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2. Einleitung

2.1. T-Helferzellen — Schlisselfunktion im adaptiven Imnunsystem

Das menschliche Immunsystem ist ein hochkomplexbsersystem zum Schutze des
Organismus vor extrakorporalen Krankheitserregemerseits aber auch vor entarteten
korpereigenen Zellen andererseits. Das Immunsyg&em in das angeborene sowie in das
adaptive Immunsystem eingeteilt werden. Das angeleofmmunsystem ist unspezifischer
und evolutionsgeschichtlich betrachtend &lter als adaptive Immunsystem, welches durch
Anpassungsprozesse effektiver gegen Krankheitsarneggieren kann. Eine Schlusselrolle
im adaptiven Immunsystem spielen sogenannte T-He(feh-) Zellen, eine Subpopulation
der T-Lymphozyten oder kurz T-Zellen, die aufgruhces CD (cluster of differentiation) 4-
Oberflachenrezeptors ebenso als CD4-positive TeAebezeichnet werden kénnen. Der
Ausdruck T-Helfer-Zellen hat seinen Ursprung aus éesten Beobachtungen, dass diese
Zellen eine entscheidende Rolle fir die Antikorpedoktion der B-Zellen tGbernehmen.
CD4'-T-Zellen, die bisher mit keinem Antigen in Kontagétreten sind, werden als naive
Zellen bezeichnet. Die Aktivierung einer naiven éite zu einer sogenannten Effektor-Zelle
bendtigt neben dem T-Zell-Rezeptor (TZR)-vermigeltAntigenkontakt noch zusatzlich ein
Ko-stimulierendes Signal (Schwartz, 1990, 1992)€llen kénnen jedoch Uber ihre T-Zell-
Rezeptoren (TZR) nur Antigene erkennen, wenn diese antigenprasentierenden (APC =
antigen presenting cells) Zellen zuvor internalisim kleine Peptidfragmente zerkleinert und
als Bestandteil des Haupthistokompatibilitdtskomete (engl. MHC = Major
Histocompatibility Complex) auf der Zelloberflach@rasentiert werden. Zu den
antigenprasentierenden Zellen gehodren vor allem eBe#, dendritische Zellen und
Makrophagen bzw. ihre zellulare Vorstufe Monozytes.gibt zwei unterschiedliche Klassen
an MHC-Komplexen: Der MHC-Klasse-I-Komplex prasenti zellintern-synthetisierte
Proteine, wird auf nahezu allen Kdrperzellen exprnund wird von T-Zellen mit dem Ko-
Rezeptor CD8 gebunden, welche sich zu zytotoxis@B8 -T-Zellen weiterdifferenzieren.
T-Zellen mit dem Ko-Rezeptor CD4 binden antigenpndierende Zellen mit dem MHC-
Klasse-lI-Komplex, der extrazellulare Proteine deidt, und differenzieren sich zu T-
Helferzellen. T-Helferzellen sind eine heterogeneigpe aus mehreren Subpopulationen.
Abhangig vom Antigen, von der Intensitdit der MHCR-hteraktion, von den

kostimulierenden Rezeptoren auf der antigenprésemilen Zelle und vom vorherrschendem
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Zytokinmilieu kommt es zur Bildung linienspezifisahTranskriptionsfaktoren (TF) und zur
Synthese Th-Untergruppen definierender Zytokinen@ziato and Romagnani, 2009).

Fur die Zellisolation wichtig ist die Unterscheiduawischen naiven T-Zellen und Effektor-
Zellen. Dies ist durch das Oberflachenprotein CD486glich. CD45 st ein
Oberflachenprotein, das vor allem auf Leukozytepriexiert wird und zur Familie der
Protein-Tyrosin-Phosphatase (PTP) gehért. Es best&hlsoformen, von denen zwei als
Unterscheidungsmerkmal dienlich sind. CD45RA isf aaiven Th-Zellen zu finden,
wohingegen nach Antigenkontakt CD45R0O exprimierdwClement et al., 1988; Korn et al.,
2009)

2.2. Das Th1l/Th2-Schema

Schon vor Uber 20 Jahren wurden die Th-Zellen geimé&® spezifischen Zytokinsekretion,
den Transkriptionsfaktoren und ihrer Funktion ine dbis dahin bekannten beiden
Subpopulationen Thl und Th2 unterteilt (Mosmangalgt1986). Spater bestétigte sich diese
Entdeckung ebenso bei Menschen (Del Prete et31;1Parronchi et al., 1991). Thl-Zellen
produzieren das Signalzytokin Interferon (IFNynd werden durch das Interleukin (IL)-12
induziert (Hsieh et al., 1993; Seder et al., 199B)12 aktiviert den Transkriptionsfaktor
signal transducer and activator of transcription (STAT)-1 in den naiven CD4T-Zellen. Dies
fuhrt zu einer Hochregulierung der Transkriptioksf@aen T-box expressed transcription
factor (T-bet) und STAT-4, die wiederum die Produktionnvi-Ny und IL-12RR32, einer
Untereinheit des IL-12-Rezeptors, stimulieren (8zabal., 1997). T-bet seinerseits hat durch
Blockierung der IL-4 und GATA-3 Sekretion einen heenden Einfluss auf den Th2-
Phanotyp. Thl-Zellen spielen eine bedeutende Rolier Bekampfung intrazelluléarer Viren
und Erreger (Annunziato and Romagnani, 2009; DetePet al., 1991; Romagnani, 1995).
Dies liegt einerseits daran, dass Thl-Zellen phggoende Zellen aktivieren und
andererseits zu einer Hochregulierung der Antikibighl, IgG und IgA fihren (Annunziato
and Romagnani, 2009). Diese These konnte in einemsModell bestatigt werden, indem
mit Leishmania major erkrankte Ma&use, die vorwiebemit einer Thl-Zell-Antwort
reagierten, von dieser kuriert wurden, wohingege&iudé mit dominanter Th2-Zell-Antwort

dazu nicht imstande waren (Heinzel et al., 1989).
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Zellen mit einem Th2-Phanotyp sezernieren die Zy@HKL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 und
werden ihrerseits durch IL-4 Uber die Transkripsiaktoren STAT-6 und GATA binding
protein 3 (GATA-3) induziert (Kaplan et al., 199@psmann et al., 1986; Zheng and Flavell,
1997; Zhu et al., 2004). GATA-3 hemmt bei Thl-Zelden STAT-4 Signalweg sowie die
IFNy-Expression, reduziert die Produktion dgrKette des IL-12Rezeptors und steigert die
IL-4 und IL-5 Expression. IL-4 und IL-13 sind dieatiptmediatoren des IgE-Klassenwechsels
bei B-Zellen (Kopf et al., 1993). Die Bindung vogE an Rezeptoren von Mastzellen und
basophilen Granulozyten fuhrt unter anderem zurre&iek von Histamin, Serotonin und
weiteren Zytokinen wie IL-4, IL-13 und TMNFE IL-5 bewirkt die Proliferation und
Aktivierung eosinophiler Granulozyten (Coffman ét 4989). In Zusammenschau all jener
Folgereaktionen spielen Th2-Zellen einerseits fiér Abwehr gegen extrazellularen Erreger
wie Wiurmer und Bakterien eine entscheidende R&t{agnani, 1995), andererseits sind sie
ein entscheidender Baustein in der Pathogenes@Nengien (Abbas et al., 1996; Coffman et
al., 1989; Faulkner et al., 1998; Kopf et al., 1;9R8magnani, 2000).

Lange Zeit wurde angenommen, dass eine Ubersclue(3drl-Zell-Reaktion fir eine Reihe
von Autoimmunerkrankungen wie Multipler Sklerose M Diabetes mellitus Typ |,
entzuindlichen Darmerkrankungen und der rheumatofdgiritis (RA) verantwortlich sei,
wohingegen Th2-Zellen eher eine protektive Wirkaugeschrieben wurde. Dies wurde mit
den Funktionen der einzelnen Zytokinen einerseitsmit der Beobachtung in Tiermodellen,
dass eine IL-12-Neutralisierung oder IL-12-Defizedie Krankheitsentstehung der oben
genannten Autoimmunerkrankungen abschwacht, arsdt®rbegrindet (Leonard et al.,
1995; Mclintyre et al., 1996; Neurath et al., 19B6the et al., 1997). Zusatzlich wurde diese
These speziell bei der rheumatoiden Arthritis daiéigriindet, dass im Blut und in
Gelenkflissigkeiten von RA-Patienten ein im Vergfeizu Th2-Zellen verstarkte Thl-
Prasenz vorherrscht (Yamada et al.,, 2011). Bei Hmperimentellen autoimmunen
Enzephalomyelitis (EAE), ein Mausmodell fur die menschliche Multipg&klerose (MS),
zeigte sich jedoch bei Thl-defizienten Mausen Fi/-, IFNy-Rezeptor-/-, IL-12[3R-/- eine
verstarkte Krankheitsintensitat und -progressioac{ier et al., 2002; Chu et al., 2000; Ferber
et al., 1996; Gran et al., 2002; Willenborg et 4896; Zhang et al., 2003) wohingegen ein
intakter Th1-Phanotyp zu einer Linderung der Besaden fihrte. In Arthritis-Studien kam
es paradoxerweise nach Neutralisierung vonylBtler bei genetischer Defizienz fur lku

einer erhdhten Krankheitsaktivitat mit Exazerbati@n Arthritis (Lubberts, 2008).
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Diese zunachst paradoxen Ergebnisse zeigten ekslit dass das Th1l/Th2-Schema die
Entstehung von Autoimmunerkrankungen nicht volleads$aren kann. Daraus ergab sich die

Notwendigkeit, nach neuen, bis dato unbekannteleZel suchen.

2.3. Thl7-Zellen

Das Th1/Th2-Paradigma wurde endgiiltig verlassended neue CD4T-Zellgruppe Th17
mit seiner proinflammatorischen Wirkung entdecktrdeus Th17-Zellen produzieren IL-17A,
jedoch kein IL-4 oder IFN (Harrington et al.,, 2005; Park et al., 2005). Dial7-
Differenzierung ist durch den linienspezifischeraiskriptionsfaktor RAR (retinoic acid
receptor) related orphan receptor (RORC bei Mensahrel RORt bei Mausen genannt)
getriggert (Annunziato et al., 2008; Ivanov et @Q06; Manel et al., 2008). Weiterhin
produzieren Th1l7-Zellen eine Vielzahl an weitergmoKinen, unter anderem IL-17F, IL-21,
IL-22, IL-26 sowie den @emokin (C-C motif) Ligand 20 (CCL20) (Acosta-Rodriguez et al.,
2007; Annunziato et al., 2007; Chen et al., 2001sdv et al., 2007) und exprimieren neben
den charakteristischerChemokin (C-C motif) Rezeptoren (CCR)4 und 6 noch den
Oberflachenmarker CD161. CCL20 spielt eine bedelgdrolle in der Th17-Zellmigration in
entzuindliche Gewebeschichten, da dieser der spezdi Ligand fur CCR6 ist und in
Entziindungsgebieten stark hochreguliert ist. Thélfed lassen sich aus einer Gruppe GD4
T-Zellen mit dem exprimierten Marker CD161 unteniirkung der Zytokine IL-1b und IL-
23 differenzieren (Cosmi et al., 2008).

Th1l7-Zellen haben sowohl eine Bedeutung bei der ékvwgewisser Bakterien- und
Pilzinfektionen sowie bei der Induktion autoimmuigkrankungen.

Eine Vielzahl an Mechanismen spielen bei der Abwesn Bakterien- und Pilzinfektionen
durch Thl7-Zellen eine bedeutende Rolle: IL-17Ad&it die Reifung neutrophiler
Granulozyten durch Hochregulierung dganulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) und
wirkt chemotaktisch auf neutrophile Granulozytenratiu verstarkte Produktion von
chemokine (C-X-C motif) ligand (CXCL) 1, 2 und 5. Aul3erdem bewirkt es eine vekséd
Expression von Proteinen der [3-Defensin-Familieali@m in neutrophilen Granulozyten, die
zur direkten Zerstorung der Keime beitragen. (Ongstd Gaffen, 2010). Vor allem gegen
extrazellulare Pathogene spielt IL-17A eine bedwl#eRolle (Onishi and Gaffen, 2010).
Diese These konnte im Mausmodell bei Mausen mitfimenter IL-17A und IL-17F
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Produktion bestétigt werden, die eine verstarktdaligkeit gegenuber Staphylococcus
aureus aufwiesen (Ishigame et al., 2009). Wie kedeuThl7-Zellen fur die Rekrutierung
neutrophiler Granulozyten sind, sieht man bei Mausdt ineffizienter IL-17-Rezeptor (IL-
17R) Exprimierung. Hierbei kommt es bei Infizierudgr Mause mit Klebsiella pneumoniae
aufgrund mangelnder Anzahl aktiver neutrophilerratazyten zu einer Todesrate von 100%
(Ye et al.,, 2001). Zu ahnlichen Ergebnissen kameitene Versuche mit den Erregern
Mycoplasma pneumoniae, Bordetella pertussis, Candibicans, Pneumocystis carinii und
Francisella tularensis (Conti et al., 2009; Higgesl., 2006; Huang et al., 2004; Puel et al.,
2011; Rudner et al., 2007; Wu et al., 2007).

Th17-Zellen besitzen neben der physiologischen ttmmkder Bekampfung von Bakterien-
und Pilzinfektionen, eine proinflammatorische Wingu  bei mehreren
Autoimmunerkrankungen wie rheumatoider Arthritis AJR systemischer Lupus
erythematodes (Alunno et al., 2012; Nalbandian lget2009; Ohl and Tenbrock, 2011),
multipler Sklerose bzw. EAE oder chronisch entzigidir Darmerkrankungen (CED). So
gibt es Hinweise fur eine Beteiligung von Thl7-2allin der Pathogenese der multiplen
Sklerose sowie von entzindlichen Darmerkrankun§enkonnte eine erhéhte Frequenz an
Th17-Zellen in Darmresektaten von Morbus Crohndpdéin (Annunziato et al., 2007) sowie
in Hirnproben von MS-Patienten, vorwiegend in altivLasionen (Tzartos et al., 2008),
gefunden werden.

Seine gelenkdestruktive Wirkung, relevant fur diezéndlichen Arthritiden, besitzt IL-17A
vor allem durch die verstarkte Freisetzung von Mattetalloproteinasen (MMP) durch
Fibroblasten und Chondroblasten (Cai et al., 2@Habaud et al., 2001). Ebenso verursacht
es Knochenerosionen aufgrund gesteigerter Ostdehkldifferenzierung durch verstérke
Expression vorreceptor activator of NfxB ligand (RANKL) von Osteoblasten und von
receptor activator of NfkxB (RANK) auf Osteoklastenvorlauferzellen. (Adamopauket al.,
2010; Sato et al.,, 2006). RANKL bindet an den emgtsipenden Rezeptor RANK auf den
Osteoklastenvorlauferzellen, die sich zu den Oststdn weiterdifferenzieren. IL-17A
verstarkt die Gelenksentziindung durch Induzieruag Makrophagen zur IL-1 und TNF
Produktion (Jovanovic et al., 1998), durch Stimuliy der synovialen Fibroblasten (SF) zur
IL-6 und IL-8 Sekretion (Fossiez et al., 1996) uhdch Chemotaxis der Th17-Zellen sowie
dendritische Zellen (DZ) durch CCL20. Diese Befutid&en sich auch im Mausmodell fur
die RA, der Kollagen-induzierten Arthritis (engl. CIA), bestatigen. Eine IL-17A
Uberexpression filhrte zu Gelenksentziindungen, &eésiruktionen und Knochenerosionen

(Lubberts et al., 2001) wohingegen bei IL-17-Knazk-Mausen die Gelenksentziindung
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deutlich reduziert werden konnte (Nakae et al.,3200urch Blockierung von IL-6, einem
essentiellen Interleukin zur Th17-Induktion bei Mén, konnte gar die Krankheitsentstehung
in diesem Mausmodell verhindert werden (Fujimotoakt 2008). Leipe et al. konnte die
bedeutende Rolle der Th1l7-Zellen in der humanenmia¢oiden Arthritis bekraftigen. So
wurde aus dem peripheren Blut Therapie-naiver R#éeRten ein erhdhter prozentualer
Anteil von Thi7-Zellen an CD4T-Zellen gemessen. Ein erhohter Anteil an Thl7efel
korrelierte gar hochsignifikant mit der Krankhekseitdt und mit den serologischen
Entzindungsparametern. Ebenso wurde nach Stimulaion naiven Th-Zellen eine
vermehrte Differenzierung zu Th17-Zellen und eipestarkte IL-17 Produktion im Vergleich
zur gesunden Kontrollgruppe beobachtet. Genaugperesich Th17-Zellen verstarkt immun
gegen anti-Th17-Differenzierungsbedingungen. Souwméer Einfluss von IL-4 der Riickgang
an Thl7-Zellen bei RA-Patienten signifikant geringds bei der gesunden Population.
Mogliche Erklarung fir diesen verstarkten Th17-Ritgp ist die beobachtete verstarkte
Expression von RORC bei RA-Patienten im Vergleichgesunden Kontrollgruppe (Leipe et
al., 2010).

2.4. Th9-Zellen

Eine weitere CD24 T-Zelllinie mit der Fahigkeit zur IL-9 Sekretionunde vor kurzem
beschrieben (Dardalhon et al., 2008; Veldhoen gt 24108). IL-9 ist kein Zytokin, das
spezifisch von Th9-Zellen gebildet wird, sonderrrdvauch von Th2- und Thl7-Zellen
produziert. IL-9 galt lange Zeit als typisches Zgtoder Th2-Zellen und eine eigene Th9-
Zelllinie wurde deshalb angezweifelt. FiUr die Beghtang einer eigenstandigen Th9-
Subpopulation sprechen jedoch mehrere Beobachtuhng@er dem Einfluss von IL-4 und
transforming growth factor (TGF){f3 konnten naive Th-Zellen in CD4+ T-Zellen mit
vorwiegender IL-9 Produktion initiiert werden, dieine oder im Vergleich geringere
Mengen an Schlisselzytokinen und Transkriptionsfakt der anderen Th-Subpopulationen
wie T-bet (Thl), GATA-3 (Th2) oder RORC (Th17) expierten. Vielmehr exprimierten
diese Zellen unter den Th9-Differenzierungsbediggundie Transkriptionsfaktoren PU.1
und interferon-regulatory factor 4 (IRF4), die die ptscheidenden Transkriptionsfaktoren zur
Generierung von Th9-Zellen sind, wohinged&N-y einen hemmende Einfluss auf die IL-9
Expression besitzt (Chang et al.,, 2010; Schmitlgt1994; Staudt et al., 2010) Die Th9-
Differenzierung kann durch Zugabe von IB;1L-6, IL-10, IL-12, IL-21, IFNx und IFN3
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verstarkt werden (Houssiau et al.,, 1995; Puthetalgt2010; Wong et al., 2010). Ebenso
konnte kurzlich demonstriert werden, dass IL-9 Urd nur in seltenen Fallen durch dieselbe
Zelle gebildet wird (Veldhoen et al., 2008) was dligese einer selbststandigen Th9-Linie
unterstreicht.

Mehrere Studien brachten in den letzten Jahremdtnablick in die Funktion und den Effekt
der Th9-Zellen. So nehmen die Th9-Zellen Einflugé @ne Vielzahl von Zielzellen. Th9-
Zellen mit seinem Zytokin IL-9 steigern die Protdionsrate und das Uberleben in vitro
kultivierter T-Zellen (Dardalhon et al., 2008; Sdtinet al., 1989; Van Snick et al., 1989;
Veldhoen et al., 2008). Ebenso hebt IL-9 die Peddifionsrate und die Zytokinproduktion der
Mastzellen an (Wiener et al., 2004), und bewirkéazumen mit denstem cell factor (SCF)
eine verstarkte Protease-Expression (Eklund etl@P3). B-Zellen reagieren auf IL-9 mit
einer gesteigerten IgE und IgG-Produktion (Dugaal.et1993; Petit-Frere et al., 1993), und
Epithelzellen der Lunge werden zur verstarkten Gitlem und Schleimproduktion angeregt.
Zusammenfassend erklart dies die Beobachtunges, Ta3-Zellen durch IL-9 allergische
Reaktionen in der Lunge sowie im Gastrointestinittbeglnstigen. Die intratracheale Gabe
von IL-9 fUhrte bei Mausen zu Asthma-ahnlichen Riealen mit verstarkter Eosinophilie,
erhohten IgE-Serumwerten sowie Zeichen der brotehialyperreagibilitdt (Levitt et al.,
1999; Reader et al., 2003). Gleichzeitig konnte Mausmodell durch IL-9-Blockierung
mittels Antikorper die Eosinophilie, das Serum-Igied die bronchiale Hyperreagibilitat
vermindert werden (Cheng et al., 2002; Kung et24lQ1). Bronchiale Biopsate von Asthma-
Patienten zeigten im Vergleich zur gesunden Kolgmappe eine verstarkte IL-9- und IL-9-
Rezeptor-Expression (Erpenbeck et al., 2003; Shianbiaal., 2000; Toda et al., 2002; Ying et
al., 2002). Im Kontrast dazu zeigten IL-9 defizeeMause, dass das Fehlen von IL-9 keinen
positiven Einfluss auf die Entwicklung von allergeduzierten Entzindungsreaktion der
Lunge sowie der bronchialen Hyperreagibilitat givicMillan et al., 2002). Ebenso flhrten
monoklonale Antikérper gegen IL-9 bei Asthmapateenin den ersten klinischen Studien zu
keiner Verbesserung der klinischen Beschwerden oésr FEV1-Wertes, noch zu einer
verminderten Rate an Exazerbationen (Oh et al.3201

In mehreren Mausmodellen besitzt IL-9 eine protektiRolle gegenlber parasitaren
Darminfektionen: es fuhrte zur verstarkten Parassjgezifischen IgG1l-Produktion,
intestinalen Mastozytose und induziert die Darngtaltik; dies fuhrte zur Austreibung der
Parasiten, wohingegen eine Neutralisierung von Rire Ausheilung der Parasiteninfektion
verhinderte (Faulkner et al., 1998; Khan et al20.eech and Grencis, 2006; Richard et al.,
2000).



Einleitung 12

Es wird vermutet, dass Th9-Zellen ebenfalls einddBéung fir Autoimmunerkrankungen
haben. So fihrte die IL-9-Neutralisierung und die-9iRezeptor-Defizienz zu einer
Abschwachung der EAE. (Nowak et al., 2009). Dids#ekt wurde vermutlich tber Th17-
Zellen sowie Mastzellen vermittelt, denn die vagdrte Krankheitsprogression ging mit einer
verminderten Anzahl an Thl7-Zellen sowie IL-6-proi@duender Mastzellen einher. Fir die
rheumatoide Arthritis gibt es bisher nicht vielet®a Einzig eine Assoziation zwischen IL-9-
Serumwerten und der Positivitat fur degM- Rheumafaktor (RF) und den Autoantikorper
gegen citrullinierte Peptide/Proteinanti-cyclic citrullinated protein antibodies, anti-CCP-
AK) bei Verwandten 1.Grades von RA-Patienten (Hsghastin et al., 2013) sowie erhthten
IL-9-Serumwerten bei RA-Patienten (Khan et al.,20Mnnten eruiert werden.

Somit zeigen diese Studien, dass Th9-Zellen miesei Zytokin IL-9 eine Rolle in der
Abwehr parasitarer Darminfekte spielen, aber auitkiemantwortlich fiir Uberreaktionen des

Immunsystems zu sein scheinen.

2.5. Th22-Zellen und regulatorische T-Zellen

Der Vollstandigkeit halber mochte ich noch kurz aig Th22 und die regulatorischen T-
Zellen (Treg) eingehen.

IL-22 wird vor allem von aktivierten T-Zellen, umtanderem von Th17-Zellen, aber auch von
nicht-T-Zellen (Takatori et al., 2009), gebilde®0® wurden CD4T-Zellen entdeckt, die IL-
22, aber kein IL-4, IFM oder IL-17 produzieren, weshalb diese Zellen, et mogliche
neue Th-Zelllinie, Th22-Zellen, genannt wurden (Batet al., 2009). Erhéhte IL-22 Werte
lassen sich in Hautproben von Patienten mit atbpis©ermatitis finden (Nograles et al.,
2009) und korrelieren bei Asthmapatienten mit einenmohten Schweregrad (Zhao et al.,
2010). Ebenso zeigte sich eine bedeutende RolldLe28 fir die rheumatoide Arthritis, so
konnten erhohte Mengen an IL-22 im Serum von Peiemit sehr friher RA und in der
Synovialfliissigkeit von Patienten mit etablierteA Bemessen werden. Ebenso korrelieren
erhohte Serum-Mengen an IL-22 zu Beginn der rheoichat Arthritis mit einer erhdhten
Wahrscheinlichkeit fur die Entwicklung von Knocheo&onen (Cascao et al., 2010; Leipe et
al., 2011).

Regulatorische T-Zellen (Treg), CD4+ CD25+ T-Zeltait dem charakteristischen
Transkriptionsfaktoforkhead box P3 (FOXP3), sind wichtige Regulatoren der
immunologischen Toleranz (Sakaguchi et al., 2008l kdnnen die Entstehung von
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Autoimmunerkrankungen durch Unterdrickung der T-Zetmittelten Immunantwort

verhindern.

2.6. Plastizitat der T-Helferzellen

Es wurde langere Zeit angenommen, dass die T-Helfen, deren Einteilung durch die
jeweiligen Schlisselzytokine und Transkriptionstekh vorgenommen wurde, stabile T-
Zelllinien darstellen. Es zeigte sich jedoch frittass es gewisse Uberschneidungen der
Zytokinproduktion und auch der Transkriptionsfaktorzwischen den verschiedenen Th-
Zellen gibt. So scheint IRF4, der Transkriptionstalder Th9-Zellen, auch eine Rolle fur die
Th17-Differenzierung zu spielen (Huber et al., 2008zuere Studien zeigen gar, dass naive
Th-Zellen keinesfalls irreversibel eine Th-Diffe@grung einschlagen, sondern durch
entsprechende Stimuli die Fahigkeit zur Produkti@er Schlisselzytokine oder
Transkriptionsfaktoren anderer Th-Subgruppen edangnd dadurch ihren Th-Phanotyp
verandern kénnen. So kdnnen Th2-Zellen zu sogeeariith2+1"-Zellen verandert werden,
die neben IL-4 und GATAS3 noch zusatzlich N-bihd T-bet entsprechend dem Th1-Phanotyp
produzieren (Hegazy et al., 2010).

Ebenso kdénnen Thl7-Zellen zur IL-9-Produktion indtz werden (Beriou et al., 2010;
Elyaman et al., 2009) oder die Th17-Zellen kbnnenrhl1-Zellen umprogrammiert werden
(Hirota et al., 2011). Auch Treg scheinen eine Umgpammierung vornehmen zu kdénnen. So
wurden Ko-Expressionen von FOXP3 mit T-bet bzw. @RTA3 belegt, wodurch Einfluss
auf die Treg-Funktion genommen werden kann (Kodil.eR012; Koch et al., 2009; Wang et
al., 2011; Wohlfert et al., 2011).

Die Plastizitat der T-Helferzellen ermdglicht veriith dem Immunsystem flexibel auf
Veranderungen der Umwelt und der Pathogene reagirekdnnen. Jedoch gibt es auch
Hinweise darauf, dass eine verédnderte PlastizaafTeZellen eine Rolle in der Pathogenese
der Autoimmunerkrankungen spieleWie oben im Kapitel "Th17-Zellen" bereits erwahnt
wurde, deuten neuere Ergebnisse darauf hin, dasehdumatoide Arthritis eine veranderte
Plastizitdt mit pathologischer Préaferenz fur dielT¥subpopulation aufweist. (Leipe et al.,
2010).

Um den vermutlichen Zusammenhang zwischen verdrerPlastizitdt und
Autoimmunerkrankung besser verstehen zu kdnnendemum den letzten Jahren mogliche

Faktoren, die das Verhaltnis von Plastizitat zubHtat der T-Helferzellen regulieren,
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genauer untersucht. Die Induktion zu einer Th-Spofadion wird durch Zytokine und
Transkriptionsfaktoren beeinflusst, die zur Expaming einer Reihe an bestimmten Genen
fuhren, die am Ende den Th-Phanotyp und die Funider Zelle bestimmen. Jedoch konnte
gezeigt werden, dass auch verschiedene epigeretistddifikationen Einfluss auf die
Expression linienspezifischer Gene haben und dadalie Entwicklung zu einer Th-
Subgruppe mitbestimmen (Hirahara et al., 2011; idaetral., 2012).

2.7. Epigenetische Modifikationen

2.7.1. Die Rolle der Epigenetik in der Entwicklung der T-Zellen

Epigenetik befasst sich mit vererbbaren Verandesander Genexpression, die nicht durch
die DNA-Sequenz bedingt sind (Egger et al., 20048. drei Hauptmechanismen sind DNA-
Methylierung, post-translatorische Modifikation détistone sowie non-coding RNA
(ncRNA) (Auyeung et al., 2013; Barski et al., 2008endenhall et al., 2013; Ziller et al.,
2013).

Die DNA-Methylierung, genauer gesagt die Methylrggudes Cytosins an der Position 5
innerhalb eines Cytosin-Phosphat-Guanin DinukleotipG), wird durch die DNA-
Methyltransferase (DNMT) reguliert. Eine Anhaufueng CpGs wird CpG-Island genannt und
befinden sich zumeist in Promotor-Regionen. Die BMAthylierung erschwert die Bindung
von TF an relevante DNA-Abschnitte und fuhrt datiumu einer herabgesetzten Gen-
Transkriptionsrate (Jones, 2012). Die DNA-Methyligg spielt bei mehreren physiologischen
Prozessen, wie z.B. bei Frauen die Inaktivierumg®der beiden X-Chromosomen oder beim
genomischen Imprinting, eine bedeutende Rolle. Ebestheinen DNA-Methylierungen die
Th-Differenzierung mitzubestimmen: So ist fur di®XP3-Expression in Tregs die DNA-
Demethylierungen in regulatorischen Elementen deXH3-Lokus notwendig (Floess et al.,
2007; Janson et al., 2008; Zheng et al., 2010)ier$® Th17-Zellen (CDZIL17") zeigten in
der IL17A-Promotorregion eine Methylierungsrate v8d%, wohingegen nicht-IL-17A
produzierende CD4T-Zellen eine Methylierung von 82% aufwiesen. Einsammenhang
zwischen Methylierungsrate und IL-17A-Produktiomhkte nach Gabe von 5-Aza (5-Aza-2-
deoxycytidin), eine demethylierende Substanz, Wegtaverden, das zu einer Steigerung der
IL-17A-Produktion um 40% fuhrte (Janson et al., 20Mehrere Studien konnten ebenfalls
aufzeigen, dass Umwelteinflisse und Lebensgewoterhebenfalls das Epigenom verandern

konnen. So konnte z.B. gezeigt werden, dass dear&iignkonsum sowie regelmalig
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sportliche Aktivitat einen Einfluss auf die DNA-Mwstlierung haben (Nakajima et al., 2010;
Wu et al., 2008).

Non-coding RNA werden je nach Gro3e in long ncRNWERNA; mehr als 200 Nukleotide)
oder small ncRNA (weniger als 200 Nukleotide) etede MicroRNA (miRNA), zu den
small ncRNA gehorend, bindet an die sogenanntamtBanslated regions der mRNA und
bewirkt dadurch den Abbau dieser mMRNA oder verhinde Translation wodurch es zu
einer verminderten Synthese des Gen-Produktes kofBartel, 2004). Mehrere miRNA
konnten bereits gefunden werden, die Einfluss aef Th-Zelldifferenzierung haben. So
kontrolliert miRNA-155 die Treg- und Thl7-Entwickig (Hu et al., 2013), die miRNAs
MIiRNA-21, miRNA30l1la und miRNA-146b regulieren diaIl7-Differenzierung (Liu et al.,
2013; Mycko et al., 2012).

Posttranslatorische Modifikation der Histone fUhur Veranderung der Chromatinstruktur.
Acht Histone, aus je zwei der Histone H2A, H2B, #& H4 bilden zusammen mit der um
diesen Histonoktamer gewickelten DNA (146 bp) eirukldosom. Die einzelnen
Nukleosomen werden durch das Histon H1 miteinamdgenlpft. Die Histone besitzen viele
basische und damit positiv geladene Aminosauremuvaln eine starke elektromagnetische
Anziehung auf die negativ geladene DNA ausgetld viladurch kommt es zu der typischen
verdichteten Chromatinstruktur. Von einem repressiv Modifikationsmuster wird
gesprochen, wenn die Packungsdichte des Chromati@ellkern zunimmt und dadurch die
Gen-Expression inaktiv ist (Heterochromatin). Ewchatin hingegen stellt ein durch
permissive Histonmodifikationsmuster aufgelockertésromatin dar, deren Gene offen
zuganglich und transkriptionell aktiv sind. Posisiationale Histon-Modifikationen kénnen
im Gegensatz zur DNA-Methylierung und zur ncRNAnach Art und Lokalisation der
Modifikation entweder eine permissive oder eingespive Wirkung haben. Dadurch ergeben
sich neben einer aktiven und inaktiven Chromatmi#&ur auch ein Zwischenstadium mit
sowohl repressiven als auch permissiven Histonrkadibnen, das auch als bivalentes
Chromatinstatus genannt werden kann. Neben denerbistm besten untersuchten
Modifikationen Methylierung und Acetylierung gibts enoch die Phosphorylierung, die
Ubiquitinierung sowie die Sumoylierung (Rando, 2012 dieser Dissertation wurde der
Fokus auf folgende Modifikationen gelegt: Die Admtgung des Histon 3 (H3ac) geht mit
einer aktiven Genexpression einher und wird durieh Ehzyme Histon-Acetyltransferase
(HAT) und Histon-Deacetylase (HDAC) reguliert. Digimethylierung des Lysins 4 am
Histon 3 (H3K4me3) fuhrt zu einer verstarkt pernvies Gen-Expression, wohingegen die

Trimethylierung des Lysin 27 am Histon 3 (H3K27mef)rch die enhancer of zeste
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homologue 2 (EZH2)- Histon-Methyltransferase zu einer verstarepressiven Gen-
Expression fuhrt (Margueron and Reinberg, 2011¢ Abkirzung fur Lysin ist Lys oder K,
wodurch das Kurzwort H3K4me3 bzw. H3K27me3 verwended. Die Acetylierung gilt als
schnell modifizierbar, wohingegen die Methylierugrg3ere Stabilitat aufweist.

Mehrere Studien haben gezeigt, dass linienspelzdisGene je nach Th-Differenzierung
unterschiedliche Histon-Modifikationsmuster aufvegis So wurde beobachtet, dass die
Intensitat der H3K27me3-Modifikation im Promotoreieh des Gens von PU.1 im Laufe der
Zellentwicklung von der neonatalen naiven Uberatialte naive bis hin zur Gedachtnis Th-
Zelle abnimmt. Durch die verstarkte Repressivitdtlén neonatalen naiven Th-Zellen wurde
im Vergleich zu den Gedachtnis Th-Zellen eine @t@gkStimulation bendtigt um eine
vergleichbare IL-9 Produktion zu erreichen. Einaliéhe Beobachtung konnte unter Th9-
induzierenden Differenzierungsbedingungen gemaclktrden. Darin zeigte sich eine
Veranderung der Histonmodifikation am PU.1 Promdtior zu einem verstarkt permissiven
Muster (Ramming et al., 2012). Eine andere Studigte bei Mausen in der Nahe der TSS
(transcription  start site) der Gene IL17A und i{FNein linientypisches
Histonmodifikationsmuster: So konnte in Th1l-ZellemVergleich zu Th17-Zellen vermehrt
die permissive Modifikation H3K4me3 und in geringer Mal3e die repressive Modifikation
H3K27me3 am IFM-Promotor beobachtet werden. Am IL17A-Promotor veurdie
gegenteilige Beobachtung gemacht: So konnte beir-H&llen im Vergleich zu den Thl-
Zellen eine verstarkt permissive H3K4me3-Modifikatiund in geringerer Auspragung die
repressive H3K27-Trimethylierung gemessen werdemk@da et al., 2010).
Zusammenfassend sind im Unterschied zur genomisbiNgk (Genom) die epigenetischen
Strukturen, das Epigenom, sehr dynamisch, verandiem unter dem Einfluss endogener
Faktoren sowie Umwelteinfliisse, beeinflussen daddmproduktion und somit den Phénotyp
einer Zelle und zeigen ein Zell-spezifisches Mussamit kann eine pathologisch veranderte
Préaferenz zu einer Th-Subpopulation, wie es beirldenmatoiden Arthritis zu vermuten ist,

eventuell durch veranderte epigenetische Modifttan bedingt sein.

2.7.2. Epigenetische Veranderungen in der rheumatoiden Atiritis
Genetische Analysen von monozygotischen Zwillingemgten eine Konkordanzrate fir die
rheumatoide Arthritis von gerade einmal 15% (Silnenal., 1993). Dies suggeriert, dass
andere Mechanismen in der Pathogenese der RA iuittveortlich sein mussen, wie z.B. die
Epigenetik.
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In den letzten Jahren bekréftigten mehrere Studiese These. So wurden niedrigere globale
DNA-Methylierungsraten in T-Zellen (Richardson ét 4990) und Leukozyten (Liu et al.,
2011) von RA-Patienten im Vergleich zur gesundemtkalgruppe beobachtet. Diese
Hypomethylierung konnte bereits auch fir einzelrehli@&selgene der RA, relevant fir
Zellmigration, -adhasion und extrazellularer Matrteraktionen in synovialen Fibroblasten
bestatigt werden (Nakano et al., 2013). Ebensomwareog.peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) von RA-Patienten einzelne CpG-RegionenRtemotoren von IL-6 (Ishida et
al., 2012; Nile et al., 2008) und IL-10 (Fu et &011) signifikant geringer methyliert, was
mit einer erhohten Zytokinproduktion korrelierteeiBRA-Patienten zeigen jedoch auch
gewisse DNA-Abschnitte Hypermethylierungen, wie .zdde Promotorregion dedeath
receptor 3 (DR3)-Gens in Synovialzellen von RA-Patienten, éipoptose-induzierendes
Protein der Fas-Familie (Takami et al., 2006). Disrt vermutlich zu einer geringeren
Apoptoserate der proinflammatorischen Synovialpellad damit zu einer Aufrechterhaltung
der Entztindung.

Eine Verbindung zwischen miRNAs und RA konnte inhneeen Studien ebenfalls gezogen
werden. So wurde miRNA-155, bekannt fur seine oekeg(Costinean et al., 2006) und
autoimmunitatsregulierende (O'Connell et al., 20M@kung, in PBMC von RA-Patienten im
Vergleich zur Kontrollgruppe tberexprimiert (Pauletyal., 2008). Dies korrelierte mit der
Krankheitsaktivitat der Patienten. RA-Patientergeaiim Synovium ebenfalls erh6hte Werte
fur miRNA-155, was mit einer erhohten Rate an I-gt@duzierenden T-Zellen assoziiert
war (Niimoto et al., 2010). Ein Beispiel fir dassAmmenspiel verschiedener epigenetischer
Modifikationen ist miRNA-203, dessen UberexpressiorSynovialzellen von RA-Patienten
durch DNA-Demethylierung mittels 5-Aza-2'deoxycytidveiter gesteigert werden kann und
zu einer verstarkten Expression der Matrix-Metalhdpase 1 und von IL-6 fuhrte (Stanczyk
et al., 2011).

Bei den Histonmodifikationen beschranken sich dghdrigen Daten von RA-Patienten vor
allem auf die Histonacetylierung sowie die Untehsug der entsprechenden Enzyme HAT
und HDAC. Jedoch wurden die Daten meist von Synpsilen bzw. vom Synovialgewebe
erhoben. Daten zu T-Zellen sind bisher kaum zueimd

Werte zur Gesamt-HDCA-Aktivitdt im synovialen Gewelvon RA-Patienten sind im
Vergleich zu Osteoarthritis-Patienten kontroversl weigen eine geringere (Huber et al.,
2007) oder verstarkte (Kawabata et al., 2010) Aéiv Dies konnte mdglicherweise damit
zusammenhangen, dass die Enzymaktivitdt variabelursd stark von dem lokalen
Entzindungsstatus abhangt (Grabiec and Reedquist().2 Durch HDAC-Inhibitoren
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(HDACi) konnte in mehreren Studien eine mdogliche ddagende Rolle des
Acetylierungsstatus bekréftigt werden. So konntecklu-K228, ein Hemmer der HDAC-
Klassen |, in einem Arthritis-Mausmodell die Gelsokwellung, die synoviale Entziindung
und die Knorpeldestruktion reduziert werden (Nighéd al., 2004).

Fur die Histonmethylierung konnte bei RA-Patientisher lediglich eine Uberexpression
von EZH2 in Synovialzellen von RA-Patienten (RASFm Vergleich zu
Osteoarthritispatienten (OA) nachgewiesen werderenmann et al., 2011). Jedoch
korrelierte die EZH2-Expression nicht mit Verandegan der globalen H3K27me3 in RASF.
Da bisher Uber die Histonmodifikationen in den 8skelgenen IL17A und RORC, die wie
zuvor erwahnt bei RA-Patienten eine erhOohte Exprassaufweisen und mit einem
verstarkten Thl7-Phanotyp assoziiert sind, in Tefelvon RA-Patienten noch keine
vergleichende Daten zu einer gesunden Kontrollgeigghoben wurden, ist in diesem Bereich

ein deutlicher Nachholbedarf anzusehen. Diese Ra&gm nahm genau dies zum Ziel.

2.8. CNS-Regionen

Die verstarkte Transkription eines Gens kann wieBamispiel PU.1 zuvor beschrieben durch
epigenetische Modifikationen an der Promotorregieriolgen, wodurch die Bindung
entsprechender Transkriptionsfaktoren erleichtddreerschwert wird. Jedoch gibt es neben
dem Promotor noch weitere Kontrollsequenzen, &obancer und Slencer. Haufig handelt
es sich bei den regulatorischen Sequenzencanserved non-coding sequences (CNS).
Solche Regionen erfuhren wahrend der Evolution gv&f@rdnderungen, weswegen zwischen
den einzelnen Saugetierarten hohe Ubereinstimmongdei Sequenz zu finden sind. Dies
suggeriert, dass CNS-Regionen fiir den Organismmus wichtige Bedeutung und deshalb
wahrend der Evolution kaum Veranderung erfuhrenehalAus diesem Grund wurde in
dieser Dissertation die Histonmodifikationen sowaim Promotor als auch an CNS-Regionen

untersucht.
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2.9. Die rheumatoide Arthritis

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine systemischehronisch-inflammatorische
Autoimmunerkrankung, die unbehandelt zu destruglgan Gelenkveranderungen,
chronischen Schmerzen, eingeschréankter Lebensifuahtd verkirzten Lebenserwartungen
(Meune et al., 2010; Radovits et al., 2010) fahrt.

2.9.1. Epidemiologie

Mit einer Pravalenz von 0,5-1% ist die RA die hgsfe entzindliche Gelenkerkrankung,
wobei Frauen circa doppelt so haufig betroffen suel Manner. Der Erkrankungsgipfel liegt

bei Frauen zwischen 55-64 Jahren, bei Mannern hers65-75 Jahren (Symmons, 2002),
jedoch kann es auch in jedem anderen Lebensaltezirar Manifestation kommen. Die

Inzidenzrate wird mit etwa 21 bis 45 pro 100 00@sBeenjahren beziffert (Pedersen et al.,
2007).

2.9.2. Klinische Manifestation und Diagnostik

In der Frihphase kommt es meist zum polyartikul&gmmetrischen Arthritisbefall mit
Pradilektion der kleinen Gelenke wie Hand-, Fingeng- (MCP), Fingermittel- (PIP),
Zehengrundgelenken (MTP) sowie Grol3zehenmittelgeléiP). Dabei sind Schwellung als
Zeichen der Synovitis, Druckschmerzhaftigkeit undrlyensteifigkeit von tber 60 Minuten
Dauer typische Symptome, die zu Beginn oft von &ihginsymptomen wie
Abgeschlagenheit, Schwitzen und subfebrilen Tentpesa begleitet werden kdnnen. Bei
unzureichender Therapie kann es langfristig zue@alestruktion mit Gelenkdeviation und
Funktionsverlust kommen. Bei circa 50% der Patienteommt es zusatzlich zu
extraartikularen Manifestationen wie z.B. Rheuma&np AA-Amyloidose, rheumatoider
Vaskulitis oder sehr selten Glomerulonephritis.gesamt haben RA-Patienten ein erhéhtes
Risiko kardiovaskular (Chung et al., 2014; Fisckeral., 2004; Nicola et al., 2005) oder
pulmonal (Cortet et al., 1997) zu erkranken.

Um in einem mdglichst frihen Stadium die RA diagmsren zu konnen, wurden in
Kooperation zwischen dedmerican College of Rheumatology (ACR) und derEuropean
League Against Rheumatism (EULAR) die ACR/EULAR Klassifikationskriterien flidie
rheumatoide Arthritis von 2010 erstellt. Die Kritar sollen helfen, eine frihe Arthritis als
rheumatoide Arthritis klassifizieren zu konnen, wegin frihzeitiger Therapiebeginn ist
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entscheidend fur die weitere Prognose (Emery, 1RE&hold et al., 1998). Es werden max.
zehn Punkte vergeben, ab einem Wert von 6 Punktem kdie Erkrankung als RA
klassifiziert werden. Fur folgende Kategorien werd@unkte vergeben: Anzahl der
betroffenen Gelenke (max. 5 Punkte), serologiscltegkbt (max. 3 Punkte), akute Phase
Parameter (max. 1 Punkt) und Symptomdauer (maxunktP Ein betroffenes Gelenk wird
gemald den Klassifikationskriterien definiert ala geschwollenes oder druckschmerzhaftes
Gelenk. Ausgeschlossen von dieser Bewertung sind BDaumensattelgelenk, das
Grol3zehengrundgelenk sowie die Finger- und Zehayeedke, da diese bevorzugt bei
Arthrose oder anderen entziindlichen Gelenkserkraggmu befallen sindin der Serologie
werden die IgM- Rheumafaktoren (RF) und die Autoantikdrper gegen citrullinierte
Peptide/Proteineafiti-cyclic citrullinated protein antibodies, anti-CCP-AK) untersucht. Als
akute Phase Parameter eignen sich das C-reaktivaeteilPr (CRP) und die
Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG). Die Symptomdauezieht sich auf das Gelenk, das
zum Zeitpunkt der Untersuchung am langsten betmof$¢. Ab einer Mindestdauer von 6
Wochen wird ein Punkt vergeben. Anwendbar sind Kligerien jedoch nur, wenn eine
sichere Synovitis mit Gelenkschwellung in mindesteinem Pradilektions-Gelenk (s.0.)
vorliegt und andere Ursachen ausgeschlossen wekdanen, wie z.B. degenerative
Gelenksverdnderungen, Trauma oder andere entzliedliErkrankungen. Die primare
Diagnostik, die sich v.a. auf Anamnese und klinesstintersuchung fokussieren sollte, kann
durch weitere Laboruntersuchungen und Bildgebungesichert werden. So kann die
Sonographie Gelenkergiisse und vermehrte Vaskearngy in der proliferierten
Gelenkschleimhaut als frihestes Zeichen noch rikersstruktureller Veranderungen der
rheumatoiden Arthritis nachweisen (Joshua et #&062 Strunk et al., 2010). Vorteil ist
unbestritten die einfache und kostenglnstige Véxdikeit, jedoch steht dem eine sehr
untersucherabhéngige Evaluation gegeniber. Diggedotogische Untersuchung dient vor
allem der Erkennung von erosiven Gelenkverandemngés Ausgangsbefund fir die
Verlaufsbeurteilung sowie zum Ausschluss von Frattuoder anderen Knochenprozessen.
Jedoch ist es nicht als diagnostisches Mittel fide driihe RA geeignet, denn selbst eine
aggressive Form der RA benotigt zur Ausbildung ¥nsionen mindestens 6-24 Monate
(Machold et al., 2002).

Zur Beurteilung der Krankheitsaktivitat wurde voar EULAR der DAS28-ScoreDfsease
Activity Score 28) entwickelt. Diese quantitative Beurteilung desamkheitszustandes
ermoglicht einerseits verschiedenen Untersuchern Heankheitsverlauf abzuschatzen.

Andererseits ist es ein zusatzliches Mittel medigatidse Therapieerfolge zu erfassen, was
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z.B. auch bei klinischen Studien verwendet wird.r MAS28-Score berechnet sich aus
folgenden vier Parametern: Die Anzahl der gesclemelh oder schmerzhaften Gelenke, die
Blutsenkungsgeschwindigkeit und die subjektive Elézung des Krankheitszustandes
durch den Patienten selbst, angegeben durch diellsAnalogskala von 0-100 mm mit 100

mm als schlechtmdglichste Bewertung der Symptome.eMer vorgegebenen Formel lasst
sich durch diese 4 Parameter der Punktewert bestim{frrevoo et al., 1995). Ein DAS28 >

5,1 spricht fur eine hohe Aktivitat, ein Wert zwien 3,2 — 5,1 deutet auf eine mittlere
Krankheitsaktivitat hin und ein Wert < 3,2 bedeudtdtlende bis geringe Krankheitsaktivitat.

Ein Wert unter 2,6 wird als Remission gewertet (&rsn et al., 2012). Liegen keine BSG-
Werte vor, so kann auch das CRP verwendet werden.dBraus ermittelte DAS28-CRP

reagiert schneller auf kurzfristige Veranderungenkrankheitsaktivitat (van Leeuwen et al.,

1993) und fallt im Vergleich zum DAS28-BSG meistigger aus (Matsui et al., 2007).

2.9.3. Pathogenese

Die rheumatoide Arthritis, eine Autoimmunerkrankuhgch Verlust der Selbsttoleranz, ist in
seiner Auspragung, Erscheinung und therapeutis¢kresprechen von Patient zu Patient sehr
unterschiedlich. Diese Problematik verdeutlichdeurcksvoll, dass die Pathogenese komplex
und heterogen ist und es vermutlich nicht "dieedilisache"” gibt. So wurden in den letzten
Jahren viele Faktoren entdeckt, die Einfluss aefidiankheit haben. Welche Faktoren jedoch
gemal dem Prinzip "Henne und Ei" zuerst da wdoan, welchen Faktoren eine Kausalitat
zugesprochen werden kann, und welche Veradnderuegen als Folge der Erkrankung
angesehen werden kénnen, ist im Moment noch schwdyestimmen. Neben genetischen
und epigenetischen Faktoren spielen auch Umwettfait Infektionen, die Dysfunktion von
T-Zellen bzw. des angeborenen Immunsystems sow@dd/eranderungen im Gelenk selber
eine Rolle.

Durch quantitative genetische Analysen wird gesathdtass 60% der RA-Félle genetisch
bedingt sind. Eine Metaanalyse lUber sogenanntengenade association studies (GWASS),
die annahernd Daten von 30.000 RA-Patienten und T®@®00 gesunden Kontrollspendern
eingeschlossen haben, konnte 101 Gen-Loki idelién, die mit einem erh6hten RA-Risiko
behaftet waren (Okada et al., 2014). haswan leukocyte antigen (HLA) — Gen zeigte dabei
die groRte Assoziation mit der RA (Deighton et 8889). Gewisse HLA-DRBL1 Allele, die in
einem  Abschnitt der hypervariablen Antigen-Bindwsighe eine  spezifische

Aminosaureabfolge von funf Aminosauren kodierens @gaich alsshared-epitope (SE)
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bezeichnet wird, zeigen eine starke Disposition R& (Gregersen et al., 1987). Ebenso
konnte ein Zusammenhang zwischen SE-Allelen, die éedeutende Rolle fir die T-Zell-
Rezeptor-Bindung spielen, und das Auftreten von-@@P-Antikorpern ermittelt werden
(Auger et al., 2005; Bas et al., 2000; Shimane lget 2013; van Gaalen et al., 2004).
Zwillingsstudien mit monozygoten Zwillingen zeigtgtdoch gerade einmal eine Konkordanz
von 15,4 % (Silman et al., 1993). Dies lasst veanutlass genetische Faktoren nicht alleine
ursachlich fur die RA sein kdnnen, sondern z.B.haggigenetische Veranderungen, wie im
entsprechenden Kapitel bereits erwahnt, dazu peitraEbenso von Bedeutung scheinen auf
APC exprimierteToll-like-Rezeptoren (TLR) zu sein, denn sie erkennen nicht nur pathege
Molektle, sondern kdnnen auch durch endogene Amigeogdanger-associated molecular
patterns (DAMPSs), aktiviert werden. Dies fuhrt zur Aktivieng der APC und Uber
Prasentation an MHCII-Molekulen zur Stimulierung @94 -T-Zellen. V.a. Th1- und Th17-
Zellen sezernieren daraufhin u.a. lEN'NF, IL-6, IL-17 und IL-22, und fihren zum Erhalt
der chronischen Inflammation einerseits durch Aktivng und Chemotaxis von Monozyten,
Makrophagen, neutrophile Granulozyten und synovkaleoblasten (Crowston et al., 1997;
Isler et al., 1993; Mclnnes et al., 1997; Stout93)9und andererseits durch die direkte pro-
inflammatorische Wirkung der Zytokine (Eastgatalet1988; Okamoto et al., 1997; Saxne et
al., 1988; Smolen and Steiner, 2003). Neben deaitbegenannten pro-inflammatorischen
Wirkungen (siehe Kapitel Th17-Zellen) bewirkt IL-Efnerseits durch seine antiapoptische
Wirkung eine synoviale Hyperplasie und anderersaitisnuliert es Uber RASF die
Angiogenese im synovialen Gewebe (Pickens et @10R Die im Verlauf auftretende
Knorpeldestruktion wird Gber IL-17A durch Induktiomler SF zur Sekretion von
Matrixmetalloproteasen und Kollagenasen verursé@8htolen et al., 2007). IL-6 rekrutiert
neutrophile Granulozyten (Lally et al., 2005), digrch Sauerstoffradikale und proteolytische
Enzyme weiter zur Gelenkdestruktion beitragen. Zurochenerosion kommt es durch
verstarkte Osteoklastogenese Uber das RANK/RANK&tSy, deren Expression durch IL-
17, IL-6 und TNF reguliert wird (Schett, 2007). Diéber Tregs vermittelte
Regulationsmechanismen des adaptiven Immunsysteh®sns bei RA-Patienten ebenfalls
gestort zu sein. So scheinen Tregs bei einer akiRA die verstarkte Zytokinsekretion durch
T-Zellen und Monozyten nicht kontrollieren zu konn@Ehrenstein et al., 2004). Auch die
synovialen Fibroblasten scheinen bei RA-Patienemdnderte Eigenschaften zu besitzen. So
gehen sie seltener Apoptose ein und bewirken dSekretion von proinflammatorischen
Zytokinen einerseits eine lokal-destruktive Wirku(ighrenstein et al., 2004) und tragen

andererseits zur Erhaltung der Entzindungsrealign Durch die Gewebeschadigung an
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sich kommt es zur vermehrten Freisetzung von DAMIRs wiederum zur Aktivierung von
antigen-prasentierenden Zellen fuhren. Dies endezinem Teufelskreis, denn es entsteht
dadurch eine sich selbst aufrechterhaltende Entmigsteaktion (Takagi, 2011). Weitere
Risikofaktoren sind Rauchen, das bei gleichzeitiyd®rhandensein von SE zu einer erhéhten
Citrullierungsrate der Proteine fuhrt und somitraatlich zur Entwicklung von anti-CCP-AK
beitragt (Klareskog et al., 2006; van der Helm-Wih et al., 2007). Ebenso scheint neben
Ubergewicht (de Hair et al., 2013; Karlson et 4B99; Stolt et al., 2003) sowohl Stress
(Cutolo and Straub, 2006) als auch erhthte Wert®strogenen (Cutolo, 2000) das Risiko
zur Entwicklung der rheumatoiden Arthritis zu dnbd.

2.9.4. Therapie

Bei der richtigen Therapie der RA spielt vor allder frihzeitige Beginn eine entscheidende
Rolle, denn eine Verzégerung ist mit einem schier@n Verlauf assoziiert (Lard et al., 2001;
Nell et al., 2004; van der Linden et al.,, 2010).sDZiel der Behandlung soll die
schnellstmogliche Remission sein, denn die Wahisbkblekeit auf eine erfolgreiche
Remission korreliert mit einer kiirzeren Symptomdaured der Zeit bis zum Ansprechen der
Medikation. Gemal3 Definition ist eine Remission lke@em DAS28 < 2,6 erreicht. Bei
langjahriger Krankheitsgeschichte kann eine Remwissinrealistisch sein. Hierbei soll eine
maoglichst geringe Krankheitsaktivitat angestrebtdea.

Die folgenden Handlungsempfehlungen sind aus denLe8linien der Deutschen
Gesellschaft fir Rheumatologie zur sequenziellen dikamentdésen Therapie der
rheumatoiden Arthritis 2012 entnommen. Wurde diagnbse einer RA gestellt, so sollte die
Therapie mitdisease-modifying antirheumatic drugs (DMARDs) begonnen werden. Hierfur
ist Methotrexat (MTX) das Mittel der ersten Wahlenth kein anderes DMARD oder
Biologikum konnte bisher die klinische Wirksamkeitn MTX Ubertreffen (Gaujoux-Viala et
al., 2010; Nam et al., 2010). Empfohlen wird eingidldosis von 15 mg/Woche sowie eine
wochentliche Folsauresubstitution von 5-10 mg. Bewvaigen Unvertraglichkeiten oder
Kontraindikationen gegen MTX wird die Gabe von uefbmid oder Sulfasalazin empfohlen.
Parallel zur MTX-Substitution ist eine Glukokortidgabe in niedriger (< 10 mg
Prednisolon) oder mittlerer (initial 10-20 mg/d é&mesolon) Dosis durchzufuhren.
Prednisolon funktioniert einerseits bis zum Beginder MTX-Wirkung als
Uberbriickungstherapie und kann andererseits aufgeainer antiinflammatorischen und

krankheitsmodifizierenden Wirkung eine erhdhte Resioinsrate erreichen (Hafstrom et al.,
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2009). Aufgrund des bekannten breiten Nebenwirkprajds sollte die Prednisolondosis
nach 6-12 Wochen auf unter 7,5 mg pro Tag redumerden. Nach Beginn der Therapie
sollten haufige klinische Verlaufskontrollen erfeig je nach Krankheitsintensitat zu Beginn
alle 1-3 Monate. Es konnte sogar gezeigt werdess éme engmaschige Verlaufskontrolle
die Remissionsraten verbessern (Klarenbeek et 2a0D11; Mease, 2010). Zur
Verlaufsbeurteilung eignet sich DAS28, aber audiotagische Kontrollen sollten spatestens
12 Monate nach Therapiebeginn sowie darauffolgaeneginem jahrlichen oder zweijahrigen
Rhythmus erfolgen, denn auch bei geringer oderlgubéher Krankheitsaktivitat kann es zu
strukturellen Schaden kommen (Rezaei et al., 2082chs Wochen nach Beginn der
medikamentdosen Behandlung sollte der Therapieerfolgvaluiert werden. Bel
unzureichender Reduzierung der Krankheitsaktiksdin entweder die MTX-Dosis auf 20-25
mg/Woche optimiert oder die Prednisolongabe gesteigerden. Wurden nach insgesamt 12
Wochen keine zufriedenstellenden Ergebnisse etrel@nn entweder auf eine DMARD
Zweierkombinationstherapie aus MTX und  Leflunomid dep auf eine
Dreifachkombinationstherapie aus MTX, Sulfasalammd Hydroxychloroquin umgestellt
werden.

Liegen mehrere ungunstige Prognosefaktoren, wie #rihes Auftreten von Erosionen,
Positivitdt fur RF und anti-CCP oder eine ausgegerdgntziindungsaktivitat vor, so kann
anstatt einer DMARD-Kombinationstherapie direkt aw@fine Biologikatherapie in
Kombination mit MTX umgestiegen werden. Ansonstdrdverst nach Ausschopfung einer
3-monatigen DMARD-Kombinationstherapie die Biolaggabe in Kombination mit MTX
empfohlen. Als Biologika eignen sich die TNHnhibitoren Adalimumab, Certolizumab,
Etanercept, Golimumab und Infliximab oder aber Abapt (Fusionsprotein aus Fc-Teil von
humanem IgG1l und extrazellularer Doméne von CTLAeyen CD80 und CD86) und
Tocilizumab (humanisierter anti-IL-6-Rezeptor-AKDie Biologikatherapie sollte stets in
Kombination mit MTX erfolgen. Ausnahme davon ist clizumab, das sowohl in
Kombination als auch als Monotherapie gleichwerti@ggfektivitdt zeigt und bei
Unvertraglichkeit oder Kontraindikationen von MTXegeben werden kann. Bei
Kontraindikationen fur MTX kann auch auf die Komaiion von Leflunomid und Rituximab
gewechselt werden, deren Wirksamkeit bereits irdiStubelegt wurde (Chatzidionysiou et
al., 2012). Ein Biologika-Wechsel bei nicht ausheicdem Ansprechen ist nach 3-6 Monaten
indiziert. Hierfir eigenen sich v.a. Golimumab, Adizept, Rituximab (anti-CD20-AK),
Tocilizumab, sowie Adalimumab, Etanercept und kmfiab. Wurde selbst nach

Ausschopfung all jener Therapien keine ausreicheBdsserung der Krankheitsaktivitat
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erreicht, so ist der Wechsel zu Medikamenten miénschiedlichem Wirkprinzip empfohlen.
Anakinra (humaner Interleukin-1-Rezeptor-AK), Cywhosphamid (Alkylanz) oder andere

klassische DMARDSs kdnnen hierbei als Ausweichprajpaerwendet werden.
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3. Zielsetzung der Dissertation

Zwei wichtige Erkenntnisse der letzten Jahre w&amdlage dieser Dissertation. Zum einen
konnte bis dato gezeigt werden, dass Th-ZellenMéauosen linienspezifische Veranderungen
epigenetischer Histonmodifikationen im Bereich d&chlisselgenen RORC und IL17
aufwiesen.

Zum anderen konnte beobachtet werden, dass Patiemterheumatoider Arthritis einen
verstarkten Thl17-Phanotyp zeigten, dessen Auspgagomt der Krankheitsaktivitat
korrelierte. Dies fuhrte zur Hypothese, dass bei-Fienten eine verstarkt permissive

Histonmodifikation in den Th17-Schlisselgenen ztbhten Th17-Frequenz beitragt.

In der vorliegenden Dissertation sollen Verandeaimgpigenetischer Histonmodifikation
zwischen den verschiedenen Th-Subpopulationen saiter und bei Patienten mit
rheumatoider Arthritis andererseits genauer untétswerden. Daraus ergaben sich folgende
spezifische Fragestellungen:

1. Werden die Gene IL17A und RORC an ihren Promotaned ausgesuchten CNS-
Regionen je nach Th-Differenzierungsbedingung dureim unterschiedliches
Histonmodifikationsmuster charakterisiert?

2. Ist nach Antigenkontakt eine Verdnderung der Histodifikation zu erkennen?

3. Zeigen Patienten mit rheumatoider Arthritis eine rstérkt permissive

Histonmodifikation in den oben genannten Genen?
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4. Materialien

4.1.

Verwendete Gerate

Bezeichnung

Modell

Hersteller

Biological Safety Cabinets

NU-437 Class I, Type 4

\Rluaire

Brutschrank

HERAcell 240 CO2-
Inkubator

Thermo Scientific

Durchflusszytometer

Cytomics FC 500

Beckman Coulter

Elektrophorese Horizontal
Kammer

- BlueMariné™ 100

Serva Electrophoresis

Elektrophorese
Spannungsquelle

Consort E834
Microcomputer

Consort

MACS® Separators Mini-/Midi-/Octo- Miltenyibiotec
/Quadro-MACSM
Separation Unit
Magnetrihrer MR 3001 Heidolph Elektro
Orbital Platform Shaker Unimax 1010 Heidolph
pH-Meter In Lab Routine Pro Mettler-Toledo
Real-Time PCR-Masching 7500 Fast Real-Time PCApplied Biosystems
System
Schuttelwasserbad GFL 1083 GFL Gesellschaft fuokaichnik
GmbH
Sonicator UCD300 - Bioruptor Next Diagenode

Generation System

Taumelrollenmischer

RM 5-V

CAT Ingenieurbliro M.Zepgr
GmbH

Thermomixer Thermomixer comfort Eppendorf
Temperierbare Duomax 1030 Heidolph
Transilluminator mit E.A.S.Y® Doc plus Herolab
Monochromaler/Farb- system mit E.A.S.Y® B-
Kamera 1448-F
Vortexgerat Reax 2000 Heidolph
Zellzahler Z1 Beckman Coulter
z2
Zentrifugen Centrifuge 5417R, 5415D Eppendorf
5415R, 5430
4.2. Verbrauchsmaterialien
Bezeichnung Modell Hersteller
Serologische Pipetten 5ml, 10ml, 25ml Greiner BizeQOSarstedt

Kulturplatte

Costar® 24 Well

Corning Incorporated
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Real-time PCR
Reaktionsplatte

Fast Optical 96-Well
Reaction Plate with
Barcode (0,1ml)

Applied Biosystems

Adhéasionsfilm flr

MicroAmp® Optical

Applied Biosystems

Reaktionsplatte Adhesive Film

Platten fir ChIP Nunc-Immuno Module, | Thermo Scientific
MaxiSorp

Abdeckfolie Sterile Folie fur 96-well | Thermo Scientific
plates

MACS® Cell Separation
Columns

MS und LS Saulen

Miltenyibiotec

Eppendorfgefal 0,5mlund 1,5 ml Eppendorf
4.3. Chemikalien und Reagenzien
Name Hersteller
6-fach DNA loading Dye Thermo Scientific
Agarose Merck
Ammoniumchlorid (NHCI) Merck
Bovines Serum Albumin (BSA) Merck
Chlorwasserstoff 37% (HCI) Merck
Dithiothreitol (DTT) Sigma
Dulbecco’s Phosphatgepufferte Invitrogen
Kochsalzlosung (DPBS)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Merck
Essigsaure (C¥COOH) Merck
Ethanol Merck
Fetales Kélberserum (FCS) Invitrogen
Ficoll (Lymphoflot) Bio-Rad Medical Diagnostics
Formaldehy 37% (CpD) Merck

GeneRuler DNA ladder 1000 Basenpaar&ermentas

(bp)
GeneRuler DNA ladder 100 bp Fermentas
Glycin (GHsNOy) Merck

Henksche Losung mit Phenolrot

Apotheke Klinikum deiversitat Minchen

Heparin-Natrium-Salz

Braun

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)- Merck
ethansulfonsaure (Hepes)

lonomycin, Kalzium-Salz Merck
Kaliumchlorid (KCI) Merck
Kaliumhydrogencarbonat (KHCGD Merck
L-Glutaminsaure (€HgNO,) Gibco
Magnesiumchlorid (MgG) Merck
Monensin, Natrium-Salz Sigma
Natriumazid (Nal) Merck
Natriumchlorid (NaCl) Merck




Materialien

Natriumdeoxycholat (&xHsgNaQO,)

Merck

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck

Normales humanes Serum (NHS)

Forschungslabor Rhesnheat Minchen

Natriumlaurylsulfat = Sodium
dodecylsulphate (SDS)

Merck

NP-40 Calbiochem (EMD Millipore)
Paraformaldehyd Sigma

Penicillin G/Streptomycin Gibco
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Roche

(C7H,O,SF)

Phorbol 12-myristat 13-azetat (PMA) Sigma

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung
(phosphate buffered saline, PBS)

Apotheke Klinikum der Universitat Minchen

Power SYBR® Green PCR Master Mix

Applied Biosystem

Protease Inhibitor Cocktail Tablets Roche
(complete, EDTA-free)
Proteinase K Invitrogen
RPMI 1640 (RPMI) Invitrogen
Saponin Sigma
Schafserythrozyten = Sheep Red Blood| Fiebig-N&ahrstofftechnik
Cells (SRBC)
SYBR Safe DNA Gel Stain Invitrogen
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Merck
(TRIS) (GH1NO3)
Triton® X-100 Sigma
4.4. Kit-Systeme
Name Hersteller

GenElute PCR Clean-Up Kit Sigma Aldrich
CD4+ T Cell Isolation Kit Il human Miltenyi Biotec
Memory CD4+ T Cell Isolation Kit 1l Miltenyi Biotec
human
Naive CD4+ T Cell Isolation Kit Il human MiltenyiiBtec
4.5. Puffer
4.5.1. Verwendete Puffer und Losungen:

Puffer und Lésungen Zusammensetzung

4 M NaOh
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0,1 M NaOH

1 M TrisHCL, pH 9,5

1 M TrisHCL, pH 8,0

0,5M EDTA, pH 8,0

10 % NaN
10-fach NHCI 1,5 M NH,CI, 100 mM KHCQ, 1,0 mM EDTA
1-fach NHCI 0,15 M NH,CI, 10 mM KHCQ, 0,1 mM EDTA

FACS Puffer (FACS-PBS)

PBS supplementiert mit:
« 2%FCS
+ 0,01 % NaN

5 % Saponin

5 % Saponin in PBS

FACS-Saponin

2 % Saponinlésung in FACS-PBS

MACS Puffer

« 0,5% BSA
- 2mMEDTA
in PBS I6sen und steril filtrieren

RPMI/P|S/L-Glu

RPMI 1640 supplementiert mit:
+ 2 mM L-Glutaminséure
« 50 U/ml Penicillin G
« 50 pg/ml Streptomycin

Zellkulturmedium

10 % NHS in RPMI/ P|S / L-Glu

50-fach TRIS-Acetat-EDTA(TAE)-Puffer

2 M TRIS, 1 Eksigsaure, 0,05 M EDTA

1-fach TAE-Puffer

40 mM TRIS, 20 mM Essigsaure, 1rBMTA

1 % Agarose

1 % Agarose in 1-fachem TAE-Puffer

4 % Paraformaldehyd

4 % Paraformaldehyd in PBS7 gH

4.5.2. Puffer und Losungen fir

den ChlIP-Assay

Puffer

Zusammensetzung

1,25 M Glycin

Coating Buffer (CB)

Pro Well 100ul vom Antikérperagtermix:

100ul | 1,0ul Rb-IgG

CB+ I5ilant-H3K4me3

4ul anti-H3ac

2ul anti-H3K27me3

ELISA Wash Buffer Powder (eBioscienc

en 11 MilliQ Wasser I6sen

Re-Crosslinking Puffer

+ 7,5mM TrisHCI (pH 8,0)
+ 0,75 mM EDTA (pH 8,0)
+ 0,5% SDS
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« 0,5 mg/ml Proteinase K

Sonication Puffer

+ 50 mM Hepes (pH 7,9)

+ 140 mM NacCl

-« 1mMEDTA

« 1 % Triton X-100

+ 0,1 % Na-Deoxycholat

+ 0,1% SDS

« 0,5mM PMSF
In MilliQ Wasser verdinnen und zu 50ml eine
Tablette des Protease Inhibitor Cocktail
hinzugeben.

Swelling Puffer

+ 25 mM Hepes (pH 7,8)

+ 1,5 mM MgCh

+ 10 mM Kcl

+ 0,1% NP-40

« 1mMDTT

« 0,5mM PMSF
In MilliQ Wasser verdinnen und zu 50ml eine
Tablette des Protease-Inhibitor Cocktails
hinzugeben.

TE Puffer

+ 10 mM TrisHCI (pH 8,0)
« 1 mM EDTA (pH 8,0)
In MilliQ Wasser losen.

Wasch Puffer A

+ 50 mM Hepes (pH 7,9)

« 500 mM NacCl

« 1mMEDTA

+ 1% Triton X-100

+ 0,1 % Na-Deoxycholat

« 0,1% SDS

« 0,5mM PMSF
In MilliQ Wasser verdinnen und zu 50ml eine
Tablette des Protease Inhibitor Cocktails
hinzugeben

4.6. Antikorper und Zytokine

4.6.1. Antikorper fur Oberflachenfarbungen

Antikorper Markierung Klon Isotyp Hersteller
anti-CD3/CD4 FITC und PE SK7 und SK3 Maus {gG| BD Pharmingen
anti-human PE UCHL1 Maus Ig@ | BD Pharmingen
CD45RO
anti-human FITC HI100 Maus IgG, | BD Pharmingen

CD45RA




Materialien 32
anti-human PE M-T271 Maus Ige | BD Pharmingen
CD27
anti-human FITC M-T271 Maus Ig@ | BD Pharmingen
CD27
4.6.2. Antikorper fur intrazellulare Farbungen
Antikorper Markierung Klon Isotyp Hersteller
anti-human-1L-4 | APC MP4-25D2 Ratte 1gG | BioLegend
anti-human-IL-9 | PE MH9A4 Maus Igf | BioLegend
anti-human-IL-17| PE/Cy7 BL168 Maus lgG | BioLegend
anti-human- FITC 4S.B3 Maus Ige | BD Pharmingen
Interferony (anti-
IFN-vy)
4.6.3. Antikorper fur Zellkulturen
Antikorper Endkonzentration Klon Isotyp Hersteller
in d. Zellkultur
anti-CD3 1 pg/mi OKT3 Maus IgG | American Type Cu#tu
Collection
anti-CD28 1 pg/mi CD28.2 Maus IgG| BD Pharmingen
anti-1l-4 10 pg/mli 25D2 Ratte IgG | Thermo Scientific
anti-IFNy 10 pg/ml polyklonal Kaninchen| Thermo Scientific
4.6.4. Zytokine fur Zellkultur
Antikorper/Zytokin Endkonzentration in de Hersteller
Zellkultur
Rekombinantes humanes II-16/11- | 10 g/ml R&D Systems
1F2
Rekombinantes humanes II-2 10 U/mi Endogen
Rekombinantes humanes II-4 31,25ng/ml Endogen
Rekombinantes humanes II-12 40ng/mi R&D Systems
Rekombinantes humanes II-21 100ng/ml Invitrogen
Rekombinantes humanes 1I-23 20ng/ml R&D Systems
Rekombinantes humanes TGFR-1| 5 ng/m R&D Systems

-
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4.6.5. Antikorper fur den ChiP-Assay

Antikorper Klon Isotyp Host Species Hersteller
Rabbit lgG-Reagent| polyklonal IgG Kaninchen Sigma
Grade
Anti-acetyl Histone | polyklonal K.A. Kaninchen Millipore
H3
Anti-trimethyl- polyklonal K.A. Kaninchen Millipore
Histone H3(Lys4)

Anti-trimethyl- polyklonal 1gG Kaninchen Millipore
Histone H3(Lys27)

4.7. Primer fur Real-Time PCR Analysen

Gen-Loci ,,Forward Primer” ,,Reverse Primer”

IL17A Promotor 5-GTG ACC ACA GAA GGA | 5-ATC AGC AAG AGC ATC GCA
GAA AAG CC-3’ CG-3

IL17 CNS1 5-CCC TACTT TCA GTG ACA 5-TGG TGG ACT TCC CTT TGG
TCC GTT C-3’ TAA TG-3’

IL17 CNS5 5-GGT TGA GAA GCC CAG |5-AAG TGC GAC TGT CCC CCT
GAA TGT G-3 TGT AAG-3’

RORC Promotor 5-TCT CCCCTATGCCTG |5-TGATTT TGC CCA AGG ACT
TCA CCT G-3 CAC AC-3’

RORC CNS3 5-CTC TGG AAA GGAGGA |5-CTCTTACCATTG CTG CTG
TGT CTT GG-3’ TCA GG-3’

RORC CNS5 5-ACG AGA CGG CAG AAG | 5-AAA CAG CAG AGC AGG
AGG GAA G-3’ AGT CAG C-3’

CD4 Promotor 5-TAG GGT GTG GAG GAG | 5-GCG TAT CTG TGT GAG GAC
CCT 1G-3’ TTG G-3’

MYOD1 Promotor| 5-TTG CCA CAACGG ACG |5-GTGCTCTTC GGG TTT CAG
ACT TC-3' GAG-3’

4.8. Humane Zellen

Humane Blutzellen wurden durch die Abnahme von heisgertem vendsem Blut aus der
Vena cubitalis gewonnen. Den Patienten wurde hi@®3i120ml, den gesunden Spendern aus

der Kontrollgruppe 300ml vendses Blut entnommerle Alutspender gaben hierfiir eine
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schriftliche Einverstandniserklarung ab. Die ethess@ustimmung wurde durch das Ethische

Komitee des Klinikums der Ludwig-Maximilians-Uniwtat Minchen erteilt.

4.9. Software

Programm

Entwickler

Verwendete Funktionen

Vista Genome Browser

Genomics Division of Lawrence
Berkeley National Laboratory

Lokalisierung der CNS-
Regionen

ECR Browser

Genome Biology Division and
Energy, Environment, Biology and
Institutional Computing, Lawrence
Livermore.

National Laboratory, Livermore
Department of Genome Sciences,
Lawrence Berkeley

National Laboratory, Berkeley

Lokalisierung der CNS-
Regionen

MacVector, Version
12.0.3

MacVector

Primer-Konzipierung fur
real-time PCR

Corel Draw, Version
11.633

Corel Corporation

Erstellung von Graphen

GraphPad Prism, Versio
5.0a

nGraphPad Software

Erstellung von Graphen
Signifikanzberechnung

Microsoft Excel, Version
11.4.1

Microsoft Corporation

Erstellung von Graphen;
Signifikanzberechnung
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5. Methoden

5.1. Studienpopulation

Da aus verschiedenen Vero6ffentlichungen der Eisflusn bestimmten Medikamenten auf
epigenetische Modifikationen bekannt ist (Chanle2805; Krukowski et al., 2011), wurden
nur sogenannte therapienaive Patienten in die &tadifgenommen, die bisher keine
Glukokortikoide oder DMARDs erhalten hatten. Um dedaglichen Einfluss von Stérgréf3en
wie Alter und Geschlechterverteilung auf die Ergeba so gering wie maoglich zu halten,
wurde bei der Zusammenstellung der Kohorte daraadclgtet, dass jene Storvariablen
zwischen den Gruppen vergleichbar sind.

Folgende Laborparameter sowie klinische Angabendemrerhoben: Alter, Geschlecht,
Krankheitsdauer, etwaige Einnahme von nichtstelemdantiphlogistika (NSAID = non-
steroidal anti-inflammatory drugs), Anzahl der senmmaften Gelenke (TJC = Tender Joint
Count), Anzahl der geschwollen Gelenke (SJC = Samalloint Count), Erosionen im initialen
Rontgen sowie CRP, Blutsenkungsgeschwindigkeit (BS&heumafaktor und anti-CCP.
Desweiteren wurde zur quantitativen Beurteilung d&@snkheitszustandes der DAS28
(Disease Activity Score 28) —Score sowie der Pum&teder ACR-Kriterien 2010 berechnet.

5.2. Isolierung CD4 positiver T Zellen

Die Abnahme venétsen Blutes erfolgte jeweils dur@hni grof3e mit 1 ml Heparin geftllte

Spritzen. Das Blut wurde mit demselben Volumen B Ruf ein Gesamtvolumen von 40 ml
verdunnt, mit 11 ml Ficoll unterschichtet und fid gin mit 400 x g bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation lagertenhsgie mononukleére Zellen des peripheren
Blutes (= Peripheral Mononuclear Blood Cell = PBMiXekt Gber der Ficollschicht an. Die

PBMC wurden vorsichtig geerntet und mit PBS eingedaschen. Der Waschvorgang wurde
wie folgt durchgefiihrt: PBMC wurden mit PBS auffd0Gesamtvolumen verdinnt und fur 5
min mit 723 x g bei 15°C zentrifugiert. Der Uberslavurde abgesaugt, das Pellet mit 10 ml
PBS resuspendiert und wieder auf ein Gesamtvolwoerb0 ml mit PBS verdinnt. Nach der
Zellkonzentrationsmessung wurden circa 200.000 edelfir die extrazellulare FACS-

Messung enthommen.
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Im n&chsten Isolationsschritt erfolgte wie besdyere (Rosenberg and Lipsky, 1979) das
sogenannte ,,Rosetting”. Dabei wurden die zergrdtten PBMC auf eine Konzentration von
1 Millionen Zellen/ml mit Zellkulturmedium RPMI vedinnt und diese Zellsuspension zu je
5 ml Einheiten auf mehrere Falcons verteilt. Diex 1C° PBMC/mI RPMI wurden mit
demselben Volumen einer Mixtur aus 50% Schafergiyten (SRBC, annahernd 2 x°10
Zellen/ml) und 50% fetales Kalberserum (FCS) furmid bei 37°C im Schittelwasserbad
inkubiert. SRBC besitzen das Oberflachenprotein &@as eine Bindung mit CD2 eingehen
kann, welches nur auf den T-Lymphozyten und Natiien Killerzellen exprimiert wird.
Andere Zellen der PBMC wie z.B. Monozyten oder B¥iphozyten besitzen nicht das
Oberflachenprotein CD2 und werden somit nicht dudid Schaferythrozyten gebunden.
Nach 10-minutiger Inkubation im Wasserbad, dasBiidung der Bindungen beschleunigt,
wurde die Zellsuspension bei 255 x g fur 10 min B&C zentrifugiert und anschlieend fir
weitere 45 min bei 4°C inkubiert. Durch die nie@drigemperatur werden die Bindungen
verstarkt um sie fir nachfolgende Schritte robuster machen. Nach vorsichtigem
resuspendieren wurden 11 ml Ficoll unterschichiet fiir 20 min bei 400 x g zentrifugiert.
Durch die Bindung mit SRBC erhdht sich die Dich&r d-Lymphozyten und Natirliche
Killerzellen, die dadurch wéhrend der Zentrifugatidurch die Ficoll-Schicht hindurch
diffundieren und als ,,Rosette-positive Zellen” dgmentieren, wohingegen die restlichen
PBMC (Rosette-negative Zellen, Monozyten und B-&@lltber der Ficoll-Ebene bleiben.
Der Uberstand wurde abgesaugt und jedes Pellet @il 155 mM NHCI kraftig
resuspendiert. Das Ammoniumchlorid lysiert die Sebythrozyten aufgrund der
Hypoosmolaritdt. Dies macht sich durch Aufhellungr dSuspension bemerkbar. Nach
Neutralisierung mit PBS und einem Waschschritttblrach erfolgreicher Lyse ein gelbes
Pellet 0Obrig, das mit PBS erneut resuspendiert .wireEs erfolgte eine
Zellkonzentrationsmessung und die Abnahme von B00.Rellen fur die extrazellulare
FACS-Messung.

Die Rosette-positiven Zellen wurden im nachstenri8ctveiter entweder zu naiven CD4
positiven T-Zellen oder zu Gedachtnis-CD4 positiveiZellen selektiert. Durchgefihrt
wurde dies durch negative Selektion mittels magok#r Zelltrennung gemaf dem Protokoll
des Herstellers (Memory bzw. Naive CD4+ T Cell d&mn Kit 1l von Miltenyi Biotec).
Dabei wurden 10 x f0Rosette positive Zellen mit 40ul MACS Puffer rgsersdiert und mit
10ul des Cocktails aus Biotin markierten Antikbrpegegen CD8, CD14, CD15, CD16,
CD19, CD25, CD34, CD36, CD56, CD123, TCRg/d, HLA-BRycophorin A und CD45RO



Methoden 37

(zur Isolation von naiven CD4+ T-Zellen, "Naive €DT Cell Biotin-Antibody Cocktail 11")
oder CD45RA (zur Isolation von Gedachtnis-CD4+ Tlete "Memory CD4+ T Cell Biotin-
Antibody Cocktail") fir 10 min bei 4°C inkubierklr die Selektion der Gedéachtniszellen
wurden im nachsten Schritt weitere 30 pl MACS Puffawie 20 pl Micro-Beads
(magnetisch konjugierte Anti-Biotin Antikorper) fig 10 Millionen Zellen dazugegeben. Fir
die Isolation naiver CD4+ T-Zellen erfolgte nachr d®@ min Inkubation bei 4°C zuerst ein
Waschschritt und daraufhin die Inkubation mit 8SOMCS Puffer und 20 pl Micro-Beads
pro 1 x 16 Zellen. Sowohl bei der Isolation naiver als au@d&chtnis-T-Zellen erfolgte die
Inkubation mit Anti-Biotin Antikorper fir 15 min bet°C. AnschlieRend wurden bis zu 1 x
10® magnetisch konjugierte Zellen beziehungsweiseelsier Gesamtzellanzahl von 2 x°10
Zellen nach einem Waschschritt mit PBS mit 1 ml MARBuffer resuspendiert und auf zuvor
mit 3 ml MACS Puffer gespllten LS-Saulen (largeasapon) pipettiert. Die LS-Saulen sind
in einem magnetischen Feld angebracht, wodurchmitieMicro-Beads markierten Zellen in
der Saule hangen bleiben und die gewinschten Zdlleoh 3 Waschschritte zu je 3 ml
MACS Puffer ungehindert durch die Saule wandernnkin Danach erfolgte erneut eine
Zellkonzentrationsmessung und die Abnahme von B00.Rellen fur die extrazellulare
FACS-Messung.

Drei Millionen der frisch isolierten CD4 positiveh-Zellen wurden als sogenannte Pra-
Bedingung direkt nach Zellisolation mit Formaldehfyxiert (siehe 5.6), wohingegen die
anderen Zellen fur 5 Tagen unter verschiedenenngedgen weiter stimuliert wurden (siehe
5.4).

5.3. Extrazellulare Farbung mittels Durchflusszytometrie

Die Reinheit der isolierten Zellen wurde mittels $deng spezifischer Oberflachenmolekile
durch FACS (=fluorescencectivatedcell sorting) kontrolliert. Verwendet wurde dabei der
Durchflusszytometer Cytomics FC 500 von Beckmanltéou

Zu jeder Probe (2 x 2@ellen) wurde 900 pl FACS-Puffer hinzugegebenselieei 3800 x g
fur 2 min zentrifugiert und der Uberstand abgesaugte Probe wurde dann mit den
entsprechenden fluoreszensmarkierten AntikbrpeL5imin bei 4°C inkubiert. CD4-positive
naive T-Zellen wurden mit Antikbrpern gegen CD3,4,@D27 und CD45RA, CD4-positive
Gedéachtnis-T-Zellen mit Antikérpern gegen CD3, COZD27 und CD45RO inkubiert.
Danach wurden die Zellen mit 1 ml FACS-PBS gewaschait 300ul FACS-PBS
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resuspendiert und analysiert. CD3 ist ein Transmangotein, das zusammen mit dem T-
Zell-Rezeptor zur Aktivierung von T-Lymphozyten dieind somit als Oberflachenmarker in

der Zellisolation verwendet werden kann.

5.4. Generierung von ThO-, Thl-, Th2-, Th9- und Th17-Zdén

Die frisch isolierten CD4 positiven T-Zellen wurddiir 5 Tage unter verschiedenen
Differenzierungsbedingungen auf einer Costar® 24ll\Rlatte bei 37°C und einer GO
Sattigung von 5% im Brutschrank weiter stimuliddie Platte wurde zuvor mit anti-CD3
(OKT3, 1ug / Iml 50mM TrisHCI pH 9,5) Uber Nachti BEC beschichtet und vor der
Zellkultivierung zwei Mal mit Henkscher Losung gesgaen. Das fur die Zellkultur
verwendete Zellmedium bestand aus RPMI 1640 eireddlidh Streptomycin (50 pg/ml),
Penicillin G (50 U/ml), L-Glutaminsaure und 10% NHS

Zur Generierung aktivierter CD4 positiver T-Zellamrden die frisch isolierten Zellen mit
einer Konzentration von 0,63 x “lBellen/m| mit anti-CD28 (1 pg/ml) und IL-2 (1 pghnim
Zellmedium in ein Loch mit einem Gesamtvolumen ig@ml ausplattiert. Wurden keine
weiteren neutralisierende  Antikorper oder Zytokinbinzugefligt, wurde diese
Stimulationsbedingung als ThO bezeichnet. Die Thffeiznzierungsbedingung wurde durch
zusatzliche Gabe von rekombinantem humanem IL-Q2)@¢Iml) und neutralisierendem anti-
IL-4 (10 pg/ml) erreicht. Anti-IL-4 blockiert derlL-4R Signalweg und somit die
Generierung von Eigenschaften eines Th2 PhanoesTh2- Differenzierungsbedingung

wurde durch das Hinzuflgen von anti-NRLO pg/ml) und IL-4 (31,2%)g/ml) erméglicht,
wohingegen das Beifigen von TGFR (g/ml) und IL-4 (31,25ng/ml) die Th9-

Differenzierungsbedingung bildeten. Die Differemaigg zu Th17 Zellen wurde wie von
Leipe et al. durchgefuhrt. Zusétzlich zu dem anRlatte gebundenen anti-CD3 wurde in das
Kulturmedium neben anti-CD28 und IL-2 die neutialisnden Antikorper anti-IFN (10
pg/ml), anti-IL-4 (10 pg/ml), sowie die Zytokine-i3 (10ng/ml), IL-21 (100ng/ml) und
IL-23 (20Ng/ml) gegeben (Leipe et al., 2010).

Die Fahigkeit bestimmte Zytokine zu produzierenrahkeerisiert den T-Zell Ph&notyp. Die
Erfolgskontrolle der 5 Tage Differenzierung wurde Beginn der Versuchsreihe durch

intrazellulare FACS-Messung durchgefihrt.
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5.5. Intrazellulare Farbung

5.5.1. Resting

Nach 5 Tagen Differenzierung wurden die Zellen gesty das heil3t die Zellsuspension aus je
einem Loch der Lochplatte wurde in je ein Probethn tUbertragen. Darauffolgend wurden
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, in Zellkuttedium mit 1I-2 (10 U/ml)
resuspendiert und auf eine Zielkonzentration varereMillionen Zellen pro ml verdinnt.
Diese Zellsuspension wurde in Probenrbhrchen migiZ®ositionen-Verschluss fur 2 Tage

im Brutschrank bei 37 Grad Celsius und 5%2@der Raumluft gelagert.

5.5.2. Restimulierung:

Die Restimulation am 7. Tag dient der Steigerung Ri®teinproduktion der Zellen durch
PMA und lonomycin einerseits sowie der Sekretiongneng jener Proteine mittels
Monensin andererseits.

Zuerst wurde am 7. Tag die Zellsuspension mit PB&wagchen und mittels
Zellkulturmedium zu einer Konzentration von 2 Millien Zellen/ml resuspendiert. Je 1 ml
dieser Suspension wurde in ein Loch einer 24- Liattgpipettiert. Um den oben genannten
Effekt zu bewirken, wurde anschlie3end 2 pl PMA §2@ml), 2 pl lonomycin (0,7%g/ml)
sowie 0,2 pl Monensin (1,39g/ml) in je ein Loch der Lochplatte dazugegeben diede fir

exakt 5 h im Brutschrank aufbewahrt.

5.5.3. Fixierung

Nach der 5-stiindigen Inkubation wurden die Zelleriij4 ml groRe FACS-Tubes (1,4 ml
grof3e Proberdhrchen, die fur die Durchflusszytometerwendet werden) lbertragen, bei
3341 x g fur 2 min zentrifugiert, Uberstand abggsaund mit 1 ml PBS resuspendiert. Nach
erneuter Zentrifugation und Entfernung des Ubedsarwurde das Zellpellet mit 50 pl PBS
resuspendiert und zur Fixierung der Zellen 150 pd #araformaldehydlosung in die
Zellsuspension pipettiert. Nach grindlichem Vortexerd die Losung fur 10 min in den

Brutschrank gelegt. Nach erneutem Waschschritt tammdie Zellen in 200 pl PBS bei 4 Grad
Celsius im Kuhlschrank aufbewahrt werden.
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5.54. Bestimmung der Zytokinproduktion

Die Durchflusszytometrie ermdoglicht die Bestimmurgr Zytokinproduktion der T
Helferzellen

Hierfur wurde die Zellsuspension zuerst zweimaljewteils 1 ml FACS-Saponin gewaschen.
Dies flihrt zu einer verstarkten Durchgéngigkeit deilmembranen fir Proteine, die wir zur
Detektion der intrazellularen Zytokine bendtigenm Whégliche unspezifische Bindungen zu
blockieren wurde das Zellpellet mit 100 pl einessk¢amix bestehend aus 92 ul FACS-
Saponin, 4 pl Maus- und 4 ul Rattenserum resuspdnaind fir 10 min bei 4 Grad Celsius
im Kuhlschrank inkubiert. Nach Inkubation erfolgi@ erneuter Waschschritt mit 1ml FACS-
Saponin. Um ideale Bedingungen fir die intrazetkil&arbung zu schaffen wurden die 2
Millionen Zellen pro Kulturbedingung in 2 gleich af§e Volumina aufgeteilt und der
Uberstand nach Zentrifugation bis auf ein Volumeon V60 pl entfernt, sodass eine
Endkonzentration von 1 Millionen Zellen pro 50 JACS-Saponin entsteht. Danach wurde
10 pl eines Antikdrpercocktails bestehend aus FAapenin, anti-IFM-FITC (0,1 pg), anti-
IL-4-APC (0,1 ug), anti-IL-9-PE (0,1 pg) und ant-17-PeCy7 (0,03 pg) hinzugegeben.
Nach 30-minutiger Inkubation bei 4 Grad Celsiusdwitie Suspension zweimal mit 1 ml
FACS-Saponin gewaschen, der Uberstand entferndaadZellpellet mit 200 pl FACS-PBS
resuspendiert. Schlie3lich konnte die intrazelkilarZytokinproduktion mit der

Durchflusszytometrie analysiert werden.

5.6. ChlIP-Assay

Die unter ThO-, Thl-, Th2-, Th9- und Thl7-Bedingenglifferenzierten Zellen wurden nach
funf Tagen Differenzierung geerntet und mit PBS gsehen. Je 3 x $@ellen der jeweiligen
Differenzierungsbedingung wurden, wie die frischliesten CD4 positiven T-Zellen (Pré-
Bedingung), durch 10 ml 1% Formaldehyd fixiert.

Fur die Fixation wurde 37% Formaldehyd mit ca. 4&Rihltem RPMI auf 1% verdinnt. Die
Zellen wurden zuerst mit 1 ml 1% Formaldehyd resundert und dann wurde das
Gesamtvolumen auf 10ml erhoht. Die Inkubation notrkaldehyd wurde nach 1 min auf
dem Taumelrollenmischer durch 1 ml 1,25 M Glycieihdet.
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Nach erneutem Waschschritt erfolgte die Zelllysas Zellpellet wurde mit dem "Swelling
Buffer" resuspendiert und bei Raumtemperatur fliriin inkubiert. Der Swelling Buffer
bestand aus 25 mM Hepes (pH 7,8), 1,5 mM Mg@d mM KCI, 0,1 % NP-40, 1 mM DTT,
0,5 mM PMSF und 1 Tablette des Protease Inhibitmk€ils geldst in 50 ml MilliQ Wasser.
Nach mehrmaligem Vortexen innerhalb der 10 minitigihkubation wurde die
Zellsuspension bei 3824 x g fir 5 min zentrifugieder Uberhang abgesaugt und das
Zellsediment mit dem "Sonication Buffer" resugpert. Der Sonication Buffer beinhaltete 50
mM Hepes (pH 7,9), 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 % oritX-100, 0,1 % Na-Deoxycholat,
0,1 % SDS, 0,5 mM PMSF und in 50 ml MilliQ WassetGgter Protease Inhibitor Cocktail.
Daraufhin wurde in 20 Zyklen a 1 min bei 5°C mi#télltraschall (Sonicator von Diagenode)
die DNA der lysierten Zellen in 200-1000 bp langMSticke zerkleinert und danach fur
10 min bei 16.000 x g zentrifugiert. Der Uberstaind,dem sich die DNA-Stiicke nun
befinden, wurde in ein neues 1,5 ml grolRes Eppégel@f? Gberfihrt. Das Sediment, das aus
Zellresten besteht, wurde verworfen. Zur Kontroller DNA-Lange wurde fur die
Gelelektrophorese 10 pl entnommen. Das restlichenwen wird mit Sonication Buffer auf
ein Gesamtvolumen von 420 ul erhdht und von jedéei@nzierungsbedingung inklusive
Pra-Wert 5 ul fur den ”Input” enthommen und inneD,5 ml kleines Eppendorfgefald
pipettiert. Der Input wurde spater zur Normalisreguder Messwerte verwendet. Die
restlichen 415 pl einer jeder Differenzierungsbgdimg wurden auf vier Wells einer ChiP-
Platte (Nunc-Immuno Module, MaxiSorp) zu je 10Caufgeteilt. Jeder Well wurde zuvor mit
einem der Antikorper gegen die HistonmodifikationdB8ac (40 pg/ml), H3K4me3 (5-25
png/ml; Konzentration wird vom Hersteller nicht besint), H3K27me3 (20 pg/ml) oder mit
dem Antikérper Rabbit 1gG (5 pg/ml) beladen und ribiacht bei 4°C inkubiert. Vor
Ubertragung der Proben auf die Platte wurde digse Mal mit dem eBioscience Wash
Buffer gewaschen.

Nach Abdeckung der ChIP-Platte mit einer Folie lgteodie Inkubation bei Raumtemperatur
fur 90 min auf einem Orbital Platform Shaker. DielZDNA mit den Histonmodifikationen
H3ac, H3K4me3 und H3K27me3 ist nun durch die jegeil Antikbrper an der Platte
gebunden.

Nach der 90 minutigen Inkubation wurde die Platrmd mit Wasch Puffer A und 2 mal mit
TE Puffer (10 mM TrisHCI pH 8,0 und 1 mM EDTA pHO3,gewaschen, um die Menge an
unspezifischer Bindungen zu verringern. Wasch PWfesetzte sich zusammen aus 50 mM
Hepes (pH 7,9), 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Tritor1RO0, 0,1 % Na-Deoxycholat, 0,1
% SDS, 0,5 mM PMSF und 1 Tablette des ProteasbitohiCocktails gel6st in 50 ml MilliQ
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Wasser. Nach dem letzten Waschschritt wurde insj@tlell und in die zuvor entnommenen
Proben fur den Input der "Re-Crosslinking Buffeijettiert. Der Puffer bestand aus 7,5 mM
TrisHCI (pH 8,0), 0,75 mM EDTA (pH 8,0), 0,5% SD8du0,5 mg/ml Proteinase K und l6ste
durch die Proteinase K einerseits die Antikérpen vier Platte und andererseits die
Histonmodifikationen von den Antikdrpern bzw. voerdDNA. Die ChiP-Platte wurde,
bedeckt durch eine Folie, fir 120 min bei 65°C @m d’ hermomixer gestellt und die 0,5 ml
kleinen Eppendorfgefalie fir den Input ihrerseitsl#ZD min in das 65°C warme Wasserbad.
Nach der 2 stindigen Inkubation wurde gemal deeiamg des GenElute PCR Clean-Up
Kit (Sigma Aldrich) die DNA Isolation durchgefihrZu den Proben wurde das 5-fache
Volumen an Binding Solution gegeben, damit dasnopie Verhaltnis DNA-Suspension zu
Binding Solution von 1 zu 5 erreicht wurde. Mitgdérte GenElute Miniprep Binding
Columns wurden in ebenfalls mitgelieferte kleinem8gelbehaltnisse gesteckt. In die
Miniprep Binding Columns wurde 0,5 ml der Columreparation Solution pipettiert und bei
12.000 x g fur 30 Sekunden zentrifugiert. Die CaluRreparation Solution maximierte dabei
die mdgliche Anzahl an DNA, die an die GenElute idiap Binding Columns bindete. In die
vorbereiteten Saulen wurde nun die DNA-Suspengiansteriert und bei 16.000 x g fur 1
min zentrifugiert. Die eluierte, in dem Sammelbémél aufgefangene Flissigkeit wurde
entsorgt. Im nachsten Schritt wurde 0,5 ml Washut8mi in die Saulen pipettiert und bei
16.000 x g zentrifugiert. Die mitgelieferten 12 Whsh Solution wurde zuvor mit 48 ml des
100% Ethanol verdinnt. Die eluierte Flissigkeit deurwieder entsorgt und die Saulen
wurden noch einmal bei 16.000 x g flr 2 min trockentrifugiert, um das restliche Ethanol
zu entfernen. Danach wurden die GenElute Minipremlidg Columns in neue 1,5 ml groR3e
Eppendorfgefal3e transferiert und in jeder S&uleuB@Elution Solution pipettiert. Dabei
musste beachtet werden, dass die DNA-Bindungsstalleler Mitte der Sédule komplett mit
der Elution Solution bedeckt ist. Nach einer 1-nigén Inkubation wurden die Saulen bei
16.000 x g erneut fur 1 min zentrifugiert. Dabeirdel die DNA aus der S&ule eluiert und
befand sich nun in dem 1,5 ml groRem Eppendorfgdd&3 DNA wurde nach diesem Schritt
entweder direkt fur die real-time PCR weiter verdetnoder bei -20°C gelagert.
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5.7. Gelelektrophorese

Zur Langenkontrolle der DNA-Stiicke wurde wie obasdhrieben bei jedem Versuch 10ul
der Proben direkt nach der Ultraschall-Behandlurtg@nmen.

5.7.1. Gelherstellung

Zur Herstellung 1 % Agarosegels wurde zu 1 g Agar@sml des 50-fach TAE-Puffers
pipettiert und mit MilliQ Wasser auf ein Gesamtvolen von 100 ml verdinnt. Nach
einmaligem Erhitzen in der Mikrowelle und 10 mimg@&m Abkihlen bei Raumtemperatur
wurde zur Losung 10 pl des SYBR Safe DNA gel stdaugegeben und gut vermischt.
Daraufhin wurde die Mischung in Gelplatten gegossdie entstandenen Luftblasen
verstrichen und unter Luftabzug bei RaumtemperféuB0 Minuten erhartet.

5.7.2. Gelelektrophorese

Jeder Probe (10 pl) wurde mit 2 pl des 6-fach DNAding Dye gut vermischt und in die
entsprechenden Geltaschen pipettiert. Als Referalistab wurden die beiden GeneRule
DNA ladder mit 100 bp und 1 kb Lange verwendet. BEkektrophorese lief in einer
Horizontalkammer fur 30 min bei 100V und einer &tstérke von 60 A.

Nach Ablauf der Zeit wurde das Gel im TransilluntorgHerolab) analysiert.

5.8. Real-time PCR

Die real-time PCR, basierend auf dem Prinzip delyrRerase-Kettenreaktion (PCR),
ermoglicht die Vervielfaltigung gewlnschter DNA-Adbmitte. Im Unterschied zur

herkémmlichen PCR, bei der die DNA am Ende der Realdetektiert wird, wird bei der

real-time PCR die DNA-Vervielfaltigung in ‘“realie”, also wahrend des

Reaktionsverlaufes gemessen.

Nach dem ChIP-Assay liegen DNA-Sticke mit der jdéigen gewlnschten

Histonmodifikation vor. Zur Amplifikation der gew&ohten Gen-Loci auf diesen DNA-
Stucken wurde der Power SYBR Green PCR Master Mies Sequenz-spezifische Primer
fur die IL17A- und RORC-Promotoren und der jewaihigCNS-Regionen verwendet. Der
PCR Master Mix besteht unter anderem aus SYBR GrBae, ein Fluoreszenzfarbstoff, der
bevorzugt Doppelstrang-DNA bindet, sowie Desoxymilkleotidtriphosphate (dNTPs), die
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durch die ebenfalls enthaltende AmpliTag Gold DN#yifherase in die neuen DNA-Strange
eingebaut werden.

Fur jede zu untersuchende Probe wurden Duplikagelagt, das heil3t jeweils zwei Lécher
der Lochplatte, in die zuerst 1 pl der DNA-Suspensind darauffolgend 19 ul einer Mixtur
bestehend aus 10 pl des Power SYBR Green PCR Mdste0,4 ul 200 nM vorwarts und
ruckwarts gerichteter Primer sowie 8,6 pl Wassgefpiert wurde. Als Negativkontrolle
fungierte bei jeder Messung eine Wasserprobe urpezifssche Reaktionsprodukte wie z.B.
Primerdimer auszuschlieBen. Die real-time PCR-Asmlwurde mit dem 7500 Fast Real-
Time PCR System in 40 Zyklen durchgefuhrt. Dabestdwed ein Zyklus aus einer
Denaturierungsphase (95 Grad Celsius) fiur 15 Sekunzur Auftrennung der DNA-
Doppelstrange sowie einer Primerhybridisierungst Hlongationsphase bei 60 Grad Celsius
von 1 Minute Dauer, in der die DNA-Polymerase ire3®’-Richtung die freien dNTPs in den
fenlenden DNA-Strang einbaut. Den 40 Zyklen vorbeiet war eine DNA-
Denaturierungsphase bei 95 Grad Celsius von 10 Dawuer. An die entstandene
Doppelstrang-DNA  bindet SYBR-Green |. Der daraus sultierende DNA-
Fluoreszenzfarbstoff-Komplex emittiert griines Liblei Anax = 521 nm, wobei die Menge an
synthetisierter DNA mit der Fluoreszenzintensitétr&liert. Nach jeder Messung wurde ein
fur jede Probe gleich geltender Schwellenwert féis &luoreszenzsignal festgelegt. Je mehr
DNA am Anfang der real-time PCR zur Verfigung stadeésto kleiner die bendtigte

Zyklusanzahl €um den Schwellenwert zu erreichen.

5.9. Statistische Auswertung

Ergebnisse wurden mittels Student’s t-test (Veoflezweier unterschiedlicher Gruppen)
analysiert. Alle Berechnungen wurden unter Zuhdteme von Prism sowie Microsoft Excel
durchgefuhrt. P-Werte kleiner 0,05 wurden als stigth signifikant bewertet und wie folgt
graphisch dargestellt: *- p < 0,05, **- p < 0,0¥*% < 0,001 und ns — nicht signifikant.
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6. Ergebnisse

6.1. Klinische Daten der Patienten sowie der gesunden Y#eichsgruppe

Fur die Studie wurden Daten von 17 gesunden Spendet 17 Patienten mit rheumatoider

Arthritis erhoben. Folgende klinische Daten wuréemert:

HC RA

(n=17) (n=17)
Alter, Jahre 56+6 61 +16
Weiblich/mannlich 16/1 13/4
Krankheitsdauer, Monate NA 4+3
NSAID-Gebrauch, % NB 77
DMARDs, % NA 0
DAS28 NA 45+1,1
TJC, no. NA 74
SJC, no. NA 4+3
CRP, mg/dI NB 29127
BSG, mm/h NB 22 +21
Anti-CCP positiv, % NB 47
RF positiv, % NB 71
Erosionen im initialen Rontgen, %9  NA 29
Punktezahl ACR-Kriterien 2010 NA 71

Tabelle 1: Klinische Charakteristika der Studienpopulation

Der Altersdurchschnitt lag in beiden Gruppen zweth56 und 61 Jahren. Die
Krankheitssymptome bestanden bei den Patientencimi® seit 4 Monaten. Dies kann als
frihe Arthritisform angesehen werden. In diesenirdem gaben 77 % der RA-Patienten die
Einnahme von NSAIDs an. Die Verwendung von DMARDsrde von allen in die Studie
aufgenommenen Spendern verneint. Der durchsckh#tlDAS28 betrug 4,5. Dies entspricht
einer mittleren Krankheitsaktivitat. Im Schnitt gabdie RA-Patienten 7 schmerzhafte sowie

4 geschwollene Gelenke an. Die Laborwerte zeigigmwie folgt: Bei RA-Patienten waren
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die Mittelwerte der Entziindungsparameter CRP 2,8lhsgwie BSG 22 mm/h. Pathologisch
erhohte Werte fur die Autoantikorper anti-CCP unéd &eigten 47 % bzw. 71 % der RA-
Patienten. Bei circa einem Drittel (29 %) der RAi®aen wurden bei Aufnahme bereits
radiologisch erkennbare Erosionen von FiURRen oderdétda nachgewiesen. Die Patienten
kamen bei Aufnahme gemal3 den ACR-Kriterien von 284fCeine mittlere Punkteanzahl von

7 und konnten somit eindeutig als Patienten mitmegtoider Arthritis klassifiziert werden.

6.2. Isolierung naiver CD45RA und CD4-positiver T-Helferzellen sowie
CD45RO0- und CD4-positiver T-Helfer-Gedachtniszellen

Nach jeder Isolation naiver- oder Gedéachtnis-THefelwurde durchflusszytometrisch die
Reinheit der Zellsuspension bestimmt. Als repréagerds Beispiel ist in Abbildung 2 die
Ergebnisse fiur die Isolierung naiver T-Zellen (Awse fur die T-Gedachtniszellen (B)
dargestellt. Bei dieser wissenschaftlichen Arbeieiehten die Proben eine Reinheit um die

95% fir CD4-positive naive oder Gedachtnis-T-Zellen

A. Isolierung von naiven T-Zellen:

4 3

3 * 985%

CD4
CD27

D3 - CD45RA

os)

. Isolierung von T-Gedé&chtniszellen:

99,7 %

CD4
CD45RO

T
D3 - CD27

Abbildung 1: Reprasentative Darstellung der durchflusszytonatrizestimmten Oberflachenmarker CD3/CD4
sowie CD27/CD45RA fur naive T-Zellen (A) und CD45RXD27 fir Gedéachtnis-T-Zellen (B).
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6.3. Bestimmung der Zytokinproduktion durch intrazelluld rer Farbung
Als Erfolgskontrolle der verschiedenen Differenamgsbedingungen wurde zu Beginn der
Forschungsarbeit die fur die jeweiligen Th-Subtypeezifische Zytokine IF) IL-4, 1L-9

und IL-17 gemessen. Die Abbildung 2 zeigte repriéie Ergebnisse fur die gemessene

Zytokinproduktion und somit den Differenzierungségf bei Gedachtnis-Th-Zellen unter
Thl-, Th2- und Th17-Kulturbedingung.

A. Th1-Differenzierungsbedingung

o

. Th2-Differenzierungsbedingung

70%

Anzahl

Anzahl
Anzahl

W

C. Th17-Differenzierungsbedingung

69,9%

Anzahl

Anzahl

Anzahl

Anzahl

Abbildung 2: Repréasentative Darstellung in Prozent der durchfiyt@metrisch bestimmten Zytokinproduktion
unter Thl- (A), Th2- (B) und Th17-Differenzierungstinungen.
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Unter Th1-Differenzierungsbedingungen kam es zwerairmaximalen prozentualen Anteil
von 70% an IFN-produzierenden Th-Zellen, unter Th2-Bedingungemden max. 30-35%
IL-4-produzierende Zellen gemessen. Unter den Tbifférenzierungsbedingungen wurde
im Gegensatz zu den anderen Zellkulturbedingungannmeax. Anteil von 50% IL-17-
produzierender Zellen erreicht, jedoch wurde eldEn&n hoher Anteil von bis zu 60-70%
IFNy-produzierender Zellen gemessen. Bei genauerera@dtmg produzierten die IRN
produzierenden Zellen unter Thl-Differenzierungshgangen neben IFNzum Grol3teil
keine weiteren Zytokine, wohingegen unter Th17-@#hzierungsbedingungen die N-N
positiven Zellen zur Halfte IFN/IL-17-Doppel-Produzenten waren (Abbildung 3). Mic
dargestellt sind die Th9-Differenzierungsbedingumgdie im Mittel 15% IL-9-positive

Zellen vorzuweisen hatten.

A. Th1-Differenzierungsbedingung B. Th17-Differenzierungsbedingung

h

h

0,3% 1.0% 10% 40%

L1l

69,0% 35%

R EITT R IT E W R W Rl

IR NN S WE A

IL-17
IL-17

IFNy IFNy

Abbildung 3: Représentative Darstellung in Prozent der durcbfiytometrisch bestimmten IL-17 und I¥N
Produktion unter Thl- (A) und Th17- (B) Differenaieagsbedingungen.

6.4. Die CNS-Regionen am IL17- und RORC-Lokus

Da, wie in der Einleitung beschrieben, nicht nuorRotoren regulatorische Einheiten der
Gentranskription darstellen, sondern auch CNS-Regiceine Rolle spielen, wurde in dieser
Dissertation ebenso Histonmodifikationen an dieseaolutionsgeschichtlich konservierten
Abschnitten der DNA untersucht.

Zu Beginn dieser experimentellen Arbeit stand zbhs&die Suche nach geeigneten CNS-
Regionen im Fokus. Die Auswahl der zu untersucherndNS-Regionen wurde einerseits

durch die Auspragung der Konservierung im Verglezam Maus-Genom einerseits sowie
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aufgrund Literaturrecherche Uber etwaige bestehemden aus Mausmodellen tber diese
Sequenzen andererseits getroffen. Wegweisende Datétumanzellen waren zu Beginn der
Arbeit nicht vorzufinden. Den Vergleich zum Mausr®en wurde mit Hilfe der beiden
SoftwaresVista Genome Browser sowie ERC Browser gestellt. Fir die Experimente wurden
je zwei CNS Regionen am IL17 sowie RORC Lokus wuehnt, die in Abbildung 4
dargestellt sind. Dabei zeigen die rot hinterlegfacken eine Ubereinstimmung zwischen
Mensch und Maus von mindestens 80 % im IL17-Loku @hromosom 6 sowie von

mindestens 90 % im RORC-Lokus auf Chromosom 1.

<+ Gene UTR
B Exon CNS

Chromosom 6 |

T T T = T T T T
52.039,7k 52.049,7k 52.059 7k 52.089,7k 52.079,7k 52.089,7k 52.099,7k 52.109,7k

CNS . Promotor CNS 5
RORC l '

4

100%

bt 4 (N O Mh IIW‘A W lll“)imlm Ju! ]“ M mhh“ | -

151. /78(3/\ 15 178 6k 151 7866< 15 17.10(1« 151 /BA(M 151 fJB(M 151. 809 6k 15 1805(3

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Promotorregion undaereed non-coding sequences im IL17- und
RORC-Lokus

Mukasa et al zeigte im Mausmodell, dass Th17 Zdleden beiden CNS-Regionen CNS1
und CNS5 im IL17-Lokus eine im Vergleich zu naiv@rZellen verstarkte H3K4me3
Modifikation, Thl Zellen hingegen eine deutlich megsive Methylierung mit verstarkter
H3K27me3 Modifikation aufwiesen, was mit der unthisdlichen Expressionsmenge von
IL-17 assoziiert war. RORC CNS3 zeigte bei Thl7lfel eine verstarkt permissive
Histonmethylierung (H3K4me), wohingegen die Zugabe IL-12 einen deutlichen Anstieg
der repressiven Methylierung H3K27me3 bewirkte, lagir STAT4 -/- und T-bet -/- Mausen
ausblieb. Somit scheint die CNS-Region 3 im ROR®usofur die repressive Modifizierung
unter Th1l-Bedingungen eine Rolle zu spielen (Mulatsa., 2010). Akimzhanov et al konnte
eine verstarkte Acetylierung am Histon 3 (H3ac)dan beiden CNS-Regionen 1 und 5 am
IL17 Lokus unter Th17-Differenzierungsbedingungen Yergleich zu naiven T-Zellen und
T-Zellen unter Thl und Th2-Differenzierungsbedingem feststellen. Daraus ergibt sich
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seine These, dass die CNS-Regionen eine reguldierisFunktion in der T-
Zelldifferenzierung einnehmen (Akimzhanov et a00?2)

6.5. Die Kontrollgene CD4 und MYOD1 — Beispiele flr eingpermissive

und repressive Chromatinstruktur

Die isolierten Zellen in dieser Dissertation sindhezu vollstandig CD4T-Zellen, die

dementsprechend eine hohe Genexpression des Gent d&iweisen. Eine hohe
Genexpression erfordert eine offene Chromatingtnikiveshalb sich das Gen CD4 als
vergleichendes Mald fUr eine ausgepragt permissigtominodifikation eignet. MYOD1

kodiert das Protein Myogener Faktor 3, das als Skaptionsfaktor fur die Differenzierung
von Fibroblasten zu Myoblasten fungiert und somm &ufbau der Skelettmuskulatur
beitragt. Da MYOD1 keinerlei Funktion in T-Zellenfaveist, eignet es sich gut als Vergleich

fur eine repressive Histonmodifikation.

Wie aus Abbildung 5 zu entnehmen ist, zeigten naB®@4-T-Zellen nach 5 Tagen
Stimulierung unter Th17-induzierenden Differenzregsbedingungen im entsprechenden Gen
fur den CD4-Rezeptor eine eindeutig permissive Mkation mit sehr ausgepragter H3K4-
Trimethylierung und marginaler H3K27-Trimethyliequrim Gegensatz dazu zeigte MYOD1
im Vergleich zum CD4-Promotor eine stark repres$i@27me3 Modifikation und nur ein
Siebtel des Wertes fur H3K4me3 und ein DrittelHBac. Damit konnte gezeigt werden, dass
die Histone an den Promotoren der Gene CD4 undAL&iitsprechend der bekannten
Genexpressionsrate modifiziert sind, was ebenso \daiditat des Versuchsaufbaus

unterstreicht.
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Abbildung 5: CD4"-T-Zellen zeigten am CD4-Promotor im Vergleich zum MYOD1-Gen eine verstérkt
permissive Histonmodifikation. Naive humane CD4T-Zellen wurden isoliert und unter Th17-induzieden
Bedingungen (ILB, IL21, IL23, anti-IL4, anti-IFN) fir funf Tage differenziert. Chromatin-Immunpngitation
(ChIP) wurde mit Antikdrpern spezifisch fur H3K4me33ac und H3K27me3 durchgefuhrt und die relative
Expression dieser Chromatinmodifikationen mittedslrtime PCR flr die Promotorregionen von CD4 und
MYOD1 analysiert. Dargestellte Daten von mindestewsi unabhangigen Versuchen wurden auf die Input
DNA normalisiert (Mittelwert £+ SEM)

6.6. Ergebnisse der gesunden Kontrollgruppe bezuglich

Histonmodifikationen am IL17- sowie RORC-Lokus

Zunachst wurde untersucht, ob CBBZellen von gesunden Spendern nach Differenziggrun
unter ThO-, Thl-, Th2-, Th9- und Thl7-induzierendBedingungen linienspezifische
Veranderungen der Histonmodifikationen in den Thidschen Loki IL17 und RORC
aufweisen. Die Ergebnisse werden in einem regelpe@itiWechsel wie folgt dargestellt: In
einer ersten Abbildung wird zun&chst das Verhatis permissiver (H3K4me3 und H3ac)
zur repressiven H3K27me3 Histonmodifikation dargiistum einen ersten Uberblick auf die
Zuganglichkeit der entsprechenden Gensequenz altearhEin Wert Gber Null bedeutet ein
Uberhang der gemessenen permissiven Histonmodifikagiegentiber der H3K27me3-
Modifikation. In der darauffolgenden Abbildung werd die Ergebnisse der einzelnen
Histonmodifikation dargestellt.
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6.6.1. Ergebnisse der naiven Th-Zellen:
6.6.1.1. IL17-Lokus

Am IL17-Lokus zeigte sich unter Thl7-induzierendBifferenzierungsbedingungen im
Vergleich zum Pra-Wert oder zu den nicht-Thl7-Défeierungsbedingungen eine

signifikant verstéarkt permissive Chromatinstruki@bbildung 6).

Am IL17A-Promotor verschiebte sich im Vergleich zufrawert nur nach Thl7-
Differenzierung signifikant das Verhaltnis der H3Kzur H3K27-Trimethylierung zugunsten
der permissiven Methylierung. Unter nicht Thl7-Br#nzierungsbedingungen kam es im
Vergleich zum Préawert zu keinen signifikanten Ve@mungen, tendenziell zeigte die Thl-
Stimulierung eine verstarkt repressive Modifikatiomeshalb die grof3ten Unterschiede
zwischen Thl17- und Thi-Differenzierungsbedingungen sehen waren. Ahnliches Bild
zeigte sich bei den beiden CNS-Regionen am IL17A:Ge

Frisch isolierte Zellen (Prawert) zeigten in alleinei Gensequenzen einen negativen
Quotienten aus H3ac und H3K27me3, das ein Uberdgwian der repressiven
Trimethylierung H3K27 im Vergleich zur permissivcetylierung am Histon H3 darstellt.
Nach fuinf Tagen Differenzierung kam es nur untet 7FBedingungen zu einem Uberhang an
permissiver Acetylierung und somit zu einem posiiivQuotienten, wohingegen die Th-
Zellen unter nicht-Th17-Bedingungen eine gleichideide oder gar eine verstéarkt repressive
Modifikation aufwiesen. Die verstarkt repressivestdnstruktur im Vergleich zum Prawert
zeigte sich vor allem an der CNS-Region [L17 CNS&teu ThO- Thl- und Th2-
Differenzierungsbedingungen.

Die beobachtete Umgestaltung der Histone wird vbema durch Veradnderung der
H3K27me3 Modifikation bewirkt (Abbildung 7). Am [FA-Promotor sowie an der IL17
CNS5 Region kam es nur unter Thl7-Bedingungen mereReduktion der repressiven
H3K27-Trimethylierung, wohingegen unter Thl-, Th&d Th9-Bedingungen die repressive
Modifikation tendenziell zunahm. Daraus ergibt sighdie Th17-Differenzierungsbedingung
eine signifikant geringere  H3K27-Trimethylierung imVergleich  zur Thil-
Differenzierungsbedingung. Eine Veranderung der H8K3 Modifikation zeigte sich vor
allem am IL17A Promotor. Unabhangig von der Art Béferenzierung nahm die permissive
Trimethylierung am  Histon 3 zu, signifikant unter hZF  und Thl7-
Differenzierungsbedingungen. Die Acetylierung amstbin 3 zeigte weder am Promotor noch

an den beiden CNS-Regionen eine eindeutige Verénder
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Zusammenfassend zeigten Th-Zellen unter Thl7-@ffelerungsbedingungen am IL17-
Lokus, am ausgepréagtesten am IL17A-Promotor, ingerh zum Pra-Wert und den Nicht-
Th17-Differenzierungsbedingungen eine signifikaetstarkte Histon-Permissivitat, bedingt
durch eine verminderte repressive H3K27me3- undcldueine verstarkte permissive
H3K4me3-Modifikation.
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Abbildung 6: Th17 Zell-Differenzierung fiihrte zu einer verstarkt permissiven Histonmodifikation im
IL17-Lokus. Naive humane CD4T-Zellen wurden isoliert und entweder als Pra-Wemserviert oder fir 5
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Tage mit anti-CD28 und anti-CD3 unter ThO-, Th1-1@, anti-IL4), Th2- (IL4, anti-IFN), Th9- (TG, IL4)

und Thl7- (ILB, IL21, IL23, anti-IL4, anti-IFN) induzierenden Bedingungen differenziert. Chromati
Immunpréazipitation (ChiP) wurde mit Antikdrpern gffesch fir H3K4me3, H3ac und H3K27me3 durchgefihrt
und die relative Expression dieser Chromatinmodtfdnen mittels real time PCR fur die Promotorregio von
IL17A (A) sowie zwei CNS-Regionen (B-C) analysiddargestellt ist der Log2 des Quotienten aus dativen
DNA-Menge prazipitiert mit anti-H3K4me3 zu anti-H2Kme3 (linke Spalte) bzw. anti-H3ac zu H3K27me3
(rechte Spalte). Die Balkendiagramme zeigen derteMiert und SEM von mindestens 12 unabhéangigen
Experimenten. Statistische Analyse mit Studenflest zeigte signifikante Unterschiede zwischen Fhirt
nicht-Th17-Differenzierungsbedingungen. * = p <8),& = p < 0,01. * = p < 0,001.
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Abbildung 7: Am IL17A-Promotor zeigten Th-Zellen unter Th17-Differenzierungsbedingungen im
Vergleich zum Prawert sowie zu den nicht-Th17-Bedigungen eine verstarkte permissive H3K4- und eine
verminderte repressive H3K27-Trimethylierung. Diesfiihrt wie in Figur 6 gezeigt zum Uberhang der
permissiven zur repressiven Histonmodifikation.Naive humane CD4T-Zellen wurden isoliert und entweder
als Pra-Wert konserviert oder fur 5 Tage mit arili28 und anti-CD3 unter ThO-, Thl- (IL12, anti-ILA)h2-
(IL4, anti-IFNy), Th9- (TGE, IL4) und Thl7- (ILB, IL21, IL23, anti-IL4, anti-IFN) induzierenden
Bedingungen differenziert und fir ChiP-Analysenteweierarbeitet. Dargestellt ist die DNA-Menge ppétzert
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mit Antikérpern gegen H3K4me3, H3ac und H3K27me3dan IL17A-Promotor, IL17 CNS1 und IL17 CNS5
Regionen in Relation zur Input-DNA. Die Balkendiagmime zeigen den Mittelwert und SEM von mindestéhs 1
unabhéngigen Experimenten. Statistische AnalyseStoident’s t-Test zeigte signifikante Unterschiede.p <
0,05.

6.6.1.2. RORC-Lokus

Am Promotor des Transkriptionsfaktors RORC wurdemtetschiede zwischen den
verschiedenen Kulturbedingungen vor allem am H3K3IM8K27me3-Quotienten gesehen
(siehe Abbildung 8). Die neutrale Stimulierung bdwe keine Verédnderung der
Histonmodifikationen im Vergleich zum Prawert, wopegen es bei den spezifischen
Kulturbedingungen fir Thl, Th2, Th9 und am ausggiesien fur Thl7-Zellen zu einer
Verschiebung zugunsten der permissiven Methylierkam. Dies erklart sich durch die
verstarkte  H3K4-Trimethylierung in  diesen  Differ@rungsbedingungen. Als
Alleinstellungsmerkmal kam es zusatzlich unter FKLiturbedingungen zur Reduktion der
repressiven H3K27-Trimethylierung, wohingegen dadie Thl-, Th2- und Th9-
Differenzierungsbedingungen eine im Vergleich zul7Zellen signifikant vermehrte
H3K27-Modifikation zeigten (s. Abbildung 9). Keinsignifikanten Unterschiede am
Promotor waren am Verhéltnis H3ac zu H3K27me3 hese

An der CNS-Region RORC CNS3 wurden am H3K4me3/H3KE3-Quotienten unter Th2-
und Thl7-Bedingungen keine grofRen VeranderungeWdngleich zum Prawert beobachtet,
jedoch veranderte sich der Quotient unter den ThB1- und Th9-Kulturbedingungen im
Vergleich zur Thl7-Differenzierungsbedingung sidwa@ht zugunsten einer gesteigerten
repressiven H3K27-Trimethylierung. Am starksten war repressive Modifikation in den
Th1-Kulturbedingungen beobachtet worden. Signifikadnterschiede der H3-Azetylierung
konnten nicht gefunden werden.

Einen signifikanten Anstieg der permissiven Histawlifikation wurde an der RORC CNS5
Region unter Th2 und Th17-Bedingungen gemesserningegen erneut in der Th1-Kultur im
Vergleich zu Th17 signifikant verstarkt DNA mit dezpressiven H3K27-Trimethylierung
prazipitiert wurde. Frisch isolierte naive Th-Zelleeigten einen Uberhang an H3K27me3 im
Vergleich zu H3ac. Dieses Verhéltnis verschielt signifikant nach Stimulierung zugunsten

der permissiven Histonacetylierung vor allem in @e2- und Th17-Kultur.
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Zusammenfassend konnte &hnlich wie am IL17-Lokus Amnstieg der permissiven mit
gleichzeitig signifikanter Minimierung der repressn Histonmethylierung unter Th1l7-
beobachtet DiechtArh17-Kulturbedingungen

Differenzierungsbedingung werden.

zeichneten sich im Vergleich zu Th17 durch einestéekt repressive Histonmodalitéat aus, am

ausgepragtesten wurde dies unter den Thl-Bedingurgmbachtet.
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Abbildung 8: Th17 Zell-Differenzierung fiihrte zu einer verstarkt permissiven Histonmodifikation im

RORC-Lokus. Naive humane CD4T-Zellen wurden isoliert und entweder als Pra-Wkemserviert oder fiir 5
Tage mit anti-CD28 und anti-CD3 unter ThO-, Th1-1Q, anti-IL4), Th2- (IL4, anti-IFN), Th9- (TG, IL4)
und Thl7- (ILB, IL21, IL23, anti-IL4, anti-IFN) induzierenden Bedingungen differenziert. Chromati
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Immunpréazipitation (ChiP) wurde mit Antikdrpern gffesch fir H3K4me3, H3ac und H3K27me3 durchgefihrt
und die relative Expression dieser Chromatinmodtfidnen mittels real time PCR fir die Promotorregio von
RORC (A) sowie zwei CNS-Regionen (B-C) analysiBrdrgestellt ist der Log2 des Quotienten aus detiven
DNA-Menge prazipitiert mit anti-H3K4me3 zu anti-H2Kme3 (linke Spalte) bzw. anti-H3ac zu H3K27me3
(rechte Spalte). Die Balkendiagramme zeigen derteMiert und SEM von mindestens 10 unabhéangigen
Experimenten. Statistische Analyse mit Studenflest zeigte signifikante Unterschiede zwischen Fhirt

nicht-Th17-Differenzierungsbedingungen. * = p <8),& = p < 0,01. ** = p < 0,001.
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Abbildung 9: Signifikant geringere H3K27me3 Histonnodifikation nach Differenzierung unter Th17-
Differenzierungsbedingungen. Naive humane CD4T-Zellen wurden isoliert und entweder als Pra-Wert
konserviert oder fir 5 Tage mit anti-CD28 und &3 unter ThO-, Thl- (IL12, anti-IL4), Th2- (IL4n8&-
IFNy), Th9- (TGE, IL4) und Th17- (ILPB, IL21, IL23, anti-IL4, anti-IFN) induzierenden Bedingungen
differenziert und fur ChIP-Analysen weiterverarbkeit Dargestellt ist die DNA-Menge prazipitiert mit
Antikérpern gegen H3K4me3, H3ac und H3K27me3 an R&RC-Promotor, RORC CNS3 und RORC CNS5
Regionen in Relation zur Input-DNA. Die Balkendiagrme zeigen den Mittelwert und SEM von mindesténs 1

unabhangigen Experimenten. Statistische Analysé&Stuaident’s t-Test zeigte signifikante Unterschigds. p <

0,05.*=p <0,01.
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6.6.1.3. Zusammenfassung

Diese Versuche zeigten somit, dass die Histonniadiinen in den Genloki IL17 und RORC
je nach Differenzierungsbedingung unterschiedli¢bginderungen aufwiesen und dass unter
Th17 Bedingungen, konkordant mit dem Th17-Phanodyp,permissive Chromatinstruktur
signifikant am starksten ausgepragt war, wohingegeear Thl-Differenzierungsbedingungen

das am starksten repressive Modifikationsmusteregeen wurde.

6.6.2. Histonmodifikation der Gedachtnis-Th-Zellen

Gedachtnis-Th-Zellen hatten bereits Kontakt miteginAntigen und wurden dahingehend
schon einer Stimulierung ausgesetzt. Dies fuhrte Aanahme, dass diese Zellen im
Vergleich zu den naiven Th-Zellen eine besser zgigéire Chromatinstruktur aufweisen. Um
dies festzustellen, wurden die Ergebnisse der naiveZellen mit denen der Gedachtnis-Th-
Zellen verglichen (Abbildungen 10-13).

6.6.2.1. IL17-Lokus

Am Promotor des IL17-Lokus zeigte sich bei Gedé&shim-Zellen eine deutlich verstarkt
permissive Histonmodifikation im Vergleich zu naivéh-Zellen (Abbildung 10). Dies liel3
sich nicht nur unter Th17-Bedingungen erkennengsonvor allem auch bei den nicht-Th17-
Bedingungen. Der groRte Unterschied zeigte sicreruifthl-Differenzierung. Ahnliche
Tendenz, jedoch in geringerem Mal3e, wurde auckldreibeiden CNS Regionen IL17 CNS1
und IL17 CNS5 beobachtet. Am IL17A Promotor sind, Gegensatz zu den naiven Zellen,
zwischen den einzelnen Differenzierungsbedingurigame signifikanten Unterschiede beim
Verhéltnis von H3K4- zu H3K27-Trimethylierung zikennen, lediglich zwischen der Th17-
Differenzierungsbedingung und dem Préwert ist gjnikanter Unterschied zu sehen.
Anders als bei den naiven Th-Zellen konnte bei @edl&chtnis-Th-Zellen bereits bei den
nicht-stimulierten Zellen des Prawertes ein Ubeghan permissiver H3ac gegeniiber der
H3K27me3-Histonmodifikation am IL17A-Promotor bechget werden.

Betrachtet man die einzelnen Histonmodifikationen, fallt bei Gedachtnis-T-Zellen im

Vergleich zu naiven T-Zellen ein signifikant gerangr Anteil an H3K27me3-Modifikation
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vor allem am IL17A Promotor, aber auch im geringefal3e in den beiden CNS-Regionen,
auf (Abbildung 11). Ebenso zeigten Ged&achtnis-Thede am IL17A-Promotor eine
geringere Acetylierung des Histon 3. Somit schemtbei der Wandlung einer naiven Th-
Zelle zu einer Gedachtnis-Th-Zelle nicht nur zueeiReduzierung der repressiven H3K27-
Trimethylierung zu kommen, sondern auch zu eineduRerung der permissiven H3-
Azetylierung. Keine signifikanten Unterschiede tergsich in der H3K4-Trimethylierung.
Somit war die Dominanz der permissiven H3K4me3 dtistodifikation am IL17-Lokus, hier
vor allem am Promotor des II17A-Gens, gegenubenreressiven H3K27-Trimethylierung

bei Gedachtnis-Th-Zellen noch starker ausgepradieilnaiven Th-Zellen.
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Abbildung 10: Verstarkt permissive Histonmodifikation in Gedachtnis-Th-Zellen im Vergleich zu naiven

Th-Zellen. Naive und Gedachtnis-T-Zellen wurden isoliert umdweder als Pra-Wert konserviert oder fur 5
Tage mit anti-CD28 und anti-CD3 unter ThO-, Th1H2T, Th9- und Thl7-induzierenden Bedingungen
differenziert. Chromatin-Immunprézipitation (ChiRurde mit Antikdrpern spezifisch fur H3K4me3, H3aed

H3K27me3 durchgefiihrt und die relative Expressimsel Chromatinmodifikationen mittels real time PR

die Promotorregionen von IL17A (A) sowie zwei CN8¢ionen (B-C) analysiert. Dargestellt ist der Lalgs

Quotienten aus der relativen DNA-Menge prazipitiait anti-H3K4me3 zu anti-H3K27me3 (linke Spalte)b

anti-H3ac zu H3K27me3 (rechte Spalte). Die Balkagchmme zeigen den Mittelwert und SEM von mindessten

10 unabhangigen Experimenten. Statistische Analgfte Student’s t-Test zeigte signifikante Unterscleie
zwischen naiven T-Zellen und Gedéachtnis-T-Zellea.gf < 0,05. ** = p < 0,01. *** = p < 0,001.
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Abbildung 11: Signifikant geringere H3K27me3 Histomodifikation vor allem am IL17A-Promotor bei
Gedachtnis-Th-Zellen im Vergleich zu naiven Th-Zekn. Naive T-Zellen und Gedachtnis-T-Zellen wurden
isoliert und entweder als Pra-Wert konserviert diier5 Tage mit anti-CD28 und anti-CD3 unter ThOh1-,
Th2-, Th9- und Thl7-induzierenden Bedingungen diffieiert und fir ChlIP-Analysen weiterverarbeitet.
Dargestellt ist die DNA-Menge prazipitiert mit Akdirpern gegen H3K4me3, H3ac und H3K27me3 an den
IL17A-Promotor, IL17 CNS1 und IL17 CNS5 RegionenRelation zur Input-DNA. Die Balkendiagramme
zeigen den Mittelwert und SEM von mindestens 10bhéagigen Experimenten. Statistische Analyse mit

Student’s t-Test zeigte signifikante Unterschiedep < 0,05. ** = p < 0,01.

6.6.2.2. RORC-Lokus

Am RORC-Lokus zeigte sich ein sehr ahnliches Bikbkildung 12). Das Verhaltnis
permissiver zu repressiver Histonmethylierung nakbugunsten der permissiven H3K4-
Trimethylierung sowohl am Promotor als auch im ggerem MalRe an den beiden CNS-

Regionen unabhangig von der jeweiligen Differenmgsbedingung deutlich zu. Weiterhin



Ergebnisse 62

ist am RORC-Lokus unter Th1l7-Bedingungen die anmmkstén ausgepragte permissive
Histonmodifikation zu sehen.

Am Verhaltnis H3ac zu H3K27me3 konnten vor allem &méwert starke Unterschiede
gesehen werden. Bei naiven frisch isolierten THebelvurde ein Uberhang an repressiver
H3K27-Trimethylierung beobachtet, wohingegen beicfr isolierten Gedéachtnis-Th-Zellen
eine Verschiebung hin zu einer verstarkt permissidéstonmodifikation stattfand. Genau
wie am IL17-Lokus scheint auch hier die Chromatuidur bereits ohne ex-vivo

Stimulierung permissiver gestaltet zu sein.

Die Unterschiede ergaben sich, genauso wie am UdKns, vor allem durch eine
Verminderung der repressiven H3K27me3-Modifikatiie H3K4me3 Histonmodifikation
zeigte groltenteils kaum Veranderungen zwischemenailh-Zellen und Gedéachtnis-Th-
Zellen. Somit kam es zu einer Uberreprasentation pggmissiven Histonmodifikationen
gegeniber der repressiven Methylierung. Im Kontlazu zeigten die Gedéachtnis-Th-Zellen
am RORC-Promotor genau wie am IL17A-Promotor untaricht Thl17-

Differenzierungsbedingungen eine verminderte H3tlirung.
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Abbildung 12: Verstarkt permissive Histonmodifikation in Gedachtnis-T-Zellen im Vergleich zu naiven

T-Zellen. Naive und Gedéachtnis-T-Zellen wurden isoliert unthveder als Pra-Wert konserviert oder fur 5 Tage
mit anti-CD28 und anti-CD3 unter ThO-, Th1-, ThZh9- und Thl7-induzierenden Bedingungen differemzie
Chromatin-Immunpréazipitation (ChlP) wurde mit Ardifpern spezifisch fur H3K4me3, H3ac und H3K27me3
durchgefuhrt und die relative Expression dieser o@tatinmodifikationen mittels real time PCR fir die

Promotorregionen von RORC (A) sowie zwei CNS-RegioriB-C) analysiert. Dargestellt ist der Log2 des

Quotienten aus der relativen DNA-Menge prazipitiait anti-H3K4me3 zu anti-H3K27me3 (linke Spalte)b

anti-H3ac zu H3K27me3 (rechte Spalte). Die Balkagchmme zeigen den Mittelwert und SEM von mindessten

10 unabhangigen Experimenten. Statistische AnafpgieStudent’'s t-Test zeigte signifikante Untersclaie
zwischen naiven T-Zellen und Gedéachtnis-T-Zellea.pf < 0,05. ** = p < 0,01. *** = p < 0,001.
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Abbildung 13: Signifikant geringere H3K27me3 und HZc Histonmodifikation vor allem am RORC-
Promotor bei Gedachtnis-T-Zellen im Vergleich zu naven T-Zellen. Naive T-Zellen und Gedachtnis-T-
Zellen wurden isoliert und entweder als Pra-Wertdasviert oder fiir 5 Tage mit anti-CD28 und antidhter
ThO-, Thl-, Th2-, Th9- und Thl7-induzierenden Begdimgen differenziert und fir ChIP-Analysen
weiterverarbeitet. Dargestellt ist die DNA-Mengeizipitiert mit Antikdrpern gegen H3K4me3, H3ac und
H3K27me3 an den RORC-Promotor, RORC CNS3 und RORGERegionen in Relation zur Input-DNA. Die
Balkendiagramme zeigen den Mittelwert und SEM vandaestens 10 unabhéngigen Experimenten. Statistisch

Analyse mit Student’s t-Test zeigte signifikantetéiachiede. * = p < 0,05. ** = p < 0,01.

6.6.2.3. Zusammenfassung

Sowohl der IL17- als auch der RORC-Lokus zeigteinGedachtnis-Th-Zellen im Vergleich
zu naiven Th-Zellen, unabhangig von der Differenmgsbedingung, eine reduzierte
repressive H3K27me3- Histonmodifikation und einaléh ausgepragte permissive H3K4-
Trimethylierung. Uberraschenderweise konnten ellenfaeduzierte Werte fur die

Acetylierung des Histon 3 an den beiden Promotarem IL17A und RORC beobachtet
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werden. Insgesamt fiihrte dies im Vergleich zu dairen Th-Zellen zu einem Ubergewicht
an permissiver Histonmodifikation. Dies suggerielfass die Mdoglichkeit zur vermehrten
Interleukin-17 Produktion vor allem durch Verandeguder H3K27-Trimethylierung
stattfinden konnte. Genau wie bei den naiven Thedelvurde auch bei den Gedéachtnis-Th-
Zellen das am starksten permissive Histonmodiftkesmuster unter den Thl17-
Differenzierungsbedingungen beobachtet.

Besonders hervorzuheben sind die Ergebnisse deZ&ldn. Naive Thl-Zellen zeigten im
Vergleich zu den anderen Differenzierungsbedingongan ausgepragt repressives
Histonmodifikationsmuster fir die Th17-linienspéthen Gene IL17A und RORC. Bei den
Gedéchtnis-Th-Zellen unter Th1-Differenzierungshgdingen wurde jedoch ein, mit den
anderen Differenzierungsbedingungen vergleichbares, permissives
Histonmodifikationsmuster beobachtet. Dies verdehiil dass Gedachtnis-Th-Zellen auch

unter nicht-Th17-Bedingungen eine verstarkt pernvesklistonmodifikation zeigten.
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6.7. Ergebnisse der Patienten

Als nachstes wurden die Histonmodifikationen am7Hdnd RORC-Lokus von Patienten mit
rheumatoider Arthritis untersucht. Dahinter stecké Hypothese, dass Patienten eine
Dysregulation der Chromatinstruktur aufweisen, Wwelzur erhéhten Th-Plastizitat sowie

zum verstarkten Th17-Phanotyp beitragt.

6.7.1. Histonmodifikation der naiven Th-Zellen
6.7.1.1. IL17-Lokus

Am IL17-Lokus (Abbildung 14-16) zeigten frisch igate Zellen (Pra-Wert) keinen
Unterschied zwischen der RA- und HC-Gruppe, jedaminte nach 5 Tagen Differenzierung
eine Reduktion aller drei Histonmodifikationen,Kd#8ne3, H3ac und H3K27me3,
beobachtet werden. Dieser Rickgang wurde vor dilierie repressive Trimethylierung
H3K27 sowie fir die permissive Acetylierung am disB8 (H3ac) gemessen, weniger stark
ausgepragt jedoch zeigte sich die verminderte Inprézipitation fur H3K4me3. Daraus
resultiert ein verstéarkt permissives Verhaltnis #8K4me3 zu H3K27me3 unter nicht-Th17-
Differenzierungsbedingungen wohingegen unter ThédhByungen keine ausgepragten
Unterschiede sowohl am Promotor als auch bei delebé&CNS-Regionen zwischen
Patienten und der gesunden Kontrollgruppe gefumageden konnte.

Beim Verhaltnis von H3ac zur repressiven H3K27megINMkation gab es zwischen den
Patienten und der gesunden Kontrollgruppe aufgdend/erminderten Immunprazipitation

beider Histonmodifikationen keine signifikanten ersichiede.
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Abbildung 14: Nach 5 Tagen Differenzierung zeigteih-Zellen von RA-Patienten im Vergleich zur

gesunden Kontrollgruppe eine verminderte Immunprazpitation v.a. von H3K27me3 und H3ac sowie im

geringeren Mal3e von H3K4me3 am IL17A-PromotorNaive T-Zellen wurden isoliert und entweder als-Pra
Wert konserviert oder fur 5 Tage mit anti-CD28 @mdi-CD3 unter ThO-, Th1l-, Th2-, Th9- und Th17-

induzierenden Bedingungen differenziert und furfGhAnalysen weiterverarbeitet. Dargestellt ist arh7RA-

Promotor A) die DNA-Menge préazipitiert mit Antikdrpern geget3K4me3, H3ac und H3K27me3 in Relation

zur Input-DNA sowie B) der Log2 des Quotienten aus der relativen DNA-§eprazipitiert mit anti-H3K4me3

Zu anti-H3K27me3 bzw. anti-H3ac zu H3K27me3. Dakn reprasentieren den Mittelwert der jeweiligen

Probandengruppe. Statistische Analyse mit Studeéfitest durch Vergleich der Patientengruppe mit HC
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Abbildung 15: Nach 5 Tagen Differenzierung zeigteih-Zellen von RA-Patienten im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe eine verminderte Immunprazpitation v.a. von H3K27me3 und H3ac sowie im
geringeren Maf3e von H3K4me3 an der CNS1-Region désl7-Lokus. Naive T-Zellen wurden isoliert und
entweder als Pra-Wert konserviert oder fir 5 Tageanti-CD28 und anti-CD3 unter ThO-, Thl-, Th2h9F

und Thl7-induzierenden Bedingungen differenzied fim ChlP-Analysen weiterverarbeitet. Dargesistiin
der CNS1-Region des IL17-Lokua) die DNA-Menge préazipitiert mit Antikdrpern geget3K4me3, H3ac und
H3K27me3 in Relation zur Input-DNA sowiB) der Log2 des Quotienten aus der relativen DNA-§fen
préazipitiert mit anti-H3K4me3 zu anti-H3K27me3 hzamnti-H3ac zu H3K27me3. Die Balken représentieren
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den Mittelwert der jeweiligen Probandengruppe.iSiiasthe Analyse mit Student’s t-Test durch Verdfeier
Patientengruppe mit HC
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Abbildung 16: An der CNS5-Region des IL17-Lokus zgjten nach 5 Tagen Differenzierung die Th-Zellen
von RA-Patienten im Vergleich zur gesunden Kontrdgruppe eine verminderte Immunpréazipitation v.a.

von H3K27me3 und H3ac sowie im geringeren MalRe va#3K4me3. Naive T-Zellen wurden isoliert und
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entweder als Pra-Wert konserviert oder fur 5 Tagenti-CD28 und anti-CD3 unter ThO-, Thl-, Th2h9F

und Thl7-induzierenden Bedingungen differenzied fim ChIP-Analysen weiterverarbeitet. Dargestetlan
der CNS5-Region des IL17-Lokua) die DNA-Menge préazipitiert mit Antikdrpern geget3K4me3, H3ac und
H3K27me3 in Relation zur Input-DNA sowiB) der Log2 des Quotienten aus der relativen DNA-yéen
préazipitiert mit anti-H3K4me3 zu anti-H3K27me3 hzamti-H3ac zu H3K27me3. Die Balken reprasentieren
den Mittelwert der jeweiligen Probandengruppe.iSiiasthe Analyse mit Student’s t-Test durch Verdfeier
Patientengruppe mit HC

6.7.1.2. RORC-Lokus

Der RORC-Lokus zeigte eine ahnliche Tendenz widldEf-Lokus (s. Abbildung 17-19). In
frisch isolierten Zellen gab es fiir die drei Histwodifikationen sowie fiir das Verhéltnis von
permissiver zu repressiver Modifikation zwischen giesunden Kontrollgruppe und den
Patienten keine eindeutige Unterschiede, wohingegeh 5 Tagen Differenzierung bei
Patienten deutlich geringere Werte fur alle Histodifikationen, v.a. fir H3K27me3 und
H3ac gemessen wurde. Die starksten Unterschiedselzen Patienten und der gesunden
Kontrollgruppe zeigten sich unter den nicht-Thl1@iBgungen. Diese Beobachtung konnte
vor allem am RORC-Promotor gemacht werden. Darasusltierte tendenziell ein verstéarkt
permissives Verhaltnis von H3K4me3 zu H3K27me3 héalgig von der
Differenzierungsbedingung sowohl am Promotor athaaei den beiden CNS-Regionen
zwischen Patienten und der gesunden Kontrollgruppachtet man das Verhaltnis von
H3ac zu H3K27me3, so wurden zwischen RA-Patientehden gesunden Kontrollspendern
keine signifikanten Unterschiede festgestellt.
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Abbildung 17: Nach 5 Tagen Differenzieruig zeigten die Th-Zellen von RAPatienten im Vergleich zur

gesunden Kontrollgruppe eine verminderte Inmunprézipitation v.a. von H3K27me3 und H3ac sowie in

geringeren Maf3e von H3K4me3 am RORC PromotorNaive TZellen wurden isoliert und entweder als -
Wert konserviert oder fiir 5 Tage mit e-CD28 und anti-CD3 unter ThO-, Th1l-, ThZh¢- und Thl7-

induzierenden Bedingungen differenziert und firR-Analysen weiterverarbeitet. Dargestellt ist am R(-

Promotor A) die DNA-Menge prézipitiert mit Antikbrpergegen H3K4me3, H3ac und H3K27me3 in Rela

zur Input-DNA sowie B) der Log2 des Quotienten aus der relativen [-Menge prazipitiert mit ar-H3K4me3

zu anti-H3K27me3 bzw. ank3ac zu H3K27me3. Die Balken représentieren deteMiert der jeweiliger

Probandengruppe. Statistische Analyse mit Stud¢-Test durch Vergleich der Patientengruppe mit
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Abbildung 18: An der CNS3-Region des ROR(-Lokus zeigten nach 5 Tagen Differenzierung die 1-
Zellen von RA-Patienten im Vergleich zur gesunden Kontrligr uppe eine verminderte

Immun prazipitation v.a. von H3K27me3 und H3ac sowie imeringeren Maf3e von H3K4me3Naive T-
Zellen wurden isoliert und entweder als-Wert konserviert oder fiir 5 Tage mit a@i>28 und an-CD3 unter
ThO-, Thl-, Th2-, Th9- und Thlinduzierenden Bedingungen differenziert und firR-Analysen
weiterverarbeitet. Dargestellt ist an der CI-Region des RORC-Loku#\J die DNA-Menge prazipitiert mi
Antikérpern gegen H3K4me3, H3ac und H3K27me3 iraReh zur InpL.-DNA sowie B) der Log2 des

Quotienten aus der relativen DN¥enge préazipitiert mit ar-H3K4me3 zu antH3K27me3 bzw. ar-H3ac zu
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H3K27me3. Die Balken reprasentieren den Mittelwdert jeweiligen Probandengruppe. Statistische Aealyi

Student’s tTest durch Vergleich der tientengruppe mit HC
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Abbildung 19: An der CNS5-Region des ROR(-Lokus zeigten nach 5 Tagen Differenzierung die 1-

Zellen von RA-Patienten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppeendenziell eine verminderte

Immun prazipitation v.a. von H3K27me3 und H3acsowie im geringeren Maf3e von H3K4meiNaive T-
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Zellen wurden isoliert und entweder als Pra-Wertdayviert oder fiir 5 Tage mit anti-CD28 und antiZihter
ThO-, Thl-, Th2-, Th9- und Thl7-induzierenden Begdimgen differenziert und fir ChlP-Analysen
weiterverarbeitet. Dargestellt ist an der CNS5-Begles RORC-LokusX) die DNA-Menge prazipitiert mit
Antikérpern gegen H3K4me3, H3ac und H3K27me3 iraReh zur Input-DNA sowieR) der Log2 des
Quotienten aus der relativen DNA-Menge prazipitieit anti-H3K4me3 zu anti-H3K27me3 bzw. anti-HZac
H3K27me3. Die Balken reprasentieren den Mittelwdert jeweiligen Probandengruppe. Statistische Aealyi
Student’s t-Test durch Vergleich der Patientengeumit HC

6.7.1.3. Zusammenfassung

Zusammenfassend zeigten im Vergleich zur gesundetréligruppe die Th-Zellen von RA-
Patienten im IL17- und RORC-Lokus nach 5 Tagenddéhzierung, unabhangig von der
jeweiligen Differenzierungsbedingung, vermindertert® aller drei Histonmodifikationen

v.a. jedoch von H3K27me3 und H3ac, wohingegenmsilf isolierten Zellen keine
Unterschiede zu sehen waren. Dies fiihrte vor allenden nicht-Th17-Zellen zu einem
verstarkt permissiven Verhaltnisses von H3K4me813K27me3. Das Verhaltnis von H3ac
zu H3K27me3 zeigte aufgrund der verminderten Immdampitation beider
Histonmodifikationen keine signifikanten Untersaeezwischen Patienten und der gesunden
Kontrollgruppe.
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6.7.2. Histonmodifikation der Gedachtnis-Th-Zellen
6.7.2.1. IL17- und RORC-Lokus

Der Vergleich von Gedachtniszellen zwischen Patienind der gesunden Kontrollgruppe

offenbarte ein anderes Ergebnis (s. Abbildung 20-25

Am IL17-Lokus zeigten die einzelnen Histonmodifikaen sowohl am Promotor als auch an
den beiden CNS-Regionen keine signifikanten Unkeesie zwischen RA-Patienten und HC.

In der RORC CNS3 Region zeigten RA-Patienten amfkant erhbhte H3K4-
Trimethylierung unter der neutralen ThO-Differemaiggsbedingung. Dies fiihrte zu einem
verstarkt permissivem Verhéltnis von H3K4me3 zu @3Kie3 (s. Abbildung 24). Am
RORC Promotor und in der RORC CNS5 Region konneneksignifikanten Unterschiede

zwischen RA-Patienten und der gesunden Kontrollgeugpesehen werden.
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Abbildung 20: Keine signifikanten Unterschiede in &n gemessenen Histonmodifikationen zwischen RA-
Patienten und HC am IL17A-Promotor. Gedachtnis-T-Zellen von Patienten mit RA sowie egesunden
Kontrollgruppe wurden isoliert und entweder als-Rtért konserviert oder fiir 5 Tage mit anti-CD28 wamdi-
CD3 unter ThO-, Thl-, Th2-, Th9- und Thl7-induzieten Bedingungen differenziert und fir ChlP-Anafyse
weiterverarbeitet. Dargestellt ist am IL17A-Pronoth) die DNA-Menge prazipitiert mit Antikbrpern gegen
H3K4me3, H3ac und H3K27me3 in Relation zur InputDdbwie B) der Log2 des Quotienten aus der
relativen DNA-Menge prazipitiert mit anti-H3K4me8 anti-H3K27me3 bzw. anti-H3ac zu H3K27me3. Die
Balken reprasentieren den Mittelwert der jeweiligrnbandengruppe. Statistische Analyse mit Stugléftest

durch Vergleich der Patientengruppe mit HC zeiddeine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 21: In der CNS1-Region des IL17-Lokus wuden keine signifikanten Unterschiede zwischen
RA-Patienten und HC gesehenGedéchtnis-T-Zellen von Patienten mit RA sowie egesunden
Kontrollgruppe wurden isoliert und entweder als-Rtért konserviert oder fiir 5 Tage mit anti-CD28 wamdi-
CD3 unter ThO-, Thl-, Th2-, Th9- und Thl7-induzieten Bedingungen differenziert und fiir ChlP-Anafyse
weiterverarbeitet. Dargestellt ist an der CNS1-Begles IL17-LokusA) die DNA-Menge prazipitiert mit
Antikérpern gegen H3K4me3, H3ac und H3K27me3 iraReh zur Input-DNA sowieR) der Log2 des
Quotienten aus der relativen DNA-Menge prazipitieit anti-H3K4me3 zu anti-H3K27me3 bzw. anti-HZac
H3K27me3. Die Balken reprasentieren den Mittelwdert jeweiligen Probandengruppe. Statistische Aealyg
Student’s t-Test durch Vergleich der Patientengeumit HC zeigten keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 22:Keine signifikanten Unterschiede in de CNS5-Region des IL17-Lokus zwischen RA-
Patienten und HC.Gedachtnis-T-Zellen von Patienten mit RA sowie egesunden Kontrollgruppe wurden
isoliert und entweder als Pra-Wert konserviert dileb Tage mit anti-CD28 und anti-CD3 unter THDRL-,
Th2-, Th9- und Thl7-induzierenden Bedingungen diffiziert und fir ChIP-Analysen weiterverarbeitet.
Dargestellt ist an der CNS5-Region des IL17-LokAsdie DNA-Menge prazipitiert mit Antikdrpern gegen
H3K4me3, H3ac und H3K27me3 in Relation zur InputDdbwie B) der Log2 des Quotienten aus der
relativen DNA-Menge préazipitiert mit anti-H3K4me8 anti-H3K27me3 bzw. anti-H3ac zu H3K27me3. Die
Balken reprasentieren den Mittelwert der jeweilinbandengruppe. Statistische Analyse mit StuslésTiest

durch Vergleich der Patientengruppe mit HC zeiddeine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 23: Keine signifikanten Unterschiede zwishen RA-Patienten und HC am RORC Promotor.
Gedachtnis-T-Zellen von RA-Patienten sowie einaugéden Kontrollgruppe wurden isoliert und entwealer
Pra-Wert konserviert oder fur 5 Tage mit anti-CR2@l anti-CD3 unter ThO-, Th1l-, Th2-, Th9- und Th17-
induzierenden Bedingungen differenziert und furREAnalysen weiterverarbeitet. Dargestellt ist amRRD
Promotor A) die DNA-Menge préazipitiert mit Antikdrpern geget3k4me3, H3ac und H3K27me3 in Relation
zur Input-DNA sowie B) der Log2 des Quotienten aus der relativen DNA-§eprazipitiert mit anti-H3K4me3
zu anti-H3K27me3 bzw. anti-H3ac zu H3K27me3. Dakn reprasentieren den Mittelwert der jeweiligen

Probandengruppe. Statistische Analyse mit Studéftest durch Vergleich der Patientengruppe mit HC
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Abbildung 24: RA-Patienten zeigten erhohte Werte fiiH3K4me3 unter neutralen
Differenzierungsbedingungen sowie tendenziell eirevstarkt permissives Verhaltnis von H3K4- zur
H3K27-Trimethylierung unter Th9-Bedingungen am RORC CNS3.Gedachtnis-T-Zellen von Patienten mit
RA sowie einer gesunden Kontrollgruppe wurden éolind entweder als Pra-Wert konserviert odebflinge
mit anti-CD28 und anti-CD3 unter ThO-, Th1l-, ThER9- und Th1l7-induzierenden Bedingungen differemzie
und fiir ChiP-Analysen weiterverarbeitet. Dargeststlan der CNS-Region 3 des RORC-Lok#3 die DNA-
Menge prazipitiert mit Antikdrpern gegen H3K4me3Rad und H3K27me3 in Relation zur Input-DNA sowie
(B) der Log2 des Quotienten aus der relativen DNA-epréazipitiert mit anti-H3K4me3 zu anti-H3K27me3
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bzw. anti-H3ac zu H3K27me3. Die Balken repraseatiaten Mittelwert der jeweiligen Probandengruppe.

Statistische Analyse mit Student’s t-Test durchgeich der Patientengruppe mit HC
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Abbildung 25: Keine signifikanten Unterschiede zwishen RA-Patienten und der gesunden

Kontrollgruppe am RORC CNS5. Gedachtnis-T-Zellen von Patienten mit RA sowie egesunden

Kontrollgruppe wurden isoliert und entweder als-Rtért konserviert oder fiir 5 Tage mit anti-CD28 wamdi-
CD3 unter ThO-, Thl-, Th2-, Th9- und Thl7-induzieten Bedingungen differenziert und fiir ChlP-Anafyse
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weiterverarbeitet. Dargestellt ist an der CNS-Rediales RORC-Lokusy) die DNA-Menge prazipitiert mit
Antikdrpern gegen H3K4me3, H3ac und H3K27me3 iraReh zur Input-DNA sowieR) der Log2 des
Quotienten aus der relativen DNA-Menge prazipitieit anti-H3K4me3 zu anti-H3K27me3 bzw. anti-HZac
H3K27me3. Die Balken reprasentieren den Mittelvdert jeweiligen Probandengruppe. Statistische Aealyg
Student’s t-Test durch Vergleich der Patientengeumit HC

Zusammenfassend zeigten die einzelnen Histonmatiibiken bei den Gedachtnis-Th-Zellen
im Gegensatz zu den Ergebnissen der naiven ThiZeédatlich geringe Unterschiede
zwischen Patienten und der gesunden Kontrollgruimsbesondere konnte keine tber alle
Differenzierungsbedingungen hinweg ausgepragte &funtg aller drei Histonmodifikationen
wie bei den naiven Zellen der RA-Patienten festgikstverden. Lediglich die ThO- als auch
die Th9-Bedingung zeigten bei RORC CNS3 ein veksf@@rmissives Verhaltnis bei RA-
Patienten, wohingegen am IL17-Lokus sowie am ROR&nBtor und CNS Region 5 des
RORC-Lokus keine signifikanten Unterschiede zwisctien beiden Gruppen beobachtet

werden konnten.
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7. Diskussion

Th17-Zellen, eine Subpopulation der CD4-positiveHdIferzellen, spielen mit der Sekretion
des entzindungsfordernden Zytokins IL-17 eine bieshele Rolle in der rheumatoiden
Arthritis. So konnten Leipe et al neben einem etébiprozentualen Anteil von Th17-Zellen
innerhalb der CD4T-Zellen auch eine erhohte Menge an IL-17 im Biutsn als auch in der
Gelenkflissigkeit von RA-Patienten nachweisen. Ebdronnte die Forschergruppe bei RA-
Patienten nach Stimulation von naiven Th-Zelleneewermehrte Differenzierung hin zu
Thl7-Zellen, eine verstarkte IL-17 Produktion sowsiner erhéhten Menge des
Transkriptionsfaktors RORC im Vergleich zur gesund@ntrollgruppe beobachten. Dies
resultiert in einen mit der Krankheitsaktivitatrikelierenden verstarkt ausgepragten Th17-
Phanotyp bei Patienten mit rheumatoider Arthriiessen Ursache bisher nicht ganzlich
erklart werden kann (Leipe et al., 2010). Eine nubgl Ursache stellen epigenetische
Modifikationen dar, die Einfluss auf die Entwicklyeiner T-Zelle zu einer bestimmten Th-
Subgruppe haben. Um eine mogliche Dysregulation Teelldifferenzierung bei RA-
Patienten erklaren zu konnen, muss zunachst zumsetss Verstandnis die
Regulationsmechanismen genauer untersucht werdeshesondere im Bereich der
Schlisselgene RORC und IL17. Eine gezielte Untéwsog der Histonmodifikationen in
diesen zwei Genen hat zum Zeitpunkt des Untersdheginns nur bei M&ausen
stattgefunden. Aus diesem Grund wurden mit deriegehden Arbeit die epigenetischen
Histonmodifikation an den beiden fur die Th17-Zelleekannten Schlisselgenen RORC und
IL17 in humanen CD4-positiven T-Helferzellen gemauetersucht. Hierfir wurde in dieser
Forschungsarbeit der Fokus auf die zwei permissiistonmodifikationen H3K4me3 und
H3ac sowie auf die repressive Modifikation H3K27ngeBegt.

7.1. Naive-T-Zellen bei gesunden Spendern

Der erste Interessenschwerpunkt dieser Arbeit waerseits herauszufinden, ob diese
Histonmodifikationen je nach Differenzierungsbeding und somit je nach Phanotyp der T-
Helferzelle ein dem Interleukin-Sekretionsprofiltggrechendes Histonmodifikationsmuster
aufweisen. So konnte deutlich gezeigt werden, d@gsf’ T-Zellen nach 5 Tagen

Differenzierung unter Th17-Kulturbedingungen das atérksten permissiv ausgepragte

Histonmodifikationsmuster, bedingt durch eine \ide H3K4me3- sowie verminderte
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H3K27me3Modifikation, im Bereich der Promotoren d&enloki [L17 und RORC
aufwiesen, wohingegen bei den nicht-Th17-Zellend uUmer insbesondere unter Thl-
Bedingungen, ein im Vergleich verstarkt repressiwsfil zu sehen war. Unter Thl-
Bedingungen wurde im Vergleich zu Thl7 eine gestédy repressive H3K27- sowie
verminderte permissive H3K4-Trimethylierung beoldathDiese Ergebnisse bestatigen die
Resultate aus mehreren Mausmodellen: Wei et aliestdukasa et al. untersuchten die
Auspragung der permissiven H3K4- sowie der repvessiH3K27-Trimethylierung am
RORC- und IL17-Lokus. Die Forschergruppen fanderai® dass T-Zellen von Mausen,
differenziert unter Th2- und v.a. unter Th1l-Diffezeerungsbedingungen, in den beiden Loki
IL17 und RORC verstarkte Level an repressiver H3K23- und deutlich verringerte Werte
fur die permissive H3K4me3-Modifikation zeigten, lngegen Thl7-Zellen im Vergleich
stark erhéhte Werte fur die permissive H3K4- unddeutig verminderte Mengen an
repressiver H3K27-Trimethylierung besalen (Mukasal.e 2010; Wei et al., 2009). Etwas
spater untersuchte die Gruppe um C. Cohen die hirsdifikationen an den beiden
Promotoren in humanen CD4+ naiven T-Zellen sowisatierten Th1l- und Th17-Zellen,die
weitere 14 Tage unter neutralen Bedingungen keltiwvurden. Auch hier zeigte sich bei den
Th17-Zellen am IL17-Promotor im Vergleich zu denliZellen eine verminderte H3K27-
und verstarkte H3K4-Trimethylierung (Cohen et &011). Somit konnten die Versuche
genau wie in dieser Arbeit zeigen, dass an den &aen der Genloki IL17 und RORC je
nach Differenzierungsbedingungen gemaf ihrer urttexdlichen IL-17-Produktion ein
linienspezifisches Histonmodifikationsmuster zudén ist. Wie instabil bzw. flexibel
epigenetische Modifikationen auf Zytokinmilieuved@&ungen reagieren, konnte Mukasa et
al. durch Zugabe von IL-12 zur Th17-Zellkultur demtrieren. Hierbei kam es zu einer
Reduktion der permissiven H3K4- sowie Erhéhung régressiven H3K27-Trimethylierung
nicht nur am Promotor sondern im gesamten Beredshldl7-Lokus (Mukasa et al., 2010).
Dass diese Veranderungen der Histonmodifikationieht mur ein Nebenprodukt der T-
Zelldifferenzierung darstellen, sondern eine nowvge@ Komponente fir die jeweilige T-
Zelllinie, konnte Yamashita durch heterozygot-ifigiénte Mause fur die H3K4-
Methyltransferase "MLL" (MLL +/-)zeigen. Hierbkonnten die Mause die IL4, IL5,IL13 und
Gata3-Expression in Th2-Zellen nicht aufrechtedmltwas in diesem Experiment die
Bedeutung der MLL und der H3K4-Modifikation fiur dighaltung des Th2-Phanotyps sowie
die Bedeutung der Histonmodifikationen im Allgermennfir die T-Zellen demonstrierte
(Yamashita et al., 2006).
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7.2. Mogliche Rolle der CNS Regionen IL17 CNS1 und RORCNS3 fur
die T-Zelldifferenzierung

Die CNS-Regionen 1 und 5 des IL17 Lokus zeigtemligser Arbeit ebenfalls ein je nach
Differenzierungsbedingung unterschiedliches Histodifikationsmuster. So wurde die am
starksten permissive Histonmodifikation unter Tlilifferenzierungsbedingungen durch
Reduktion von H3K27me3gesehen. Unter Th1l-Bedinganege das Verhaltnis H3K4me3 zu
H3K27me3 im Vergleich zu den Thl7-Zellen durch sirggnifikant erhohten Wert der
hemmenden H3K27-Trimethylierung signifikant repress gestaltet. Somit kann auch bei
den beiden CNS-Regionen festgestellt werden, dassHstonmodifikationen in diesem
Bereichen linienspezifische Veranderungen unteghed-benso Uberzeugt von der Relevanz
der CNS1-Region fur die Th17-Zellentwicklung warka beiden Arbeitsgruppen Thomas et
al. und Zhang et al., die mit ihren ErgebnissenBleweis daflr sehen, dass CNS1 ein fur die
IL-17-Produktion relevanter Enhancer darstelltkBonte gezeigt werden, dass R@Rn die
CNS1-Region bindet und hierbei die IL17-Promotaratdt erhoht. Die Zugabe von RQR
ohne Beisein der CNS1-Region fuhrte jedoch zu keirgeutlichen Anstieg der IL17-
Promotoraktivitat. Dies lasst die Vermutung eingen, dass CNS1 ein notwendiger
Enhancer zur Steigerung der IL-17-Produktion d#tsf€homas et al., 2012; Yang et al.,
2008; Zhang et al., 2008). Welcher genauer Mecharss dahinter steckt und welche
Bedeutung dies unter in-vivo Bedingung hat, konnté einem Mausmodell genauer
untersucht werden. Wang et al. fuhrte in CNS2-dwften Mausen ein solches in-vivo
Experiment durch. CNS2 ist eine ebenfalls als Eobarangesehene CNS-Region -2kb
upstream des IL17-Promotors. Hierbei kam es im Mely zur Wildtyp-Maus bei
gleichbleibender ROR-Konzentration zu einer deutlichen Reduktion derl-Produktion
unter Th17-Differenzierungsbedingungen. Wang etfaald heraus, dass zwei Histon-
modulierende Enzyme, p300, das die Histon-Acetyliferase (HAT) beinhaltet, sowie JmjC
domain-containing protein 3 (JMJD3), das spezifisiilh H3K27-Trimethylierung entfernt
(De Santa et al., 2007), an diese CNS2-Region hinBlei RORrt-defizienten Mausen kam
es in dieser CNS-Region zu einem Anstieg der repreis H3K27-Trimethylierung sowie zu
einer Reduktion der H3-Azetylierung. Dies fuhrter Hypothese, dass RQR an CNS2
bindet, die Histon-modulierende Enzyme P300 undDB/ihitiiert und durch ein verstarkt
permissives Histonmodifikationsmuster durch Redwktron H3K27me3 und Erh6hung von

H3ac eine bessere Zuganglichkeit der Transkriptaktsren bewirkt, das im Endeffekt zu
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einer IL-17-Produktionssteigerung fihrt (Wang et, &012). Da in der CNS1-Region
ebenfalls unter Th1l7-Bedingungen ein signifikanRlickgang der repressiven H3K27-
Trimethylierung zu sehen war, konnte der durch Wahal beschriebene Mechanismus
ebenfalls auf den Enhancer CNS1 zutreffen. Ebenegten diese Versuche, dass
Veranderungen im Epigenom nicht nur eine Folgerebestimmten T-Zelldifferenzierung
sind, sondern dass epigenetische Modifikatione eiellentwicklung aktiv mitbestimmen.
Bezlglich IL17 CNS5 gibt es bisher sehr wenige jidate Daten. Bei Mausen wurde genau
wie bei CNS1 entsprechend dem Thl7-Phanotyp untet7-Kulturbedingungen im
Vergleich zu den anderen Differenzierungsbedingongen Rlckgang der repressiven
H3K27- sowie Verstarkung der permissiven H3K4-Tiinydierung beobachtet . Ebenso wie
in der CNS1-Region wurde bei Mausen unter Th1742LKulturbedingungen im Vergleich
zu Thl17-Kulturbedingungen eine Veranderung hin zwnera verstarkt repressivem
Histonmodifikationsmuster beobachtet (Mukasa et28110). Im Gegensatz zu CNS1 zeigte
jedoch CNS5 in einem CNS-IL17Promotor-Luciferaseaioukt in Beisein von ROR
keine erhohte Luciferase-Aktivitat. Dies verdeutte, dass CNS5 im Gegensatz zu CNS1
kein RORt-vermittelter Enhancer der IL17-Promotoraktivitsit (Thomas et al., 2012).
DNase | hypersensitive sites Analysen kdnnen eineiteren Hinweis darauf geben, wie
relevant eine CNS-Region fur die Gen-Transkripigindenn damit kann die Zuganglichkeit
durch die DNase | und somit die Chromatindensmatdeém jeweiligen Bereich gemessen
werden. Nach Th17-Differenzierung zeigten die ne@iSENS-Regionen sowie der Promotor
am IL17-Lokus entsprechend dem permissiven Histahfikationsmuster eine gute
Zuganglichkeit fur die DNase I. Die Zugabe von I2-hewirkte jedoch nur beim Promotor
und bei CNS1 entsprechend dem Zugewinn von H3K27ewe8 Resistenz gegeniber der
DNase |. Dies gibt einen weiteren Hinweis, dass CN$e grolRere Rolle in der IL-17-
Transkriptionsregulation einnehmen konnte als CNl8tkasa et al., 2010; Thomas et al.,
2012).

Der durch Akimzhanov beschriebene Anstieg der Hatplierung im Bereich des gesamten
IL17-Lokus unter Th17-Differenzierungsbedingungenvergleich zum Prawert als auch im
Vergleich zu den Thl- und Th2-Bedingungen konnt&en hiesigen Arbeit nicht gesehen
werden (Akimzhanov et al., 2007). Es wurde zwar é&lberhang der permissiven
Acetylierung gegenuber der repressiven Trimethyhigr unter Th17-Kulturbedingungen
beobachtet, jedoch war dessen Ursache vielmehr Ratiktion der repressiven H3K27-
Trimethylierung bei ansonsten unveranderter H3-Amating. Diese Befunddiskrepanz
konnte daher kommen, dass einerseits hier humalhenZerwendet wurden, oder dass die
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vom Menschen stammenden Zellen eine grol3ere Hetaitdg darstellen als die von Mausen
stammenden T-Zellen und die Sensitivitat des Vérsaefbaus nicht ausreichte, um
Unterschiede zwischen den Kulturbedingungen fetdilas, da die H3-Azetylierung
insgesamt in geringeren Mengen vorkommt als z.8 H8K4-Trimethylierung.

Bei RORC CNS3 wurde in dieser Arbeit unter Th17{Kdedingungen wie am IL17-Lokus
das am starksten permissive Verhaltnis aus H3K4me3H3K27me3 gemessen. Der
Unterschied zwischen dem Préawert und den Werteh Badagen Differenzierung unter
Th17-Bedingungen war jedoch nicht ausgepréagt, eimger Rickgang von H3K27me3 war
zu beobachten. Vielmehr zeigten sich Unterschiedschen dem Prawert und den Werten
nach 5 Tagen Differenzierung unter Thl-Kulturbedimgen. Thl Zellen zeigten einen
signifikanten Anstieg von H3K27me3 im Vergleich zitrawert als auch im Vergleich zu
Th17-Zellen. Dies suggeriert, dass die Aufgabe R&RC CNS3 primar die Hemmung der
RORC-Transkription unter Th1-Bedingungen ist. Diesenmende Wirkung fallt unter Th17-
Bedingungen durch eine verminderte H3K27-Trime#ryng deutlich geringer aus. Mukasa
et al. zeigte bei Mausen unter Th17+IL-12 Kultuibgdngen im Vergleich zu den Thl17-
Differenzzierungsbedingungen einen ebenso deutichastieg der repressiven H3K27-
Trimethylierung in RORC CNS3, die mit einer gerireyje RORC-Expression einhergingen.
Bei Knockout Mause fir STAT4 (-/-) sowie T-bet J-blieb unter Th17+IL-12 Bedingungen
der Anstieg von H3K27me3 aus. Dies lasst vermutass der Anstieg von H3K27me3 unter
Th1l-Bedingungen T-bet und STAT4-vermittelt ist. §8e Ergebnisse unterstreichen die
maogliche Funktion von RORC CNS3 als unterdriickemisgulator der RORC-Transkription
und somit des Th17-Phanotyps unter Thl-Differenmgsbedingungen in Beisein von T-bet
und STAT4. Uber welchen Mechanismus genau T-bet 8MA&T4 in diese hemmende
Wirkung eingreifen, muss durch weitere Analysenl&@gkverden, da eine direkte Bindung
dieser Transkriptionsfaktoren an RORC CNS3 niclshgawiesen werden konnte (Mukasa et
al., 2010)

Bei RORC CNS5 wurde ebenfalls ein signifikantere&gathied zwischen den Thl- und Th17
Zellkulturbedingungen beobachtet. Unter Th17-Bedimgen wurde ein signifikant verstarkt
permissives Verhaltnis von H3K4me3/H3K27me3 im Veidh zu den Thl-Bedingungen
beobachtet, der vor allem aufgrund einer verstarkd8K27-Trimethylierung in den Thl-
Zellen verursacht wurde. Vergleiche konnten in Heeratur nicht gefunden werden, da
bisher keine Versuche uber diese CNS-Regionen damdere Arbeitsgruppen durchgefihrt
wurden. Es ist zu resumieren, dass RORC CNS5 dienémer linienspezifischen

Veradnderung der Histonmodifikationen, vor allermd3K27me3 unterliegt. Versuche wie
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oben beschrieben durch Mukasa et. al, Thomas etdalr Wang et al. kdnnten weitere
natzliche Informationen tUber die Bedeutung von ROBRSS5 fur die RORC-Expression

erbringen.

7.3. Gedachtnis-T-Zellen bei gesunden Spendern

Die zweite Fragestellung dieser wissenschaftlichnbeit beschéftigte sich mit der
Veradnderung des Histonmodifikationsmusters nacleitsestattgefundenen Antigenkontakt.
Gedachtnis-T-Zellen zeigten in den beiden Gen-lbkvV sowie RORC, unabhangig von der
jeweiligen Differenzierungsbedingung, ein im Veigte zu den naiven Th-Zellen
Ubergewicht an permissiver Histonmodifikation. Dies durch einen deutlichen Riickgang
der repressiven H3K27me3-Modifikation bei gleichzei unverdnderter H3K4-
Trimethylierung sowie gering verminderter H3-Azetyling bedingt. Dieses Ergebnis ist
konkordant zu dem bekanntermafl3en erhdhten Anteill-ai-produzierender Zellen bei
Gedéachtnis-T-Zellen im Vergleich Zu naiven Th-Zelle unter allen
Differenzierungsbedingungen. Aus physiologischehBSmacht diese offene Gestaltung der
Gene Sinn, da durch bereits stattgefundenen Arkageakt eine schnelle Reaktion der Zelle
durch Steigerung der Interleukinproduktion notwegnait. Eine ahnliche Veranderung der
epigenetischen Histonmodifikationen durchlaufenveail-Zellen hin zu zytotoxische T-
Zellen. Hierbei wurde ebenso ein Rickgang der sspren H3K27-Trimethylierung bei
gleichbleibender Menge an H3K4me3 beobachtet (Rusak, 2014).

7.4. Verminderte H3K27-Trimethylierung bei naiven T-Zellen als
maoglicher Grund eines verstarkten Th17-Phé&notyps LeRA-
Patienten

Der letzte Schwerpunkt der Arbeit beschéftigte siahder Frage, ob Histone bei Patienten
mit rheumatoider Arthritis unterschiedlich modiér sind und dadurch der verstérkte Th17-
Phanotyp bei RA-Patienten erklart werden kdnnte.

Die naiven Th-Zellen zeigten bei Patienten mit rhatoider Arthritis im Vergleich zur
gesunden Vergleichspopulation in den Gen-Loci ILLAd RORC nach 5 Tagen

Differenzierung unter allen, jedoch am ausgeprégpesnter den nicht-Th17-Bedingungen,
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eine Reduktion aller drei Histonmodifikationen, astarksten der repressiven H3K27-
Trimethylierung. Keine Unterschiede wurden im s@gerien Prawert beobachtet. So kénnte
diese verstarkt permissive Histonmodifikation umesht-Th17-Kulturbedingungen das von
Leipe et al. beschriebene erhdhte Potential naiGd4-positiver T-Zellen zur
Differenzierung zu IL-17-produzierender Zellen unteeutralen Stimulierungsbedingungen
bei RA-Patienten erklaren (Leipe et al., 2010).Dadirde die These einer gestorten Neigung
der naiven T-Zellen hin zum Thl1l7-Phanotyp untersttit Desweiteren wurde bei RORC
CNS3 in der hiesigen Arbeit unter Thl-induzieren8eaingungen ein deutlicher Rickgang
der H3K27-Trimethylierung gesehen. Im Mausmodellr dauvor bereits erwahnten
Veroffentlichung von Mukasa et al fiihrte ein Webtdr H3K27-Trimethylierung in RORC
CNS3 bei STAT4- oder T-bet-defizienten Méausen meeigesteigerten RORC-Expression
unter Th17+IL-12-Kulturbedingungen. Dies wére eim&gliche Erklarung fir die Th-
Zellentwicklung hin zu einem Th1/Th17-Phanotyp, dervermehrt bei
Autoimmunerkrankungen nachgewiesen wurde. Ein Sdg@l/Thl7-Phanotyp sind CD4-
positive T-Zellen, die sowohl IL-17, IFNals auch die jeweiligen Transkriptionsfaktoren
RORC und T-bet exprimieren. Der Th1l/Thl7-Phanotypde beispielsweise vermehrt in
Gelenken von Arthritis-Patienten oder im Darm voorbus Crohn-Patienten gesichtet, was
deren Bedeutung fiir Autoimmunerkrankungen untecstré Annunziato et al., 2007; Nistala
et al., 2010). Gegen diese Theorie spricht diel@mslich veroffentlichte Dissertation "Th9-
Zellen bei Autoimmunerkrankungen” von Herrn Kipperder durch intrazellulare Farbung
die Interleukin-Produktion der naiven und Gedadhiit-Zellen von RA-Patienten und einer
gesunden Kontrollgruppe unter den selben Differmigsbedingungen wie in dieser Arbeit
mit nachfolgender Stimulierung fur 2 Tagen untehdueurden. Herr Kupper fand heraus,
dass es zwischen RA-Patienten und der gesundernrdfignippe in den naiven T-Zellen
keine Unterschiede in der Anzahl IffN.-17 Doppelproduzenten unter Thl- oder Th17-
Differenzierungsbedingungen gab. Eine erhohteyiENL7 Ko-Expression wurde nur bei
stimulierten Gedachtnis-Th-Zellen unter ThO und -Differenzierungsbedingungen
gefunden. Ebenso konnte nach 5 Tagen Differenzienaiver T-Zellen unter Thl-, Th2-,
Th9- und Thl17-Kulturbedingungen keine unterschaddi Frequenz IL-17-produzierender
Th-Zellen zwischen RA-Patienten und HC gesehen everdies erklart und unterstreicht
einerseits den fehlenden eindeutigen Unterschieschen RA-Patienten und HC unter Th17-
Differenzerungsbedingungen in der hiesigen Arbaihdererseits scheint die deutlich
verminderte H3K27-Trimethylierung bei RA-Patientanter ThO-, Thl-, Th2- und Th9-
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Bedingungen zu keiner verstarkten Interleukin-1@eRktion zu fiuhren. Dies konnte
einerseits daran liegen, dass neben der Reduk#ioregressiven Modifikation ebenfalls eine
Reduktion der permissiven Histonmethylierung urcetglierung in dieser Arbeit beobachtet
wurde. Andererseits kann bei einer durch Histonfilationen zugéngliche
Chromatinstruktur nicht automatisch von einer Sirigg der Gen-Expression ausgegangen
werden, hierfiir sind bekanntermalR3en noch weitegulRgonsmechanismen von Bedeutung.
Ebenso kénnte es sein, dass nur in-vivo nach Amitigetakt die verminderte repressive
H3K27-Trimethylierung eine verstarkte IL-17-Prodokt und somit einen Th17-Shift
bewirkt, der nach Stimulierung unter in-vitro Beglimgen ohne Antigenkontakt nicht zu
sehen ist.

Somit konnten in dieser Arbeit zwar Unterschiedecdweine verminderte Menge aller drei
gemessener Histonmodifikationen bei RA-Patienteselgen werden, diese spiegeln sich
jedoch nicht in anderen Veroffentlichungen, zumstdeicht in in-vitro-Experimenten, in
einer gesteigerten IL-17-Produktion oder einemtéeksen Th1/Th17-Phanotyp bei naiven T-
Helferzellen wider. Ob das verminderte Vorkommé#éeralrei Histone zu einer veranderten
Plastizitdit bei einem Redifferenzierungsdruck wie 2B. in entzindeten Gelenken
vorkommen kann, fihrt, kann aktuell nicht beurteiterden. Es gibt bisher keine
veroffentlichte Daten dartber, ob Thl-Zellen, dis aaiven Th-Zellen differenziert wurden,
unter Th17-Bedingungen zu einer verstarkten Re®iffaerungsrate zu Th17-Zellen neigen.

Bisherige Daten konzentrieren sich hierbei auf@eelachtnis-T-Zellen.

7.5. Gedéachtnis-Th-Zellen bei RA-Patienten

Veranderungen der Histonmodifikationen wurden zgiB® der Arbeit vor allem bei den
Gedéachtnis-T-Zellen vermutet, da gerade diese Wendereits erwahnt bei RA-Patienten
eine erhdhte Th17-Frequenz aufweisen. Ebenso meiggler nicht verdffentlichte Daten aus
unserer Arbeitsgruppe, dass gezielt isolierte TlelleA bei RA-Patienten eine verstérkte
Fahigkeit im Vergleich zu den Th1-Zellen der gesam#ontroligruppe besitzen, unter Th17-
Differenzierungsbedingungen zu einem Th17 Phanotypechseln. Dabei werden vermehrt
IL-17-produzierende und IRNL-17 Doppelproduzenten beobachtet. Anderersagigten
gezielt isolierte Thl7-Zellen von RA-Patienten eieghdhte Resistenz gegentber Thl-
Redifferenzierungsbedingung, was zusammengenommnernvetstarkte Plastizitat hin zu

einem dominanten Thl7-Phanotyp bei RA-Patienterdeudlicht. Uberraschenderweise
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bieten die in dieser Arbeit gemessenen Ergebnisséldtonmodifikationen keine Erklarung
fur den verstarkten Th17-Phanotyp in den Gedachtdgllen, denn zwischen den Patienten
mit rheumatoider Arthritis und der gesunden Vexlegruppe konnten in den 3
Histonmodifikationen an den Promotoren sowie an@li$-Regionen des IL17- und RORC-
Promotors keine eindeutig signifikanten Ergebngstinden werden. Ebenso zeigten bisher
nicht veroffentlichte Daten aus unserer Arbeitsgejpdass die vermehrte Fahigkeit zur
Redifferenzierung von mittelSell-Sorting isolierten Th1l-Zellen hin zu Th17-Zellen nicht mit
einem verstarkt permissiven Histonmodifikationsreusan den Promotoren der Th17-
sepzifischen Genen einhergeltiine solche Histonstabilitdt nach Antigenkontakdl uereits
durchgefuhrter T-Zelldifferenzierung zeigte ebelsfaCohen et al. Hierbei flhrte die
Redifferenzierung von Th17-Zellen gesunder Spendé&r Thl-Kulturbedingungen zu einer
gesteigerten IFWNund T-bet-Produktion jedoch ohne signifikanten afeferungen in der
epigenetischen Signatur am IL17-Promotor zu vedsa, inklusive H3K4me3 und
H3K27me3 (Cohen et al.,, 2011). Somit muss vermutetden, dass die beobachteten
Histonmodifikationen H3K4me3, H3ac und H3K27me3mmdest an den Promotoren und
CNS-Regionen von IL17- und RORC, nicht an dem veks¢én Thl7-Phanotyp bei
Gedachtnis-Th-Zellen beteiligt sind, sondern andemgenetische Elemente hierfur
verantwortlich sind.

Wie im Abschnitt 2.7.2 " Epigenetische Verandeem@ der rheumatoiden Arthritis” bereits
erwéahnt, gibt es eine Vielzahl von Veranderungen Ej@genoms bei RA-Patienten, die auch
teils nachweislich mit der Krankheitsaktivitat ugytokinexpression korrelierten, jedoch
bleibt weiterhin die ursachliche Veréanderung, die zerstarkten Tendenz der Th-Zellen hin
zu einer Th17-Zelle fuhrt, ungewiss. Auch hierbeiss1 vermutet werden, dass die Ursache
der verstarkten Th17-Plastizitat in der rheumatoidethritis komplex sowie heterogen und

nicht auf eine einzige Veranderung zurtickzufihsen i

7.6. Kiritische Beurteilung des Versuchsaufbaus sowie mdighe

Folgeversuche

Ein limitierender Faktor der Arbeit ist die Unregihder Th-Subpopulationen in den
einzelnen Zellkulturbedingungen. Durch die oberchasbenen Zellisolationsschritte wurde
zunachst ein Zellgemisch aus CD4+ Th-Zellen isbliad unter den jeweiligen

Kulturbedingungen fir 5 Tage kultiviert. Wie im Aihsnitt Ergebnisse gezeigt, lagen jedoch
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die Reinheiten der jeweiligen Th-Subpopulationeutiieh unter 100%. Dadurch wird es in
den Folgeversuchen wie dem hier durchgefihrten -@isBayy schwieriger, Unterschiede
zwischen den einzelnen CD4-Subpopulationen zu eskender darzustellen. Um dieses
Problem zu l6sen gibt es die Méglichkeit d&sbl-Sortings, dabei werden z.B. Th17 Zellen
mit dem soglL-17 secrretion assay gezielt isoliert. Es werden dabei Reinheiten umo&i#o
erreicht. Dadurch wird es moglich, gezielt die gasdhte T-Zelllinie zu untersuchen.
Limitierender oder erschwerender Faktor dieser ié¢hist jedoch die geringe Zellanzahl,

v.a. der kleinen Th-Subpopulationen wie Th9 odet7Ttdie dadurch gewonnen werden.

Wie im obigen Diskussionsabschnitt bereits angegmo, konnten Folgeversuche weitere
Informationen zur Bedeutung von RORC CNS5 flr d@R-Expression erbringen.
Eventuell wirde man wie bei RORC CNS3 unter Th17#2Kulturbedingungen einen
Anstieg von H3K27me3 sehen, das eine mogliche &leRunktion dieser CNS-Region
andeutet. Durch Luciferase-Assays und Protein-bopdissays kdnnte eine mégliche
Wirkung dieser CNS-Region auf die RORC-Transkripsiaktivitat sowie
Transkriptionsfaktoren, die eine Bindung mit CN$#hergehen, untersucht werden.

Ein moglicher Folgeversuch betrifft die gesehenatetschiede in den naiven Th-Zellen
zwischen RA-Patienten und HC. Nach funf Tagen Déffieierung unter den jeweiligen
Differenzierungsbedingungen kénnte man spezifiseleshzelnen Th-Subpopulationen
mittels Cell-Sorting isolieren und unter Th17-Résliénzierungsbedingungen bzw. unter
Th1l-Redifferenzierungsbedingungen fur Th17-Zellessatzen. Parallel konnten die
Histonmodifikationen in den Genloki IL17, RORC sewi-bet vor und nach
Redifferenzierung gemessen werden. Hierbei kanmgraldtmaglicher Zellreinheit eine
madgliche verstarkte Fahigkeit zur Th17-Redifferenang bei RA-Patienten beobachtet
werden und ein mdglicher Zusammenhang mit Histgmagrungen gezogen oder

ausgeschlossen werden.
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8. Zusammenfassung

Einleitung: Th17-Zellen, eine proinflammatorische T-Zell-Paidn, spielen eine
bedeutende Rolle in der rheumatoiden Arthritisw@d bei der RA ein mit der
Krankheitsaktivitat korrelierender verstarkt auségegper Th17-Phanotyp beobachtet, der mit
einer vermehrten Produktion des Th17-linienspeziis Transkriptionsfaktors RORC sowie
Zytokins IL-17 einhergeht. Ob Histonmodifikationeime Rolle in der Th17-Differenzierung
oder gar einen Beitrag zur Entstehung des versti@rkhl7-Phanotyps leisten, wurde bisher
nicht spezifisch untersucht.

Fragestellung: Zeigen die einzelnen Th-Subpopulationen ein lispazifisches
Histonmodifikationsmuster in den Genloki IL17 so®RC und kommt es nach
Antigenkontakt zu einer weiteren Veranderung diéistone? Kann der verstarkte Th17-
Phanotyp bei RA-Patienten mit einem pathologisatingerten Histonmodifikationsmuster in

den genannten Genen erklart werden?

Methodik: Naive und Gedé&achtnis-T-Zellen von 17 PatientenRAitsowie von 17 gesunden
Spendern (HC) wurden aus dem peripheren Blut isalied entweder als Pra-Wert
konserviert oder fir 5 Tage mit anti-CD28 und &3 unter ThO-, Th1l-, Th2-, Th9- und
Thl7-induzierenden Bedingungen differenziert. Nst@&hlP-Analysen wurden die
Histonmodifikationen H3K4me3, H3ac und H3K27me3Jdan Promotoren sowie an jeweils
2 CNS-Regionen der Gen-Loki RORC sowie IL17 gemessd zwischen den einzelnen

Differenzierungsbedingungen sowie zwischen den RfeRten und den HC verglichen.

Ergebnisse: Die einzelnen Th-Subpopulationen zeigten ein derhidtSekretionsmuster
entsprechend linienspezifisches Histonmodifikatiaster nicht nur am Promotor sondern
auch an den CNS-Regionen der Genloki IL17- und ROR{€ in friheren Publikationen
zeigte auch meine Arbeit, dass speziell IL17 CNBd RORC CNS3 potentielle Regulatoren
der T-Zelldifferenzierung sein konnten. Nach Antigentakt zeigten die isolierten
Gedéachtnis-T-Zellen ein verstarkt permissives Hiistodifikationsmuster, das konkordant
mit dem bekanntermal3en erhdhten Anteil an IL-1®dpreerender Zellen bei Gedachtnis-T-
Zellen im Vergleich zu naiven Th-Zellen ist. NaiV&Zellen von RA-Patienten zeigten im
Vergleich zu Th-Zellen gesunder Spender eine Reéalukiller drei gemessenen
Histonmodifikationen, wohingegen bei GedachtnisZEflen keine Unterschiede festgestellt

werden konnten.
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Schlussfolgerung: Histonmodifikationen in den Genloki IL17 und RORI@Gds
linienspezifischen Veranderungen in der T-Zelldéfezierung unterworfen und bestimmen
den Zellphanotyp aktiv mit. Der verstarkte Thl7aRbtyp bei RA-Patienten im Vergleich zu

Gesunden lasst sich aktuell nicht durch die genmessElistonmodifikationen erklaren.
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9. Abkirzungsverzeichnis

AK Antikorper

Anti-CCP-AK anti-cyclic citrullinated protein ammdy (AK gegen zyklisch
citrullinierte Peptide)

APC antigen presenting cell (antigenprasentiezetwlle)

bp Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin

BSG Blutsenkungsgeschwindigkeit

CD cluster of differentiation

CED Chronisch entzindliche Darmerkrankung

CIA Collagen-induced arthritis = Kollagen-induze Arthritis

CNS conserved non-coding sequence

CRP C-reaktives Protein

DAMPs danger-associated molecular patterns

DAS28 disease activity score 28 (Krankheitsatdigscore fur 28 Gelenke

DGRh Deutsche Gesellschatft fiir Rheumatologie

DMARD Disease modifying anti-rheumatic drug (kraeksmodifizierendes

antirheumatisches Medikament)

DNA deoxyribonucleid acid (Desoxyribonukleins&ubNS)
DNMT DNA-Methyltransferase

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat

Dz Dendritische Zellen

EAE Experimentelle Autoimmunenzephalitis

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EULAR European League Against Rheumatism

FACS Fluorescence activated cell sorting (flsaemsaktivierte

Zellsortierung)

FCS Fetales Kalberserum
FITC Fluoresceinisothiocyanat
FOXP3 forkhead box P3
GATA-3 GATA binding protein 3

HC Healthy control (gesunder Kontrollspender)
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HLA humane Leukozytenantigen

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IRF4 interferon regulatory factor 4

L-Glu L-Glutaminséaure

MACS Magnetic cell seperation

MHC major histocompatibility complex

MMP Matrix-Metalloproteinasen

MRNA messenger RNA

MiRNA microRNA

MS Multiple Sklerose

MTX Methotrexat

NHS Normales humanes Serum

NSAID non-steroidal anti-inflammatory drug (nistéroidales
Antiphlogistikum)

PBMC peripheral blood mononuclear cells (monoeéakt Zellen des

peripheren Blutes)

PBS phosphate buffered saline (phosphatgepuffataosung)
PCR polymerase chain reaction (Polymerasekettion)
PE Phycoerythrin

PMA Phorbol 12-myristat 13-azetat

P|S Penicillin G und Streptomycin

RA Rheumatoide Arthritis

RANK Receptor Activator of NdB

RANKL Receptor Activator of NkB Ligand

RF Rheumafaktor

RNA ribonucleic acid (Ribonukleinsaure, RNS)

RORC retinoic acid receptor related orphan rearept

RT Reverse Transkriptase

SCF stem cell factor

SE shared-epitope

SF Synoviale Fibroblasten

SRBC sheep red blood cells (Schaferythrozyten)



Abkiirzungsverzeichnis

STAT
TAE
T-bet

TF

TGF
Th-Zellen
TLR

TNF
Treg-Zellen
TRIS
TSS

signal transducer and activator of transmn
TRIS-Acetat-EDTA

T-box expressed in T-cells
Transkriptionsfaktoren

transforming growth factor

T-Helferzellen

Toll-like-Rezeptoren

tumor necrosis factor (Tumornekrose-Faktor)
regulatorische T-Zellen
Trishydroxymethylaminomethan

transcription start site
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