der Oberflache die Antigene CD3+,
CD4+, CD40 Ligand geférbt und intrazelluldr die Zytokine IL-17, IFNy. Die Auswertung erfolgte nach Anlegen
kombinierter Analysefenster auf Lymphozyten an Hand der FSC/SSC- Eigenschaften, sowie auf aktivierte
CD3+/CD4+ Zellen. Beispielhaft als unstimulierte Probe ohne IL-17- Spontansekretion ist IL-17/CD40 Ligand Dotplot
des SLE- Patienten SLE18 gezeigt.

4.2.8 IL-17-Frequenzen bezogen auf CD3+/CD4+ T-Zellen bei SLE-Patienten,
gesunden Spendern und Patienten mit anderen Autoimmun-
erkrankungen

Nach Stimulation der Vollblutproben mit verschiedenen Antigenen ergibt sich flr die
Stimulation mit SEB die starkste T-Zellantwort. Nachfolgend ist die prozentuale Anzahl
der IL-17 produzierenden Zellen bezogen auf 100.000 CD3+/CD4+ der untersuchten
Proben dargestellt. Alle Proben wurden in 6-stlindiger Inkubation mit SEB stimuliert und
durchflusszytometrisch ausgewertet. Wie in Abbildung 4.16 gezeigt, besteht ein
geringer Unterschied der Frequenzen der IL-17 produzierenden Zellen der

SLE-Patienten (Median: 0,21) und der gesunden Kontroligruppe (Median: 0,19,
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p=0,6416), die Medianwerte der SLE-Patienten und der gesunden Spender ergeben
annahernd eine ahnliche Frequenz. Die Gruppe der Patienten mit anderen
Autoimmunerkrankungen (OADs) erreicht die hdchsten Frequenzen der |L-17
produzierenden Zellen (Median: 0,29) innerhalb der gegateten CD3+/CD4+ Zellen
(0,29 % der CD4+- Zellen).

Tabelle 4.8 Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchung der IL-17-Frequenzen
bezogen auf die CD3+/CD4+ T- Zellen. Angegeben ist jeweils der Median.
# Th-Zellen = CD3+CD4+

Patientengruppen Median Range
SLE % IL-17/ CD3+/CD4+ (Median der Frequenz) 0.21 0,02- 0,77
OAD % IL-17/ CD3+/CD4+ (Median der Frequenz) 0,29 | 0,13-0,73
HD % IL-17/ CD3+/CD4+ (Median der Frequenz) 0,19 | 0,02-0,56
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Abbildung 4.16: Darstellung der durchflusszytometrischen Analyse der Th17-Frequenzen

bezogen auf CD3+/CD4+ T- Zellen bei SLE- Patienten (n= 21), gesunden Spendern (HD) (n=21) und Patienten mit
anderen Autoimmunerkrankungen (OAD) (n= 12). Die Stimulation erfolgte mit SEB. Angewendet wurde der Mann-
Whitney- Test, angezeigt ist der Median.
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4.2.9 IL-17-Frequenzen bezogen auf aktivierte CD3+/CD4+ T-Zellen (CD40
Ligand+) bei SLE-Patienten, gesunden Spendern und Patienten mit
anderen Autoimmunerkrankungen

Untersucht wurden, nach polyklonaler Stimulation mit SEB flir 6 Stunden, die
Frequenzen der aktivierten CD3+/CD4+ Zellen der SLE-Patienten, der gesunden
Spender und der Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen, die mittels des
Aktivitatsmarkers CD40 Ligand kenntlich gemacht wurden. Zur weiteren Analyse
wurden die CD40 Ligand+ Zellen in einem Analysefenster erfasst und die
IL-17-Frequenzen bezogen auf die CD40 Ligand+ Zellen verglichen. In Abb. 4.17 ist
dargestellt, dass die CD40L+ Zellen der SLE-Patienten eine mediane Frequenz von
1,6% (Mittelwert: 2,04, SD: 1,456) der CD40L+ Zellen haben, die Frequenz der
gesunden Spender liegt im Median bei 1,4% (Mittelwert: 1,39 SD: 0,7547) und der
Median der Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen bei 2,2% (Mittelwert: 2,462
SD: 1,278). Der Unterschied der Frequenzen der IL-17 produzierenden Zellen bezogen
auf aktivierte T-Zellen zwischen den gesunden Spendern und der Patienten mit

anderen Autoimmunerkrankungen ist signifikant (p=0,0193).
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Abbildung 4.17: IL-17-Frequenz bezogen auf aktivierte CD3+/CD4+ T-Zellen

Darstellung der durchflusszytometrischen Analyse bei gesunden Spendern (HD) (n= 21), SLE- Patienten (n= 21) und
Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen (OAD) (n= 12), nach Stimulation mit SEB. Angewendet wurde der
Mann-Whitney-Test, angezeigt ist der Median.
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4.2.10Vergleich des Stimulationserfolges mittels durchflusszytometrischer
Bestimmung der IFNy-Frequenzen bei SLE-Patienten und gesunden
Spendern

Die IL-17-Produktion zeigte auch nach Stimulation der T-Zellen nahezu gleiche
Frequenzen in der Gruppe der SLE-Patienten und der gesunden Spender. Zur
Uberprifung des Stimulationserfolges wurde zeitgleich die Produktion des Zytokins
IFNy gemessen, die IFNy-Produktion der gesunden Spender war signifikant (p= 0,0006)
hoéher als bei SLE-Patienten, siehe Abb. 4.18.
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Abbildung 4.18: Darstellung der IFNy-Produktion nach T-Zellstimulation bezogen auf CD40
Ligand+ T-Zellen bei SLE-Patienten (n=21) und gesunden Spendern( HD) (n= 21).

Vollblut wurde 6 Stunden mit dem Antigen SEB (1ul/ ml) stimuliert. Die Zugabe des Sekretionsinhibitors Brefeldin A
erfolgte nach 2 Stunden. Nach Erythrozytenlyse, Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurden auf der
Oberfidche die Antigene CD3+, CD4+, CD40 Ligand geférbt und intrazellulér die Zytokine IL-17, IFNy. Angewendet
wurde der Mann-Whitney-Test, angezeigt ist der Median.

Die intrazellulare Farbung von Interferon y dient als Kontrolle der Effizienz der
Aktivierung. Die Frequenzen der Zytokine IL-17 und IFNy nach Stimulation der T-Zellen
mit verschiedenen Antigenen waren bei SLE-Patienten geringer, als bei gesunden
Spendern, die Frequenzen der INFy produzierenden Zellen waren signifikant niedriger,
als bei gesunden Spendern, dennoch waren hdhere IL-17-Frequenzen in der Gruppe

der SLE-Patienten nachzuweisen. Die gemessenen Frequenzen der beiden Zytokine
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IL-17 und IFNy wurden in der jeweiligen Gruppe miteinander ins Verhaltnis gesetzt. Die

gebildete Ratio stellt die Balance zwischen Th17- und Th1- Zellaktivitat dar.

4.2.11Ratio der IL-17/ IFNy-positiven Zellen in aktivierten T-Zellen

FUr die untersuchten Gruppen der SLE-Patienten, gesunden Spender (HD) und
Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen (OAD) wurde jeweils die Ratio an Hand
der Frequenzen der IL-17 und der Frequenzen der IFNy produzierenden Zellen erhoben.
Daraus ergab sich eine Ratio, die die IL-17-Frequenz bezogen auf stimulierte T-Zellen
angibt. Bei allen untersuchten Proben wurden hdhere Frequenzen fur IFNy als fur IL-17
gemessen, d. h. die sich ergebende Ratio ist immer <1. Dabei zeigt sich in Abbildung
4.19 ein signifikanter Unterschied (p<0,0001) zwischen den gesunden Spendern
(Median: 0,07) und den SLE- Patienten (Median: 0,13) fir die Ratio: IL-17-Produktion in
aktivierten T-Zellen und IFNy-Produktion. Die Gruppe der Patienten mit anderen
Autoimmunerkrankungen (Median: 0,14) unterschied sich signifikant von der Gruppe

der gesunden Spender (p=0,0003).
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Abbildung 4.19: Darstellung der Ratio der IL-17-Frequenzen der CD4+/ CD40 Ligand+ T-Zellen und
der Frequenzen von Interferon y der CD4+/ CD40 Ligand + T-Zellen

Vollblut wurde 6 Stunden mit dem Antigen SEB (1ul/ ml) stimuliert, gesunde Spender (HD) (n= 21), SLE-Patienten
(n=21), OAD (n= 12). Nach Erythrozytenlyse, Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurden auf der Oberfléche
die Antigene CD3+, CD4+, CD40 Ligand geférbt und intrazelluldr die Zytokine IL-17, IFNy. Angewendet wurde der
Mann-Whitney-Test, angezeigt ist der Median.

4.2.12 Durchflusszytometrische Analyse der IL-17-Frequenzen nach
T-Zellstimulation mit viralen Antigenen CMV und Adenovirus

Nach Stimulation mit viralen Antigenen, wie Cytomegaliervirus und Adenovirus 5 zeigte
sich eine geringe IL -17-Sekretion bei SLE-Patienten. Bei gesunden Probanden
konnten nach der Stimulation mit Adenovirus 5 erhdhte Frequenzen der IFNy
produzierenden Zellen in gesunden Probanden nachgewiesen werden. Wie in
Abbildung 4.20a) gezeigt, nach Stimulation mit Adenovirus, wurden signifikant
(p=0,0001) hdéhere Frequenzen der IFNy produzierenden Zellen in der Gruppe der
gesunden Spender (Median: 0,07 Mittelwert: 0,08 SD: 0,07) im Vergleich zu den
Frequenzen der IFNy produzierenden Zellen der SLE-Patienten (Median: 0,01
Mittelwert: 0,25 SD: 0,05) nachgewiesen. Abbildung 4.20b) zeigt die Unterschiede der
Frequenzen der zytokinproduzierenden Zellen nach Stimulation mit CMV. Es bestand
kein signifikanter Unterschied in der Reaktion der IL-17 produzierenden Zellen,

zwischen der Gruppe der SLE-Patienten (Median: 0 Mittelwert: 0,02 SD: 0,06) und der
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gesunden Spender (Median: 0 Mittelwert: 0 SD: 0). Ebenso bestand kein signifikanter
Unterschied zwischen den Frequenzen der IFNy produzierenden Zellen der SLE-

Patienten und der gesunden Spender.

a) Adenovirus b) CMV

IL-17 IFNy IL-17 IFNy
)
2
.g S
< p=0,0001 g n.s
T 0.3q I I 2 (- —
< £ .
= .5 1.5
[ © 1.0+ °
.Q [ ) -_—
E 0.2+ E 0.5 .
= - - [ °®
E 2 0207 -
5 o a °
@ 01 § 015
S — s 0.10+

o o

S‘ ®e .o:o. £ 005 a_® -... °
S ool ———— =5 & 00— - o
— A QA Q 2 = A Q
‘,:. o\\;\ Q,\\;'\ o«é \Qé 3 \\;\ \\;(\ \Qé* \Q\;
3 ¥ P ? X SN ® ¥

Abbildung 4.20 Vergleich der IL-17- und INFy-Frequenzen von SLE-Patienten (n= 19) und
gesunden Spendern (HD) (n= 18) bezogen auf CD 40Ligand+ T-Zellen nach Stimulation mit viralen

Antigenen

Vollblut wurde 6 Stunden mit dem Antigen Adenovirus 5 (20ul/ml) stimuliert in Abbildung 4.20a) und mit dem Antigen
Cytomegalievirus (CMV 20ul/ml) in Abbildung 4.20 b) gezeigt ist der Vergleich der IL-17- und INFy- Frequenzen
nach Stimulation von SLE- Patienten (n= 20) und gesunden Spendern (HD) (n= 17) bezogen auf CD40 Ligand+ T-
Zellen. Nach Erythrozytenlyse, Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurden auf der Oberfldche die Antigene
CD3+, CD4+, CD40 Ligand geféarbt und intrazellular die Zytokine IL-17, IFNy. Angewendet wurde der Mann-Whitney-
Test, angezeigt ist der Median.
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4.2.13Keine Assoziation der IL-17-Frequenzen bzw. IL-17/ IFNy Ratio der SLE-
Patienten mit klinischen Parametern

Die Frequenzen der IL-17 produzierenden Zellen der SLE-Patienten wiesen nach
Analyse mittels Spearman-Test keinen Zusammenhang mit Aktivitatsmarkern wie
SLEDAI (p=0,28, r=-0,24), C3-Komplement (p=0,31, r=-0,23) wund der
Immunsuppression (p=0,97, r=0,008) auf, siehe Abbildung 4.20. Ebenso zeigte sich
kein Zusammenhang zwischen der IL-17/ IFNy Ratio und klinischen Parametern wie
SLEDAI (p=0,48, r=-0,16), C3-Komplement (p=0,47, r=-0,16) und
Anti-dsDNA-Antikorpertiter (p=0,11, r=-0,22) (Daten ohne Abbildung). Eine signifikante
negative Korrelation ergab sich bei der Analyse der IL-17-Frequenzen im
Zusammenhang mit der Héhe des Anti-dsDNA-Antikorpertiters. Abbildung 4.21 zeigt die
negative Korrelation der IL-17-Frequenzen aufgetragen auf der X-Achse, gegen den
Antikorpertiter der Anti-dsDNA- Antikorper auf der Y-Achse.
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Abbildung 4.21: Darstellung der IL-17-Frequenzen bezogen auf CD40 Ligand+ T-Zellen in
Korrelation zu der Hohe des Antikorpertiter der Anti-dsDNA-Antikorper (n= 21 Paare) p= 0,016,
r=-0,52

Vollblut wurde 6 Stunden mit dem Antigen SEB (1ul/ ml) stimuliert. Nach Erythrozytenlyse, Fixierung und
Permeabilisierung der Zellen wurden auf der Oberflache die Antigene CD3, CD4, CD40 Ligand geférbt und
intrazellulédr die Zytokine IL- 17, IFNy. Angewendet wurde der Spearman-Test.
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4.2.14Einfluss der Krankheitsaktivitat auf die IL-17-/ IFNy-Sekretion

Nachfolgend ist graphisch dargestellt, wie sich die Krankheitsaktivitat, gemessen am
SLEDAI, zuerst auf die IL-17-Frequenzen bezogen auf alle T-Zellen (CD3+/CD4+),
dann bezogen auf aktivierte T-Zellen (CD40 Ligand+) und au3erdem bezogen auf die
IL-17/ IFNy Ratio auswirkt. Abbildung 4.22a) zeigt, dass es keinen Unterschied der
IL-17-Frequenzen bezogen auf CD3+/CD4+ Zellen bei aktiver (Median: 0,17) und nicht
aktiver bzw. gering aktiver Krankheitsaktivitat gibt (Median: 0,21 bei SLEDAI< 6).
Ebenso verhalt es sich fur die IL-17-Frequenzen bezogen auf aktivierte T-Zellen (p=
0,21) ( Abb. 4.22b). Der Median der Frequenzen der IL-17 produzierenden Zellen der
nicht aktiven bzw. gering aktiven SLE-Patienten betragt 1,87%, die Frequenzen der
IL-17 produzierenden Zellen der aktiven Patienten lag bei 1,33%, siehe Abbildung
4.22b). Die Ratio, gebildet aus den IL-17-Frequenzen und den IFNy-Frequenzen der
aktivierten T-Zellen, unterscheidet sich nicht, im aktiven Krankheitszustand (Median:
0,11) vom nicht aktiven Krankheitszustand (Median: 0,14).
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Abbildung 4.22: Darstellung des Einflusses des aktiven Krankheitsgeschehen auf a) die IL-

17-Frequenzen bezogen auf alle CD3+/CD4+ Zellen und b) die IL-17-Frequenzen bezogen auf alle

CD40 Ligand+/ CD3+/CD4+ Zellen und c) die IL-17/ IFNy -Ratio

aktive SLE-Patienten (n=10), nicht aktive SLE-Patienten (n=11) Vollblut wurde 6 Stunden mit dem Antigen SEB (1ul/
ml) stimuliert. Nach Erythrozytenlyse, Fixierung und Permeabilisierung rder Zellen wurden auf der Oberfldche die
Antigene CD3+, CD4+, CD40 Ligand geféarbt und intrazelluldr die Zytokine IL-17, IFNy. Angewendet wurde der Mann-

Whitney-Test, angezeigt ist der Median.
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4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Untersuchung der Seren ergab, dass die IL-17-Serumkonzentrationen der
SLE-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden in dieser Kohorte nicht erhoht
waren, sie korrelierten nicht mit den Frequenzen der im peripheren Blut zirkulierenden
Th17-Zellen oder der Krankheitsaktivitat, gemessen mit Hilfe des SLEDAIs. Es konnten
keine Zusammenhange mit anderen klinischen oder paraklinischen Daten festgestellt
werden. Die Subgruppenanalyse der IL-17-Serumanalyse ergab einen signifikanten
Unterschied zwischen den IL-17-Serumkonzentrationen der weiblichen SLE-Patienten
und den gesunden Spenderinnen. Die IL-27-Serumanalyse ergab, dass gesunde
Probanden die hdchsten Serumkonzentrationen aufwiesen und die
Serumkonzentrationen der SLE-Patienten signifikant niedriger waren, als die, der
gesunden Probanden. Die durchflusszytometrische Untersuchung des Vollbluts nach
Kurzzeitstimulation mit verschiedenen Antigenen ergab, dass die Frequenzen der IL-17
produzierenden Zellen der SLE-Patienten, nach Stimulation mit (SEB) sich nicht
unterschieden von den Frequenzen der IL-17 produzierenden Zellen der gesunden
Spender. Die Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen (OAD) erreichten im
Vergleich die héchsten Frequenzen der IL-17 produzierenden Zellen, die sich signifikant
von denen der gesunden Spender unterschieden. Die Frequenzen der IFNy
produzierenden Zellen der gesunden Spender waren signifikant hoher als die der
SLE-Patienten. Ebenso ergab die Ratio, gebildet aus den Frequenzen der IL-17 und der
IFNy produzierenden Zellen, einen signifikanten Unterschied zwischen gesunden

Spendern und SLE-Patienten.
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5 Diskussion

5.1 Die Rolle des IL-17 bei SLE

Der systemische Lupus erythematodes ist unter anderem durch eine gestorte
T-Zellhomobostase gekennzeichnet [6]. Es wurde beschrieben, dass Patienten mit
aktivem Krankheitsgeschehen sowohl erhdhte Frequenzen an zirkulierenden
Th17- Zellen [22, 23, 25] als auch erhohte IL-17-Serumkonzentrationen aufwiesen [23,
25]. In dieser Arbeit wurde auf Ebene der zytokinproduzierenden T-Zellen im Vollblut
und der Zytokinkonzentrationen im Serum untersucht, ob Unterschiede im Th17-Profil
und der IFNy-Expressionen bei Patienten mit SLE im Vergleich zu gesunden Spendern
oder anderen Autoimmunerkrankungen nachzuweisen waren. Es konnten keine
Unterschiede zwischen SLE-Patienten und gesunden Spendern festgestellt werden,
bezlglich der Frequenzen IL-17 produzierender T-Zellen und der IL-17-Serum-
konzentrationen. Jedoch konnten signifikant niedrigere IFNy-Expressionen in
CD3+/CD4+-Zellen bei SLE-Patienten nachgewiesen werden. IFNy gqilt als das
Markerzytokin der Th1-Differenzierung und ist ein proinflammatorisch wirkendes Zytokin
[49]. In der Untersuchung von Niesner et al. [49] wurde gezeigt, dass eine
Autoregulation der Th1-Zellen durch den Transkriptionsrepressor twist1 stattfindet,
indem die Expression von IFNy , TNFa und IL-2 vermindert wird. Dieser fungiert als
endogener Regulator. Bisher wurden im Mausmodell und bei Patienten mit
Rheumatoider Arthritis, Morbus Crohn und Colitis Ulzerosa erhohte twist1-Expressionen
nachgewiesen, die auf wiederholte Stimulaton der Th1-Zellen und eine Rolle der
Th1-Zellen an der Pathogenese dieser Erkrankungen hindeuten. Die Expression von
IFNy vermindert die Differenzierung naiver T-Zellen zu Th17-Zellen, so dass ein
niedriger IFNy- Spiegel eine Verschiebung zu Gunsten der Th17-Zellen bewirkt [9, 14].

In der vorliegenden Untersuchung konnte diese Verschiebung zu Gunsten der
Th17-Zelluntergruppe bei SLE-Patienten nicht beobachtet werden. Es waren jedoch
Unterschiede zwischen den SLE-Patienten in dieser Kohorte und den Gesunden,

bezlglich der Th1-Zelluntergruppe zu erkennen. So scheint es, dass beim SLE
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Mechanismen wirken, die zu einer Dysregulation zwischen Effektor- und regulierenden
T-Zellen fuhren, so dass die Th1- bzw. T-reg- Zellfraktion vermindert vorkommen,
jedoch nicht zwangslaufig einen Anstieg der Th17-Zellen zur Folge haben [50, 51]. Die
Stérung der Balance der T-Zellfraktionen Th1, T-reg und Th17 scheinen wahrend des
aktiven Krankheitsgeschehens eine Rolle in der Pathogenese des SLE zu spielen [52]
und die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigten ebenfalls verminderte Th1-
Frequenzen bei SLE-Patienten und keine Veranderung der Th17-Frequenzen. In der
Literatur weisen einige Studien daraufhin, dass bei SLE-Patienten IL-17 eine Rolle in
der Progression des Krankheitsgeschehens spielt, so dass fur SLE-Patientengruppen
mit hohen IL-17-Serumkonzentrationen bzw. IL-17-Frequenzen eine Anti-IL-17-
Therapie erfolgsversprechend sein kann [53]. In dieser Untersuchung konnten keine
erhdhten IL-17-Serumkonzentrationen flir SLE-Patienten im Vergleich zu gesunden
Spendern nachgewiesen werden, so dass die Aussicht auf therapeutische Erfolge in
der IL-17-Therapie durch die vorliegende Studie nicht bestatigt werden kdénnen. Eine
veranderte Ratio der Th1-Zellen zu Th17-Zellen von SLE-Patienten wurde ebenfalls bei
anderen Autoren [22] nachgewiesen, hier wurden erhdhte Frequenzen der IL-17
produzierenden Zellen, aber unveranderte Th1-Frequenzen ermittelt. Andere
Untersuchungen gingen auf das Verhaltnis der T-reg-Zellen zu den Th17- Zellen bei
SLE-Patienten ein, die T-reg/Th17 Ratio schien bei SLE-Patienten, besonders im
aktiven Krankheitszustand, vermindert im Vergleich zu Gesunden [52, 54].

Der Einfluss der T- regulatorischen Zellen auf die Pathogenese des SLE wurde in
dieser Arbeit nicht analysiert. Es wurde berichtet, dass auch diese
CD4+CD25""FOXP3+ T-Zellen Effektorzytokine wie IL-17 und IFNy bilden kénnen.
Bemerkenswert dabei ist, dass die IL-17 produzierenden Zellen innerhalb der
CD4+CD25""FOXP3+ T-Zellen bei SLE-Patienten vermindert sind [6, 55]. Der genaue
Einfluss ist nicht abschlielend geklart und ist nicht weiterer Bestandteil dieser

Untersuchung gewesen.
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5.1.1 IL-17 Serumspiegel sind bei SLE- Patienten erniedrigt

In dieser Untersuchung wurden 131 Seren von SLE-Patienten auf ihre IL-17

Serumkonzentrationen untersucht; die Serumkonzentrationen in unserer Kohorte waren

niedriger als bei den gesunden Spendern. Die hier ermittelten IL-17-Konzentrationen

weichen teils von zuvor publizierten Ergebnissen ab.

Tabelle 5.1 Studien zu IL-17

SLE systemischer Lupus erythematodes, pSLE pé&diatrischer systemischer Lupus erythematodes, m. NB mit
Nierenbeteiligung, o. NB ohne Nierenbeteiligung, HD gesunde Spender

Studie Teilnehmer Ergebnis IL-17- Methode
Konzentration
Wong et al. 40 SLE- Pat. mit SLE m. NB IL-17
2008 Nierenbeteiligung 22,44 pg/ ml ELISA
Clinical (NB) Plasma
Immunology 40 SLE- Pat. Ohne SLE 0. NB R&D
Nierenbeteiligung 25,14 pg/ ml Systems
(NB)
40 gesunde HD
Spender (HD) 6,55 pg/ ml
Rana et al. 40 Pat. mit pSLE IL-17
2012 Lupus padiatrischem SLE 766,95 pg/ml ELISA
(pSLE) Serum
20 gesunde HD Diaclone
Spender (HD) 172,7 pg/mi
Zhao et al. 57 SLE- Pat. (SLE) SLE IL-17
2009 23,82 pg/ ml ELISA
Mol Biol Rep 30 gesunde Spender (HD) HD Serum
16,98 pg/ ml R&D
Systems
Chen et al 2012 24 SLE- Pat. (SLE) SLE IL-17 ELISA Serum
Lupus 7,26 pg/ ml eBioscience
12 gesunde Spender (HD) HD
0,82 pg/ ml
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Die Mediane der IL-17-Serum- bzw. Plasmakonzentrationen in den oben genannten
Studien variieren allerdings auch untereinander. Im Vergleich zu den oben genannten
Studien [23, 25, 44, 56] weichen die Ergebnisse der IL-17-Serumkonzentrationen dieser
Kohorte um das mindestens 7-fache ab. Diese Diskrepanz konnte durch die
unterschiedliche Krankheitsaktivitat der Patienten in den Kohorten zustande gekommen
sein, beziehungsweise der Grofle und damit der Reprasentanz der untersuchten
Gruppe an Patienten. Der Einfluss der Krankheitsaktivitat auf die IL-17-
Serumkonzentrationen ist in sofern schwierig zu bewerten, da die in den oben
genannten Studien diesbezuglich nicht einheitlich sind.

In der Untersuchung von Chen et al. [44] wurden nur aktive Patienten (SLEDAI 16,4+
3,9) eingeschlossen, wodurch die im Vergleich zu den vorliegenden Messwerten
erhdhten IL-17-Serumkonzentrationen bedingt sein kdnnten. Die Patienten in der hier
untersuchten Kohorte wiesen im Vergleich dazu einen durchschnittlichen SLEDAI von
8 auf. Die Krankheitsaktivitat scheint also Einfluss auf die IL-17-Serumkonzentrationen
zu haben. Die untersuchten Seren der vorliegenden Studie waren sowohl von Patienten
im aktiven und nichtaktiven bzw. geringaktiven Krankheitszustand. Obwohl die
Unterschiede zwischen den publizierten Studien und unserer Untersuchung ggf. durch
die unterschiedliche Krankheitsaktivitat zu Stande gekommen sein kdnnte, zeigte sich
innerhalb  unserer Kohorte kein signifikanter Unterschied in den IL-17
Serumkonzentrationen von aktiven und nichtaktiven bzw. geringaktiven Patienten, die
keine Korrelation zur Krankheitsaktivitat aufwiesen. Auch konnten in den Studien von
Chen et al. und Zhao et al. keine Korrelationen der IL-17-Serumkonzentrationen mit
der Krankheitsaktivitat bestatigt werden [25, 44]. Im Widerspruch dazu konnten Wong et
al. [23] eine signifikante positive Korrelation der IL-17-Plasmakonzentrationen und des
SLEDAIs nachweisen. Fraglich bleibt in wieweit bzw. in welcher Phase des aktiven
Krankheitsgeschehens eine erhdhte IL-17-Serumkonzentration nachweisbar ist, da
keine Informationen Uber die Krankheitsdauer vorhanden sind.

Rana et al. [56] wiesen sehr hohe Serumkonzentrationen bei ausschlielich sehr jungen
Patienten nach, die positiv mit dem SLEDAI korrelierten. Anzunehmen ist, dass der teils
sehr aggressive Krankheitsverlauf bei Kindern dafir verantwortlich ist, dass sehr hohe
Serumkonzentrationen im Vergleich zu den vorliegenden Ergebnissen nachzuweisen
waren [57, 58], weiterhin auffallig sind auch die sehr hohen IL-17-Serum-

konzentrationen der gesunden Kinder, wie es zu diesen hohen Konzentrationen kam,
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bleibt unklar. In der hier vorliegenden Untersuchung wurden ausschlieRlich in Therapie
befindliche Patienten analysiert. Es wurden keine Korrelationen der IL-17-
Konzentrationen abhangig von der Art, Dauer oder Menge der verwendeten
Immunsuppression nachgewiesen, dies stltzt die Ergebnisse anderer Studien [6, 23]. In
der Untersuchung von Chen et al. korrelierten die Frequenzen der IL-17
produzierenden Zellen positiv mit dem SLEDAI, die IL-17-Serumkonzentrationen
korrelierten nicht mit dem SLEDAI. Und auch bei Chen et al. zeigte sich keine
Korrelation der Frequenzen der IL-17 produzierenden Zellen mit den IL-17
Serumkonzentrationen [44].

Die fehlenden Zusammenhange zwischen Serumkonzentrationen und SLEDAI sowie
Frequenzen und Serumkonzentrationen zeigen auch, dass diese Beobachtungen weiter
geklart werden muassen. Vollig unklar bleibt aktuell, inwieweit die Krankheitsaktivitat mit
den Serumkonzentrationen zusammenhangt.

Die Diskrepanz der gemessenen Serumkonzentrationen der oben aufgeflhrten Studien
[25, 44, 56] zu der in dieser Studie untersuchten Kohorte, hangt vermutlich u.a. mit der
abweichenden Krankheitsaktivitat der Kohorte, den vorausgegangenen therapeutischen
MaRnahmen und dem Alter der Patienten ab. Die Anzahl der untersuchten Proben der
verschiedenen Untersuchungen variierte stark, in der vorliegenden Studie wurden 131
Seren von SLE-Patienten untersucht und stellt somit eine reprasentative und gut
abgesicherte Untersuchung der IL-17-Serumkonzentrationen dar. Die Wahl des ELISA-
Systems, beziehungsweise des Herstellers und Art der Lagerung des Probenmaterials
kénnen zusatzlich einen Einfluss auf die Ergebnisse bzw. Abweichungen zu anderen
Studien haben. Auch hier wurden in den Studien unterschiedliche Messysteme

eingesetzt, die gegebenenfalls zu verschiedenen Normwerten flhren.
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5.1.2 Patientinnen, aber nicht mannliche Patienten mit SLE zeigten erhohte
IL-17-Serumspiegel

Die Subgruppenanalyse der weiblichen Studienteilnehmer in dieser Kohorte ergab ein
anderes Bild, als die Untersuchung der gesamten Gruppe der SLE-Patienten.

Die IL-17-Serumkonzentrationen der SLE-Patientinnen waren signifikant héher im
Vergleich zu gesunden Spenderinnen.

79% der untersuchten SLE-Seren stammten von Patientinnen, wodurch die
geschlechtsspezifische Haufung von ca. 80% weiblicher Patienten aller Erkrankten
nachvollzogen wird. Die Grinde fur die geschlechtsspezifische Pradilektion sind nicht
abschlie3end geklart, wobei der spezifische Einfluss von Sexualhormonen auf die SLE-
Pathogenese wiederkehrend diskutiert und u.a. in klinischen Untersuchungen,
Tiermodellen und in vitro untersucht wurde. Rider et al. [59] haben bei der in vitro
Untersuchung von T-Zellen weiblicher SLE-Patienten herausgefunden, dass diese unter
Einfluss von Ostradiol (auch Estradiol oder E2) eine signifikant erhdhte Expression des
Oberflachenmarkers CD40 Ligand ausbilden, im Vergleich zu den T-Zellen gesunder
Spenderinnen. Weibliche Sexualhormone bewirken Uber bisher nicht bekannte
Mechanismen eine erhdhte CD40 Ligand (CD40L)- Expression, die eine Hyperaktivitat
der entsprechenden T-Zellen bewirken kann [59]. CD40L gilt als Marker der Aktivitat fur
CD4+- T-Zellen [60, 61].

Die hdheren IL-17-Serumkonzentrationen bei SLE-Patientinnen kénnten also Folge der
erhdhten Aktivierungsbereitschaft der CD4+ T-Zellen sein, die in eine erhdhte IL-17-
Produktion mundete.

Ostradiol bindet tiber zwei Rezeptorsubtypen (ERa und ERB) an T-Zellen, die beide
jeweils auf den T-Zellen von SLE-Patientinnen und gesunden Spenderinnen
vorkommen, wobei ERa in geringerem Malie bei SLE-Patientinnen vorkommt. Nur bei
SLE-Patientinnen filhrt der Einfluss des Ostradiols zu CD40L-Expression und
Calcineurinbildung [62]. Andere Untersuchungen zeigten weiterhin, dass die
intrazellulare Expression der Rezeptorsubtypen (ERa und ERp) in T-, B- und NK-Zellen
nachzuweisen sind. Die Wirkung des Ostradiols ist abhéngig von der Konzentration,

dem Zeitpunkt der Administration und dem Zelltyp. Es kann somit sowonhl
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proinflammatorisch als auch antiinflammatorisch wirken. Bisher konnte bei Menschen
keine direkte Auswirkung auf Th17-Zellen nachgewiesen werden und die Ergebnisse
aus Mausmodellen waren widerspruchlich [63].

Der Zeitpunkt zu dem die Erkrankung eintritt, scheint bei Frauen auf einen Einfluss der
Sexualhormone hinzudeuten. Das Risiko vor der Pubertat den Ausbruch der
Erkrankung zu Erleiden liegt fur Frauen im Verhaltnis zu Mannern bei 3:1, diese Ratio
steigt wahrend des gebarfahigen Alters auf 10:1 an und sinkt nach der Menopause
wieder auf 8:1 ab [64].

Sexualhormone haben Einfluss auf das angeborene und adaptive Immunsystem und
die Anzahl der B- und T-Lymphozyten, Antigenprasentation und Zytokinproduktion [65].
So ist anzunehmen, dass bei SLE-Patientinnen entweder ein hdéherer Ostrogen-
Spiegel nachzuweisen ware, als bei gesunden Spenderinnen, oder aber der gleiche
Ostrogen-Spiegel, die bei SLE entscheidend verdnderten B- und T-Zellen starker in
Richtung einer proinflammatorischen Zytokinantwort moduliert. In der Untersuchung
von Jacobi et al. [66] konnten erhdhte Prolaktinspiegel bei SLE-Patienten im Vergleich
zu gesunden Probanden nachgewiesen werden. Die Prolaktinfreisetzung wird u.a.
durch Ostrogen gesteuert. Nach in vitro Stimulation von PBMCs von SLE-Patienten
wirkt sich die Zugabe von Prolaktin positiv auf die Immunglobulinfreisetzung aus. So
dass ein Zusammenspiel der Sexualhormone und anderer Stimuli auf die
Krankheitsaktivitat bei humanem SLE vermutet werden, jedoch noch nicht
abschlie3end geklart sind.

Im Mausmodell verstérken sich die autoimmunen Symptome bei Gabe von Ostrogen
wohingegen die Zugabe von Androgenen den Krankheitsverlauf mildern konnte [67].
Weiterhin war auffallig, dass 69% der untersuchten SLE-Patientinnen ein aktives
Krankheitsgeschehen aufwiesen, im Gegensatz zu 50% der mannlichen SLE-Patienten
mit aktivem Krankheitsgeschehen und 65% Aktiven bei allen SLE-Patienten. Die Frage,
ob die hoéheren IL-17-Serumkonzentrationen geschlechtsspezifisch, durch die Wirkung
des Ostradiols oder vom aktiven Krankheitsgeschehen abhangig waren, bleibt weiterhin

zu klaren.
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5.1.3 Inhibiert Interleukin-27 die IL-17-Expression bei Patienten mit SLE und
gesunden Probanden?

Im Zusammenhang mit der Entdeckung der pleiotropen Rolle des IL-27, das Einfluss
auf die Th1 und Th17-Differenzierung nimmt, wurde vermutet, dass auch das Zytokin
IL-27 eine Rolle im Pathomechanismus des SLE spielt. Zum einen Ubt IL-27 einen
inhibitorischen Einfluss auf die Differenzierung von naiven Th-Zellen zu Th17-Zellen
aus [27], [68, 69] und zum anderen fordert es die Th1-Zelldifferenzierung [30].

In der hier vorliegenden Untersuchung wurden niedrigere IL-27-Serumkonzentrationen
bei SLE-Patienten als bei gesunden Probanden nachgewiesen. Es konnte keine
Korrelation zum Krankheitsaktivitatsindex SLEDAI in der untersuchten Kohorte
nachgewiesen werden. Weiterhin konnten keine Unterschiede bezlglich der
immunsuppressiven Therapie und der IL-27-Serumkonzentrationen gefunden werden.
Bei SLE-Patienten mit Nephritis Klasse IV jedoch fanden sich signifikant hohere
IL-27-Serumkonzentrationen als bei SLE-Patienten ohne Nierenbeteiligung oder
anderen histologischen Typen der Nephritis. Eine weitere aktuelle Studie wies nach,
dass SLE-Patienten hohere IL-27-Expressionen im Urin aufweisen, als gesunde
Probanden und diese invers mit dem SLEDAI korrelierten [70].

Weiterhin zeigte eine Microarray-Untersuchung der glomerularen Genexpression bei
MRL/ Ipr- Mausen, einem Lupus-Mausmodel, einen hohen Spiegel an Epstein-Barr-
Virus induziertes Gen 3 (Ebi3), einer Untereinheit des IL-27 [71]. Ahnliche Ergebnisse
zeigte eine Studie von Li et al. [72] dort wurden, wie in unserer Kohorte, die IL-27-
Serumkonzentrationen von SLE-Patienten und gesunden Probanden untersucht und
signifikant niedrigere IL-27-Serumkonzentrationen bei SLE-Patienten im Vergleich zu
gesunden Probanden gefunden. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der hier
vorliegenden Untersuchung ergab eine Subgruppenanalyse durch Li et al., dass die
SLE-Patienten mit Lupusnephritis signifikant niedrigere IL-27-Serumkonzentrationen
aufwiesen als SLE-Patienten ohne Lupusnephritis.

Im Unterschied zu unseren Daten wurden in der Untersuchung von Li et al

ausschliefRlich unbehandelte SLE-Patienten untersucht.

79



Diskussion

Grinde fur die abweichenden Beobachtungen koénnten im verschiedenen
Probenmaterial und Nachweismethodik liegen. Es scheint also eine Assoziation in der
Bildung oder der Verarbeitung des IL-27 in Nieren und Urin zu geben, dies bedarf
jedoch weiterer Untersuchungen. Ursache fur die hier nachgewiesenen erhdhten
IL-27- Serumkonzentrationen bei SLE-Patienten mit Lupusnephritis kdnnte sein, dass
IL-27 in der Niere produziert wird. Bei Patienten mit Nierenbeteiligung kénnte das
Vorhandensein proinflammatorisch wirkender Zellen im entziindeten Gewebe eine
endogene Regulation mittels erhdhter IL-27 Produktion zur Folge haben. Daflr wirde
auch die erhohten IL-27-Urinkonzentrationen bei Kwan et al. [70] sprechen, die
vermutlich friher im Urin als im Serum ansteigen wirden.

Die IL-27 produzierenden Zellen mussten demnach einen |L-17-Rezeptor aufweisen,
um auf den Anstieg reagieren zu konnen. Die bekannten IL-27 Produzenten wie
Makrophagen und dendritische Zellen tragen den ubiquitar vorkommenden
IL-17-Rezeptor ebenfalls [73]. Die Mechanismen der Wirkung des IL-27 Uber den
IL-27-Rezeptor (WSX-1 oder TCCR), der ubiquitar auf T-Zellen, B-Zellen, Natlrlichen
Killer- Zellen, dendritischen Zellen, Monozyten, Endothelzellen und Mastzellen
vorkommt, und somit eine erhohte IL-27 Expression induzieren kdnnte, sind noch nicht
abschlieRend geklart [33]. Obwohl in der hier vorliegenden Untersuchung keine
erhdhten IL-17 Serumkonzentrationen bei Patienten mit Lupusnephritis nachgewiesen
werden konnten, fanden Crispin et al. [19] IL-17+ und CD3+/CD4-/CD8- Zellen in
Nierenbiopsien von SLE- Patienten, die zeigten, dass sich IL-17 produzierende Zellen
in chronisch durch Autoimmunprozesse entzindetem Geweben befinden und
vermutlich zur Aufrechterhaltung der Entziindung beitragen. Ob IL-27 als Gegenspieler
der Th17- Zellproliferation ein potentielles Ziel fur die Therapie Th17 zellvermittelter
Erkrankungen darstellt [74], bleibt zu klaren. Auf Grundlage der hier ermittelten Daten
scheint eine IL-27-Therapie sinnvoll. Die hier untersuchten SLE-Patienten weisen eine
verminderte Konzentration an IL-27 auf. Ob es dazu kommt, weil entweder weniger
IL-27 gebildet wurde, oder mehr IL-27 verbraucht wurde, ist bisher unklar. Eine
Substitution auf eine normale Serumkonzentration kdnnte als Therapieansatz erwogen

werden.
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5.1.4 Zeigen SLE-Patienten und Gesunde eine dhnliche Th17/ Th1 Balance?

Die Relation der Th17-Zellen zu Th1-Zellen bei SLE-Patienten und Gesunden wurde
untersucht, weil vermutet wird, dass das Ungleichgeweicht der T-Helferzell-
Untergruppen eine Rolle in der Exazerbation des Krankheitsgeschehens spielt. Die
Untersuchung der T-Helferzell-Untergruppen bezlglich der Expression der Zytokine
IL-17 und IFNy ergab, dass die Frequenzen der IFNy produzierenden Zellen bei SLE
Patienten gegenuber gesunden Kontrollpersonen signifikant vermindert waren. Anhand
dieser beiden T-Helferzell-Untergruppen wurde eine Ratio der ermittelten Zytokin-
frequenzen gebildet. Die Th17-Zellen wurden hier definiert durch die ermittelten
IL-17-Frequenzen bezogen auf Zellen mit den Oberflachenmarkern CD3+,CD4+ und
CD40Ligand+ und Th1-Zellen wurden definiert an Hand der IFNy produzierenden
T-Zellen mit den selbigen Oberflachenmarkern.

In dieser Kohorte ergab sich eine signifikant hdhere, um das 3-fache erhdhte Th17/ Th1
Ratio bei SLE-Patienten im Vergleich zu gesunden Spendern. Dies stimmt mit bereits
publizierten Daten von Hagiwara, Shah und Dolff et al. Uberein, die eine ahnliche
Verminderung der Frequenzen der IFNy produzierenden Zellen bei Patienten mit SLE
fanden [6, 22, 43]. Daraus lasst sich ableiten, dass das Differenzierungspotential fur
Th1-Zellen aus T-Zellen bei SLE-Patienten vermindert ist, gegebenenfalls zu Gunsten
einer relativ héheren Th17-Zelldifferenzierungsrate.

Im Widerspruch zu den hier erbrachten Ergebnissen ergab die Untersuchung von Shah
et al. [22], dass die Frequenzen der IL-17 produzierenden T-Zellen der SLE-Patienten
signifikant hdher waren, als die der Gesunden, wahrend bei den Frequenzen der IFNy
produzierenden T-Zellen keine Unterschiede festzustellen waren. Shah et al. wendeten
zur T-Zellstimulation PMA/ lonomycin an, welches unspezifischere Zytokinantworten zur
Folge hat, als das in der vorliegenden Untersuchung verwendete SEB. Dies kdnnte die
hdéheren Frequenzen an IL-17 produzierenden Zellen bei SLE-Patienten erklaren. Diese
relative Verschiebung der T-Zellbalance in Richtung der IL-17 produzierenden Zellen
konnte zur Pathogenese des SLE beitragen. Im Mausmodell wurde gezeigt, dass bei
BXD2- Mausen in der Milz neue Keimzentren gebildet wurden, in denen IL-17+ T-Zellen

auf IL-17Rezeptor+ (IL-17R) B-Zellen treffen und diese dann Autoantikérper gegen
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ds-DNA und Histone bildeten, die bei IL-17R- BXD,- Mausen ausblieb [75]. Daraus
kann man ableiten, dass auch beim humanen SLE ein Zusammenhang zwischen IL-17
produzierenden Zellen und der Produktion von Autoantikdrpern bestehen konnte.
Weiterhin finden sich sowohl in den Nierengeweben von SLE-Patienten mit
Nierenbeteiligung, als auch in anderen Zielorganen des Lupus im Mausmodell IL-17
produzierende T-Zellen, die bei der Verstarkung und dem Fortbestehen der
Immunantwort eine Rolle spielen. Zur Stlitzung der Annahme, dass IL-17 Einfluss auf
B-Zellen in Form von Autoantikdrperbildung hat, zeigten Dong et al., dass es zu einem
Anstieg des totalen 1gG, Anti-dsDNA, 1gG und IL-6 durch PBMCs von SLE-Patienten
kommt, wenn man diese mit IL-17 inkubiert [76]. Die verminderten Frequenzen der IFNy
produzierenden Zellen bei SLE-Patienten und die Verschiebung der
T-Zelldifferenzierungskapazitat zugunsten IL-17 produzierender Zellen wurde ebenfalls
in Proben von glomerularen und interstitiellen Nierengewebe von SLE-Patienten
beschrieben [77]. Die relativ erhdhte Frequenz von Th17-Zellen nach SEB-Stimulation
kann ein Hinweis darauf sein, dass solche Zellen haufiger als bei Gesunden in die
verstarkte Differenzierung von B-Lymphozyten zu Plasmablasten involviert sind [21]
und somit zur Verschiebung des Zytokinmilieus bei SLE-Patienten beitragen. Dies
fordert die Antikérperproduktion durch B-Zellen und tragt somit zum Fortschreiten der

entzindungsbedingten Schadigungen bei.

5.1.5 Welcher Stimulus beeinflusst die Th1/Th17-Balance bei SLE-Patienten?

In der vorliegenden Untersuchung wurde die Durchflusszytometrie angewendet, um
nach polyklonaler und antigenspezifischer Stimulation von Vollblutproben die
Frequenzen der IL-17 und IFNy produzierenden T-Zellen bei Patienten im Vergleich zu
Gesunden nachzuweisen. Mittels Mehrfachfarbung im selben Ansatz konnten auch
T-Zellen identifiziert werden, die beide Zytokine produzierten. In der vorliegenden
Untersuchung wurden CD4+ Zellen monoklonal mit anti-human-CD28 und weiterhin mit
verschiedenen viralen (CMV, EBV und Adenovirus) und bakteriellen Antigenen (SEB)
stimuliert, um die Frequenzen der Zytokine Interleukin-17 und IFNy mittels

Durchflusszytometrie nachzuweisen. Es wurden keine Unterschiede in den Frequenzen

82



Diskussion

der IL-17 produzierenden Zellen zwischen den Gruppen der SLE-Patienten, der
gesunden Kontrollpersonen und der Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen
festgestellt. Die Frequenzen der IFNy produzierenden Zellen waren bei gesunden
Spendern nach Stimulation mit SEB signifikant hoher als bei SLE-Patienten. Die
vorliegenden Ergebnisse stitzen die Untersuchungen anderer Autoren [6, 54].
Klecynska et al. konnten ebenfalls keine Unterschiede zwischen den Frequenzen der
IL-17 produzierenden T-Zellen zwischen SLE-Patienten und gesunden Probanden
nachweisen. Die Studie von Dolff et al. zeigte, ebenso wie unsere Daten, dass sich die
Frequenzen der IL-17 produzierenden T-Zellen bei SLE-Patienten und gesunden
Probanden nicht unterscheiden. Die Frequenzen der IFNy produzierenden Zellen waren
allerdings bei SLE-Patienten signifikant niedriger als bei gesunden Probanden. Um eine
T-Zellantwort zu induzieren, wird zumeist ein stark stimulierendes polyklonales Antigen
wie SEB oder PMA/ lonomycin gewahlt. Die hier verwendeten viralen Stimuli wirkten
diesbezuglich deutlich schwacher. Die in unserer Studie angewendeten viralen Stimuli
losten  keine erhdhten antigenspezifischen Immunantworten in Form von
Zytokinexpressionen bei SLE-Patienten im Vergleich zu gesunden Spendern aus. Bei
gesunden Spendern konnten Reaktionen nach Stimulation mit Adenoviren in Form von
erhdohten IFNy-Frequenzen im Vergleich zur unstimulierten Probe nachgewiesen
werden.

Grinde daflr kdénnten sein, dass die Dauer der Stimulation mit 6h nicht lang genug flr
eine Zytokinreaktion war und die Spiegel der nachzuweisenden Zytokine sehr niedrig
sind. Das in dieser Untersuchung verwendete SEB zeigt Ublicherweise im Vergleich
eine schwachere Zytokinantwort als die Stimulation mit PMA/ lonomycin, welches in
mehreren Studien [44, 50] verwendet wurde, die signifikant hdhere Frequenzen der
IL-17 produzierenden T-Zellen im Blut von SLE-Patienten im Vergleich zu gesunden
Spendern nachweisen konnten. Die Stimulation mit SEB fluhrt zu einer restrikten
T-Zellrezeptor (TCR)-Aktivierung, indem es zu einer Quervernetzung der TCR-Molekile
auf der Oberflache von CD4+ und CD8+ T-Zellen kommt [78]. Die Aktivierung mit PMA/
lonomycin hat eine Aktivierung der T-Zellen unabhangig ihrer Antigenspezifitat zur
Folge. Diese unspezifische Aktivierung der intrazellularen Signalkette fuhrt zu einer
scheinbar starkeren, jedoch auch unspezifischeren Zytokinproduktion. Die ex vivo
Stimulation wurde in  Vollblut durchgefihrt, um mdglichst physiologische

Stimulationsbedingungen zu gewahrleisten. Zudem waren fast alle der untersuchten
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SLE-Proben lymphopen, so dass durch die Analyse von Vollblut weitere Zellverlusten
vermieden wurden. Die Stimulationsdauer lag im Rahmen der erprobten 6-8h mit
Zugabe des Brefeldin A nach 2 h Stimulationsdauer [45, 61, 79], so dass das Risiko von
Abweichungen, die durch unterschiedliche Proliferationsraten entstehen kdnnten,
vermindert wurde, im Gegensatz zu langerdauernden Stimulationen [79]. In einer
anderen Studie wurden in der Untersuchung unstimulierter humaner SLE-T-Zellen
ebenfalls spontane IL-17 Produktionen nachgewiesen [19], wie sie auch in der hier
untersuchten Kohorte auftraten. In weiteren Studien wurden in Biopsien von
Nierengewebe von SLE-Patienten mit Nierenbeteiligung IL-17 produzierende
CD3+/CD4-/CD8- Zellen identifiziert. Diese kommen auch im peripheren Blut von
Gesunden und SLE-Patienten vor, wurden jedoch bei SLE-Patienten als erhoht
nachgewiesen [19, 33]. Drei von 31 SLE-Patienten dieser Kohorte wiesen spontane
IL-17-Expression in unstimulierten Proben auf. Bei zwei der drei SLE-Patienten mit der
spontanen IL-17-Sekretion, lag ein aktives Krankheitsgeschehen vor (mittlerer SLEDAI=
9,5 SD: 0,5). Weiterhin auffallig war ein sehr hoher Serumspiegel fur ds-DNA-Antikorper
bei einem der drei SLE-Patienten (SLE 13). Die Beschrankung der untersuchten Zellen
auf CD3+/CD4+ schliet IL-17 produzierende CD3+/CD4-/CD8- T-Zellen als IL-17
produzierende Zellen in der hier vorliegenden Untersuchung aus. Ursachlich konnte
eine T-Zellantwort, auch durch die bei Nalbandian und Tsokos nachgewiesenen
CD3+/CD4-/CD8- T-Zellen in vivo sein, die einen Anstieg der IL-17-Frequenzen im
peripheren Blut zur Folge hatte. Weiterhin ist die Auswahl des Probenmaterials in
Bezug auf die Lokalisation der IL-17 produzierenden Zellen zu bericksichtigen. Die
Untersuchung des peripheren Blutes bei einer systemischen Erkrankung wie SLE,
erlaubt einen Uberblick auf Veradnderungen der zirkulierenden Zellen. Eine
Einschrankung fur die Reprasentanz der Untersuchung des peripheren Blutes bleibt,
dass die Aktivierung der T-Zellen vermutlich in den entzindlich veranderten Geweben
stattfindet und nur die Minderheit der entsprechenden Lymphozyten im peripheren Blut
zirkuliert. T-Zellen aus den entzindungsbedingt veranderten Geweben, beispielsweise
der Nieren oder der Milz von SLE-Patienten scheinen eine hdhere
Aktivierungsbereitschaft zu haben [33], so dass sowohl das Zytokinprofil der Zellen des
peripheren Blutes als auch zusatzlich gewebeinfiltrierende Zellen in Zielorganen des
SLE analysiert werden mussten, um ein wirklich reprasentatives Bild zu bekommen. Die

Frequenzen der IL-17 produzierenden Zellen in dieser Kohorte unterschieden sich nicht
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zwischen SLE-Patienten und gesunden Spendern und eine IL-17-Blockade scheint
damit an Hand dieser Daten nicht vielversprechend als potentielles Therapietarget bei
SLE-Patienten. Abweichende Ergebnisse erzielte Chen et al.,, jedoch umfasste die
untersuchte Patientengruppe ausschlieBlich hoch aktive Patienten (SLEDAI >16), so
dass gegebenenfalls die hohe Krankheitsaktivitat zu hdheren in vitro generierbaren
Th17-Frequenzen fuhrte [44]. Einhergehend mit den oben aufgeflhrten Ergebnissen
der Serumanalyse konnten in der vorliegenden Untersuchung auch auf Einzelzellebene
keine Unterschiede der Th17-Zell-Frequenzen im peripheren Blut zwischen den

Gruppen festgestellt werden.

5.1.6 Haben die Veranderungen bei den T-Zellen einen Einfluss auf die
Autoantikorperproduktion?

Systemischer Lupus erythematodes ist der Prototyp einer systemischen
Autoimmunerkrankung, die durch hohe Entzindungsaktivitdt und ein hyperaktives
Immunsystem gekennzeichnet ist und deren Etiologie nicht abschlie3end geklart ist.

Die Interaktionen autoreaktiver T- und B-Zellen fihren zur Bildung von Autoantikdrpern,
wobei CD4+ T-Zellen mittels Zytokinen und anderer co-stimulierender Signale die
B-zellabhangige Produktion von Autoantikorpern foérdern. Dieses Syndrom aus
vielfachen genetischen und molekularen Veranderungen [42], beinhaltet eine
polyklonale B-Zellhyperaktivitat . Ob diese Hyperaktivitat durch intrinsische Faktoren
bedingt ist, oder das Fehlen von immunregulatorischen Faktoren ursachlich ist, oder die
Veranderung als sekundarer Effekt einer hyperaktiven, entzindlich veranderten
Umgebung zu Stande kommen, ist bisher unklar [42]. Auch kann die veranderte
Zytokinsekretion anderer Zellen des Immunsystems zu der Bildung von Autoantikdrpern
durch B-Zellen fuhren. Im Gegensatz zu Gesunden ist die Regulation der B-Zellreifung
und Differenzierung verandert, die Mechanismen der Immuntoleranz, die im gesunden
Immunsystem die Bildung von autoreaktiven B-Zellen verhindern, sind beschadigt [42].
T-Zellen, die die Immunantwort der B-Zellen regulieren, spielen eine wichtige Rolle in
der Pathophysiologie des SLE. Durch sie wird die Bildung der Autoantikdrper gesteuert

und sie sind in der Lage die bei SLE betroffenen Gewebe zu infiltrieren [19]. Es konnte
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nachgewiesen werden, dass B-Zellen von SLE-Patienten eine erhohte Anti-
ds-DNA-Antikorper Produktion aufweisen, wenn sie mit IL-17 kultiviert wurden [35]. Eine
weitere aktuelle Studie beschreibt, dass IL-17 alleine oder in Kombination mit BAFF (B-
cell activating factor) die Uberlebensrate und die Proliferation von B-Zellen und ihre
Differenzierung zu Antikérper-produzierenden Zellen foérdert [21]. Diese Beobachtung
eroffnet einen neuen Einblick in die pathogene Rolle des IL-17 bei SLE, denn die
veranderte B-Zellaktivitat ist ebenfalls Voraussetzung fiur entzindungsbedingte
Gewebeschadigungen. Der pathogene Mechanismus zwischen  scheinbar
stimulationsmiden T-Zellen und hyperaktiven B-Zellen bei SLE-Patienten ist bisher
nicht abschliel3end geklart [80]. Die niedrigeren Frequenzen der IL-17 produzierenden
Zellen bei SLE-Patienten in dieser Kohorte hat ggf. den Grund, dass die ex vivo
stimulierten T-Zellen weniger sensitiv bzw. produktiv auf die Stimulation reagiert haben,

als die T-Zellen der gesunden Spender.

5.1.7 Macht eine therapeutische Anwendung eines Anti-human-IL-17-
Antikorpers Sinn?

Das Zytokin IL-17 scheint in der Pathogenese des SLE eine wichtige Rolle zu spielen,

insbesondere bei aktivem Krankheitsgeschehen und im Zusammenhang mit
Nierenbeteiligung im Krankheitsbild des SLE. Der Therapieansatz, mittels Infusion
eines Anti-IL-17-Antikorpers die Aktivitat dieses proinflammatorischen Zytokins
einzuschranken, kann nach den Ergebnissen in der hier vorliegenden Studie als nicht
uneingeschrankt sinnvoll erachtet werden, da in der Untersuchung des Serums und des
peripheren Blutes keine Unterschiede festgestellt werden konnten. Crispin et al. fanden
jedoch CD3+/CD4-/CD8- T-Zellen und IL-17 produzierende CD4+ T-Zellen in
T-Zellinfiltraten des Nierengewebes von SLE-Patienten mit Nierenbeteiligung. Dies
macht sie verdachtig, als Effektorzellen an der Gewebeschadigung entscheidend
beteiligt zu sein. SLE-Patienten ohne erhdhte IL-17-Serumkonzentrationen sind
entsprechend nicht gleich geschitzt vor IL-17 induzierter Gewebeschadigung

beispielsweise des Nierengewebes.
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Bisher wurden Phase |- und Phase Il- Studien zur therapeutischen Anwendung von
Anti-IL-17-Antikérpertherapie  durchgefuhrt, um die Auswirkungen auf das
Krankheitsbild der chronischen mittleren bis schweren Psoriasis und den Verlauf der
rheumatoiden Arthritis zu untersuchen. Die verwendeten Antikorper Ixekizumab
(humaner Anti-IL-17-monoklonaler Antikérper) und monoklonalen Anti-IL-17-Antikérpers
(LY2439821) wurden Patienten mit chronischer mittlerer bis schwerer Psoriasis und
Patienten mit rheumatoider Arthritis verabreicht [81-83]. Es konnten signifikante
Verbesserungen der Krankheitsaktivitat in der mit Anti-IL-17-Antikérper behandelten
Patientengruppe festgestellt werden, im Vergleich zu der mit Placebo-behandelten
Patientengruppe. Die Verbesserungen waren dosisabhangig und es wurden keine
lebensbedrohlichen, beziehungsweise nachhaltig beeintrachtigenden Nebenwirkungen
festgestellt. Die Anwendung eines Anti-IL-17-Antikérpers in der SLE-Therapie verspricht
eine selektivere Hemmung IL-17-vermittelter Immunreaktionen, im Vergleich zu aktuell
angewendeten Therapieformen mit  Glukokortikoiden oder nicht-biologischen
Therapieformen. Um genauere Aussagen uber die Sicherheit und Tolerabilitdt von
therapeutischen Anti-IL-17-Antikdrper zu machen, mussten weitere Studien Uber einen

langeren Zeitraum durchgefuhrt werden.

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit zwar von Gesunden abweichende Th17/Th1
Ratios festgestellt, wobei die absolute Anzahl induzierbarer Th17-Zellen sowie
Serumkonzentrationen von IL-17 unverandert waren. Bei weiblichen Patienten konnten
erhohte IL-17-Serumkonzentrationen festgestellt werden im Vergleich zu gesunden
Spenderinnen. Die Gegenuberstellung mit ahnlichen Studien ergab Abweichungen
grolleren Umfangs hinsichtlich der IL-17-Konzentrationsmessungen im Serum, die
eventuell durch Unterschiede in den Kohorten erklarbar sind (Alter, Krankheitsaktivitat),
wahrenddessen die Daten zum Verhaltnis Th17/Th1 in der GroRenordnung der bereits
publizierten Daten liegen.

Dies belegt zum einen die Notwendigkeit der Standardisierung von Immunassays,
insbesondere funktioneller T-Zellassays um die Vergleichbarkeit solcher Studien
zukinftig zu gewahrleisten. Zum anderen kann es als Hinweis flr die Heterogenitat der
Erkrankung und ihrer Pathomechanismen hinsichtlich Alter, Ethnizitat usw. der
untersuchten Patientenkollektive gelten. Unter Berlcksichtigung der in der Entwicklung

befindlichen Anti-IL-17-Therapie bedeutet dies, dass unter Berlcksichtigung der bereits
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publizierten Daten die Therapie wohl fur einen grof3en Teil der Patienten eine sinnvolle
Intervention darstellen konnte. In unserer Kohorte gab es fir einen Groldteil der
Patienten keinen deutlichen Anhaltspunkt fir dysregulierte IL-17-Produktion. Es bleibt
vorerst offen, ob eine solche Therapie eventuell auch bei diesen Patienten wirken
konnte. In der hier vorliegenden Studie wurden lediglich Blutzellen und Serum
untersucht, die nicht notwendigerweise die Immunprozesse in den sekundaren
lymphatischen Organen oder in situ Lymphozytenaktivierung in den entziindeten
Geweben wiederspiegeln mussen. Nichtdestotrotz zeigen die vorliegenden Daten eine
Rolle der untersuchten Zellpopulationen beim SLE und bieten Hinweise fir neue

therapeutische Ansatze.
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