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Zusammenfassung

1.  Zusammenfassung

Autoimmune Arthritiden, wie die rheumatoide Arthritis (RA), sind chronische,
systemisch-entzundliche Erkrankungen, die durch persistierend gesteigerte
immunologische Aktivitat, eine Reihe von systemischen Manifestationen sowie
durch lokale Gelenkdestruktion mit der Folge zunehmender Behinderung
gekennzeichnet sind. Obgleich die Pathophysiologie autoimmuner Arthritiden
noch nicht vollstandig geklart ist, gibt es deutliche Hinweise darauf, dass CD4-T-
Zellen, die auch als T-Helfer-(Th-)Zellen bezeichnet werden, bei der Entstehung
und Perpetuation der Autoimmunantwort von wesentlicher Bedeutung sind.
(Leipe et al. 2009) Die wichtigsten Argumente fur die pathogenetische Rolle von
CDA4-T-Zellen aus humanen in vitro, ex vivo und genetischen Analysen sind
aktivierte ,Memory“-CD4-T-Zellen im peripheren Blut, in der Synovialflissigkeit
und der Synovialmembran, das Vorhandensein von autoreaktiven T-Zellen und
die Assoziation von bestimmten HLA-DR-Subtypen — deren einzige Funktion die
Antigenprasentation an T-Zellen ist — mit aggressiven Formen der Arthritis.
(Leipe et al. 2015) Klinisch lasst sich die zentrale Rolle von T-Zellen einerseits
anhand des therapeutischen Erfolgs der T-Zell-Kostimulationsblockade
(Abatacept, CTLA4-Ig) und andererseits anhand der Induktion von autoimmunen
Arthritiden bei verstarkter T-Zell-Stimulation unter Immuncheckpoint-Inhibition
(z.B. Ipilimumab, anti-CTLA-4-Antikorper) im Rahmen von Tumorimmuntherapien
ableiten. (Leipe et al. 2017, Leipe, et al. 2018)

Gleichwohl ist das Verstandnis der Pathophysiologie autoimmuner Arthritiden
einschlieBlich der Rolle von T-Zellen noch unvollstandig. Ziel moderner klinisch-
immunologischer/rheumatologischer Forschung ist daher weiterhin das bessere
Verstandnis der Pathogenese autoimmuner Arthritiden als Grundlage fur die
Entwicklung von Biomarkern und zielgerichteten Therapiestrategien.

Die rheumatoide Entzindungsreaktion ist zellular charakterisiert durch ein
Uberwiegen von proinflammatorischen Effektor-T-Zell-Populationen, wahrend T-
Zell-Populationen mit dem Potenzial, die Inflammation abzuschwachen, wie
regulatorische T-Zellen (Tregs) oder Th2-Zellen in ihrer Funktion eingeschrankt
sind. (Leipe, Skapenko et al. 2005)
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Bezuglich proinflammatorischer Effektor-T-Zell-Populationen hat die Entdeckung
einer neuen proinflammatorischen CD4-T-Zell-Subpopulation, sogenannter Th17-
Zellen, zu einer Erweiterung des Th1/Th2-Schemas gefihrt und enormes
Interesse auf dem Gebiet der (klinischen) Immunologie nach sich gezogen
(Harrington et al. 2005). Humane Th17-Zellen, deren Entstehung durch den
Transkriptionsfaktor RAR-related orphan receptor C (RORC) gesteuert wird, sind
in erster Linie durch die Expression des inflammatorischen Zytokins IL-17 (IL-
17A) charakterisiert. Th17-Zellen produzieren zum Teil noch weitere Zytokine wie
IL-22 und TNF, jedoch weder das Th1-Zytokin IFN-y noch das Th2-Zytokin IL-4.
Die Bedeutung von Th17-Zellen fur die Pathogenese verschiedener
tierexperimenteller Autoimmunerkrankungen wurde fur verschiedene Modelle
einschlieBlich der Kollagen-induzierten Arthritis demonstriert. Beim Menschen,
insbesondere bei Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA), gab es bereits einige
Befunde, wie z.B. erhdhte Mengen von IL-17 in Synovialflussigkeit und Serum,
die nahelegten, dass Th17-Zellen und das von ihnen produzierte IL-17 von
pathophysiologischer Bedeutung sein kdnnten. IL-17 vermittelt inflammatorische
und gewebeschadigende Effekte Uber den IL-17-Rezeptor, der auf zahlreichen
bei der rheumatoiden Gelenkentzindung beteiligten Zellen exprimiert wird,
darunter Monozyten, synoviale Fibroblasten, Chondrozyten und Osteoklasten.
(Leipe et al. 2009) IL-17 stimuliert nicht nur die Produktion zahlreicher
inflammatorischer Mediatoren wie IL-1 und TNF aus Monozyten, sondern agiert
mit diesen auch noch in synergistischer Weise. Uberdies induziert IL-17 die
Expression des Receptor Activator of NF-kB Ligand (RANKL), einem wichtigen
positiven Regulator flr Osteoklasten, und fuhrt zur Knorpeldegeneration durch
Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) und Aggrekanasen, welche
vermehrt Typ-1l-Kollagen und Proteoglykan abbauen. (Leipe et al. 2017)

Als wesentlicher Teil, der dieser Habilitation zugrunde liegenden Arbeit wurde,
die Bedeutung von proinflammatorischen CD4-T-Zell-Populationen - mit
Schwerpunkt auf Th17-Zellen und Th17-Zell-assoziierte Zytokine - in der
Pathogenese autoimmuner Arthritiden untersucht.

Hierbei konnten wir zunachst anhand mehrerer homogener, klinisch gut
definierter Patientenkohorten von RA- und Psoriasis-Arthritis (PsA)-Patienten die

zentrale Rolle von Th17-Zellen zum Zeitpunkt der initialen Manifestation, aber
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auch im weiteren Verlauf der Erkrankung, nachweisen. (Leipe et al. 2010)
Patienten, die sich mit einer mittleren Symptomdauer von weniger als drei
Monaten erstmals vorgestellt und noch keinerlei immunmodulierende Therapie
erhalten hatten (um den Einfluss chronischer T-Zell-Aktivierung und
immunmodulierender  Therapien auf die untersuchten CD4-T-Zellen
auszuschliel3en), wiesen signifikant erhdhte Frequenzen von Th17-Zellen mit
einer gesteigerten Produktion von IL-17 gegenuber gesunden Kontrollen und
Patienten mit Osteoarthrose (Kontrolle fur nicht-entzindliche Gelenkerkrankung)
auf. In dieser frihen RA-Kohorte, aber auch bei Patienten mit aktiver, etablierter
Erkrankung, korrelierten Th17-Zell-Frequenzen und IL-17-Produktion signifikant
mit Erkrankungsaktivitat und systemischer Entzindung. Zudem konnten wir eine
signifikante Anreicherung von Th17-Zellen in den von der Arthritis betroffenen
Gelenken beobachten. Als wahrscheinlichen Grund fur diese Anreicherung im
Gelenk fanden wir auf Th17-Zellen eine erhdohte Expression der
Chemokinrezeptoren CCR4 und CCR6, deren Liganden in entzindeten
Gelenken in hoher Konzentration vorkommen. Daruber hinaus konnten wir
Mechanismen fur das Uber die Norm vermehrte Auftreten von Th17-Zellen bei
Patienten mit autoimmunen Arthritiden identifizieren. So fand sich bei RA- und
PsA-Patienten eine verstarkte Differenzierung aus naiven Vorlauferzellen in
Richtung Th17-Zellen im Vergleich zu Kontrollen. (Leipe et al. 2010) Passend
dazu lie3en sich auf molekularer Ebene erhohte Mengen des fur die Entwicklung
von Th17-Zellen essenziellen Transkriptionsfaktors RORC bei RA- und PsA-
Patienten detektieren. Diese Befunde weisen auf eine gesteigerte Entstehung
von Th17-Zellen bei diesen Patienten hin. Interessanterweise fanden sich bei
RA- und PsA-Patienten zudem Hinweise fur eine Resistenz der Zellen gegenuber
natlrlichen Antagonisten (IL-4, IFN-y) der Th17-Zell-Entwicklung und -Aktivitat.
Dies deutete darauf hin, dass sich die bei Patienten mit autoimmunen Arthritiden
vermehrt entstehenden Th17-Zellen wesentlich insuffizienter durch naturliche
Antagonisten inhibieren lassen.

In einem weiteren wichtigen Teil, der dieser Habilitation zugrunde liegenden
Arbeit wurde, die Th-Zell-Plastizitat als mdglicher Mechanismus fur die
beobachtete Dominanz pro-inflammatorischer Th17-Zellen bei autoimmunen
Arthritiden untersucht. (Leipe et al. 2019, Leipe et al. 2020) Wahrend die
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Entstehung von Th-Zell-Populationen (Th1, Th2, Th17) friher als ein irreversibles
Ereignis angesehen wurde, zeigt sich zunehmend, dass es sich um einen
plastischen Prozess handelt — d.h., dass Th-Zell-Populationen, z.B. im Kontext
einer Entzindung, ihren Phanotyp bzw. das Zytokin-Sekretions-Profil in Richtung

eines anderen Phanotyps verandern kdnnen.

Um die Plastizitdat humaner Th-Effektor-Zellen zu untersuchen, wurden zum
einen in vitro und zum anderen in vivo generierte Th-Zellen analysiert. (Leipe et
al. 2020) Hierfir wurden nach Differenzierung naiver oder ,Memory“-CD4-T-
Zellen von RA-Patienten und gesunden Kontrollen viable (,lebende®) hochreine
Th1-, Th2- und Th17-Zellen mithilfe von Zytokin-Sekretions-Assays sortiert.
Diese in unserer Arbeitsgruppe optimierte Methode ermdglichte es, viable Th-
Zell-Populationen zu isolieren, zu charakterisieren und deren Plastizitat zu
untersuchen (im Unterschied zu anderen Publikationen zum Thema ,Plastizitat®,
bei denen Th-Zell-Populationen aufgrund von Oberflachenmolekulen isoliert
wurden und somit eine Anreicherung, aber keine hohere Reinheit der
Populationen erreicht wird, was unter dem Aspekt eines moglichen Auswachsens
von ,kontaminierenden“ Populationen im Bereich von Plastizitdtsanalysen
potenziell problematisch ist). Isolierte Th-Zellen wurden anschliel3end unter ThO-,
Th1-, Th2- und Th17-induzierenden Bedingungen polarisiert

(Transdifferenzierung) und somit auf ihre Plastizitat untersucht.

Bei in vitro generierten Th-Zellen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in
der Plastizitat von Th1-, Th2- oder Th17-Zellen zwischen RA-Patienten und
gesunden Kontrollen. Allerdings ergaben sich neue Erkenntnisse zur Plastizitat

von Th-Zellen.

Es zeigte sich, dass in vitro generierte Th1-Zellen grotenteils ihren Phanotyp
(IFNy+IL-17-) bewahrten und sich lediglich 1-2% in Th17-Zellen (IFNy—/IL-17+)
transdifferenzierten. Eine deutlich hdhere Plastizitdt von Th1-Zellen war in
Richtung Th1/Th17-Zellen (IFNy+IL-17+) mit = 30% der Th-1-Zellen zu
verzeichnen, die unter Th17-induzierenden Bedingungen in Richtung Th1/Th17-
Zellen transdifferenzierten. Unter Th2-induzierenden Bedingungen konnte bei
immerhin = 15% der in vitro-generierten Th1-Zellen die Fahigkeit verzeichnet
werden, IL-4 zu produzieren. Diese Ergebnisse bestatigen teilweise fruhere

Analysen - insbesondere aus murinen Studien, die demonstrierten, dass Th1-
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Zellen eher stabil und wenig plastisch sind. Eine ausgepragte Plastizitat fand sich
in unseren Analysen humaner Th-Zellen jedoch in Richtung der gemischten
Phanotypen Th1/Th17 und Th1/Th2. Dies ist insbesondere unter dem Aspekt
interessant, als dass Th1/Th17-Zellen im Vergleich zu Th1-Zellen bei
autoimmunen Arthritiden als pathogener gelten, und stellt eine neue Erkenntnis

auf dem Gebiet der Plastizitat von humanen Th-Zellen dar.

In vitro-generierte Th2-Zellen zeigten einen hohen Grad an Plastizitat in Richtung
Th1-, vor allem Th1/Th2-Zellen. Allerdings lieBen sich nur ca. 1,5% der Th2-
Zellen - ahnlich wie bei Th1-Zellen und im Einklang mit Vorarbeiten - in reine
Th17-Zellen transdifferenzieren; jedoch im Gegensatz zu Th1-Zellen deutlich

weniger zu einem gemischten Phanotyp, hier Th2/Th17-Zellen.

In vitro-generierte Th17-Zellen zeigten eine substanzielle Plastizitat zu dem
gemischten Phanotyp Th1/Th17-Zellen (= 60%), eine geringere Plastizitat zu
Th1-Zellen (IFNy+IL-17—, = 17%) und eine sehr geringe Plastizitat in Richtung IL-
4-produzierende Zellen (IL-4+IL-17—, = 1,5%; IL-4+IL-17+, = 2,5%).

Wahrend Th17-Plastizitat anhand in vitro-generierter, reiner Th17-Zellen zuvor
nur bei Mausen untersucht wurde und sich heterogene Ergebnisse bezulglich
Transdifferenzierung von Th17- in Richtung Th1-Zellen von 2% (41) bis zu 81%
ergaben, konnten wir erstmals fir humane in vitro-generierte Th17-Zellen eine
intermediare Plastizitdt von 15% in Richtung Th1-Zellen und 58% in Richtung
Th1/Th17-Zellen nachweisen.

In einem zweiten wichtigen Set von Experimenten wurde die Plastizitat von in
vivo-generierten humanen Th-Zellen analysiert, die direkt nach Blutentnahme
und kurzer Aktivierung sortiert wurden. (Leipe et al. 2020) Ahnlich zu in vitro-
generierten Th1-Zellen, zeigten in vivo-generierte Th1-Zellen eine eher geringe
Plastizitat. Allerdings fand sich bei RA-Patienten, unabhangig von den Th-
induzierenden Bedingungen, eine signifikant verstarkte Plastizitat von Th1-Zellen
zu Th17- und auch Th1/Th17-Zellen im Vergleich zu gesunden Kontrollen
(induzierende Bedingungen: Th17: p=0,0002 und p=0,008, Th2: p=0,001 und
p=0,0003, ThO: p=0,09 und p=0,04, jeweils fur resultierende Th17- und
Th1/Th17-Zellen). Th1-Zellen von RA-Patienten transdifferenzierten zudem auch
vermehrt in Richtung Th2/Th17-Zellen unter Th2-induzierenden Bedingungen im
Vergleich zu Gesunden (p=0,04). Auch in vivo-generierte Th2-Zellen von RA-
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Patienten zeigten eine verstarkte Transdifferenzierung in Richtung IL-17-
exprimierenden Phanotypen (IL-4—/IL-17+, IL-4+/IL-17+). Passend zu diesem
Shift konnte eine Verringerung von IFNy+/IL-17— Zellen bei RA-Patienten
beobachtet werden (p=0,02).

Somit zeigen in vivo-generierte Th1- und Th2-Zellen eine verstarkte Plastizitat in

Richtung Th17 bzw. IL-17-produzierende Phanotypen.

Interessanterweise zeigten in vivo-generierte Th17-Zellen von RA-Patienten
hingegen eine Resistenz, ihren Phanotyp in Richtung Th1- oder Th2-Zellen zu
verandern. Passend zeigte sich eine geringere Transdifferenzierung nicht nur zu
IFNy+/IL-17—, sondern auch zu IL-4+/IL-17— Zellen bei RA-Patienten im
Vergleich zu gesunden Kontrollen (p=0,008 und p=0,017).

Somit konnten wir erstmals zeigen, dass wahrend RA Th1- und Th2-Zellen ein
intrinsisches Potenzial zu haben scheinen, sich zu Th17-Zellen umzuwandeln,
Th17-Zellen von RA-Patienten eine partielle Resistenz im Vergleich zu
Gesunden aufweisen, sich in andere (wahrscheinlich weniger pathogene) Th-

Subpopulationen umzudifferenzieren.

Um Faktoren zu untersuchen, die der Plastizitat von Th-Zellen im Allgemeinen
und der veranderten Plastizitdt von in vivo-generierten Th-Zellen von RA-
Patienten im Besonderen zugrunde liegen, analysierten wir u.a. Th-Zell-
spezifische Transkriptionsfaktoren wie RORC (Th17-Zellen) und T-bet (Th1-
Zellen), intrazellulare Signalwege und epigenetische Modifikationen. (Leipe et al.
2020) Es zeigte sich zunachst, dass sich die Expression von RORC und T-bet
bei Th17- und Th1-Zellen von jeweils RA-Patienten und gesunden Kontrollen
nicht unterschieden. Dies ist angesichts dessen nachvollziehbar, dass Th17- und
Th1-Zellen sowohl von RA-Patienten als auch von gesunden Individuen als
hochreine und somit homogene Populationen isoliert wurden. Passend dazu
ergab auch die Analyse auf einer anderen Ebene der transkriptionellen
Regulation, der sogenannten Histonmodifikationen, keine Unterschiede zwischen
RA-Patienten und gesunden Kontrollen. Diese Daten wurden erhoben, um die
Frage zu klaren, welche Bedeutung epigenetische Veranderungen bei der
Plastizitat haben. Daher wurden mittels Chromatin-Immunoprazipitation (ChliP)
exemplarisch Modifikationen an Histonen nachgewiesen, die entweder fir die

Aktivierung oder die Unterdrickung von CDA4-T-Zell-spezifischen Genen
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verantwortlich sind. Wahrend die Trimethylierung von Histon 3 an Position 4
(H3K4me3) und die Acetylierung an Histon 3 (H3ac) mit Aktivierung von Genen
assoziiert ist, wird bei Trimethylierung von Histon 3 an Position 27 (H3K27me3)
eine Suppression der Genaktivitat beobachtet. Th1- und Th17-Zellen von RA-
Patienten und gesunden Kontrollen zeigten eine ahnliche Ratio der permissiven
Modifikationen H3K4me3 und H3aAc zur repressiven Modifikation H3K27me3
am RORC- und T-bet-Promoter. Wir analysierten darUber hinaus die DNA-
Methylierung am RORC- und T-bet-Promoter bei Th1- und Th17-Zellen. Der
RORC-Lokus zeigte insgesamt eine offene Chromatinkonfiguration bei Th17-
Zellen. Bei RA-Th1- und -Th17-Zellen zeigte sich, obgleich die Methylierung
etwas héher an CpG sites 2-5 innerhalb des RORC-Lokus bei RA-Patienten war,
doch insgesamt eine ahnliche Methylierung bei RA und Gesunden fur RORC und

T-bet, passend zur ahnlichen Expression dieser beiden Transkriptionsfaktoren.

Kirzlich wurde zudem eine regulatorische Achse beschrieben, die unabhangig
von RORC eine bedeutende Rolle bei der Th17-Zell-Stabilitat spielt, die
sogenannte SGK1-FOXO1-IL-23R-Achse. (Kleinewietfeld, Manzel et al. 2013)
Hierbei fuhrt die Expression von SGK1 zur Produktion des IL-23R durch
Deaktivierung von FOXO1, einem direkten Regressor des //123r-Gens. Wir fanden
bei in vivo-generierten Th-Zellen eine signifikant hohere Expression von SGK1
und IL-23R in frisch isolierten Th1- und Th17-Zellen von RA-Patienten im
Vergleich zu gesunden Kontrollen. Passend zur SGK1-FOXO1-IL-23R-Achse
zeigten sich tendenziell geringere FOX0O-1-Mengen bei RA-Patienten. (Leipe et
al. 2020) Die hohere Expression von SGK1 bei RA-Th1- und -Th17-Zellen kdonnte
intrinsisch sein und somit zu einer héheren Plastizitat in Richtung Th17-Zellen
bzw. einer hoheren Stabilitdt von Th17-Zellen beitragen. Alternativ konnte ein
hoherer Salzkonsum, wie bei aktiver RA beschrieben, SGK1 im besonderen
Male induzieren. Aufgrund der Tatsache, dass wir in frisch isolierten in vivo-
generierten T-Zellen von RA-Patienten Unterschiede im SGK1/IL-23R-
Signalweg, jedoch nicht bezlglich der Transkriptionsfaktoren zu diesem
Zeitpunkt fanden, analysierten wir RORC und T-bet und Molekile des SGK1/IL-
23R-Signalwegs nach Transdifferenzierung von Th1- und Th17-Zellen, um die
Hypothese zu testen, dass sich Unterschiede, insbesondere in der Expression

der Transkriptionsfaktoren, wahrend der Transdifferenzierung ergeben. Hierbei
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zeigte sich, dass Th1-Zellen von RA-Patienten, die unter Th17-induzierenden
Bedingungen transdifferenziert wurden, hohere Mengen an RORC exprimierten
als gesunde Kontrollen (p<0,01), wahrend T-bet vergleichbar war. Zudem zeigten
Th17-Zellen unter Th1-induzierenden Bedingungen eine hdhere RORC- und
geringere T-bet-Expression bei RA-Patienten - passend zur reduzierten
Kapazitat dieser Zellen, sich in Th1-Zellen zu transdifferenzieren. Weiterhin
zeigte sich auch eine hohere Expression von SGK1 und IL-23R bei Th1- und
Th17-Zellen nach Transdifferenzierung bei RA-Patienten, wahrend dazu passend
FOXO1 erniedrigt war.

Zusammengefasst scheinen Unterschiede im SGK1/IL-23R-Signalweg sowie
eine erhdhte Expression von RORC wahrend der Transdifferenzierung zu dem

Th17-Phanotyp im Rahmen der Plastizitat von RA-Th-Zellen beizutragen.

Wir konnten demzufolge, neben neuen Erkenntnissen zur Th-Zell-Plastizitat,
erstmals eine veranderte Th-Zell-Plastizitat in Richtung Th17 bei Patienten mit
autoimmunen Arthritiden demonstrieren, die potenziell zum beobachteten

systemischen und intraartikularen Th17-Shift beitragt.

Um die sich aus diesen Erkenntnissen zur veranderten Th-Plastizitat ergebende
Hypothese zu testen, dass bestimmte Th1-Subpopulationen zu der beobachteten
Plastizitat in Richtung Th17-Zellen beitragen, wurden sogenannte ,klassische®
und ,nicht-klassische® Th1-Zellen bei Patienten mit autoimmunen Arthritiden und
gesunden Individuen analysiert. (Leipe et al. 2019) Die Existenz dieser zwei
Untergruppen innerhalb der Th1-Population, ,klassische“ (IFNy+/IL-17—, Tbet+,
RORC-, CD161—, CCR6-) und ,nicht-klassische® (IFNy+/IL-17—, Tbet—, RORC+,
CD161+, CCR6+) Th1-Zellen, wurde erst kurzlich beschrieben. Es wurde
postuliert, dass ,nicht-klassische® Th1-Zellen (exprimieren den Th17-Zell-
Transkriptionsfaktor RORC) im Rahmen von plastischen Veranderungen aus
Th17-Zellen heraus entstehen. Daten, die ein vermehrtes Auftreten ,nicht-
klassischer® im Verhaltnis zu ,klassischen® Th1-Zellen bei Patienten mit
Autoimmunerkrankungen zeigten, wie im von M. Crohn befallenen Darm und im
Gelenk juveniler idiopathischer Arthritis, fuhrten zur Vermutung eines hdoheren
pathogenen Potenzials. (Annunziato, Cosmi et al. 2014). Wir konnten erstmals
zeigen, dass die Transdifferenzierung von ,nicht-klassischen® Th1-Zellen unter

Th17-induzierenden Bedingungen zu deutlich erhohten Frequenzen von Th17-
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und Th1/Th17-Zellen fuhrt, wahrend keine substanzielle Plastizitat in Richtung
Th17-Zellen fur ,klassische® Th1-Zellen beobachtet wurde (Th17-Zellen: 3,9% vs.
0,9%, p=0,045; Th17/Th1-Zellen: 16,6% vs. 0,9%, p=0,00003).
Interessanterweise zeigten ,klassische® Th1-Zellen eine verstarkte Plastizitat in
Richtung IL-4-produzierender Zellen, die meisten davon Th1/Th2-Zellen
(IFNy+/IL-4+), im Vergleich zu ,nicht-klassischen® Th1-Zellen (Th1/Th2-Zellen:
8,4% vs. 3,0%, p=0,015). Passend dazu fand sich ex vivo eine hohere RORC-
Expression in ,nicht-klassischen® Th1-Zellen und eine hohere GATA-3-
Expression in ,klassischen® Th1-Zellen. Es zeigten sich keine Unterschiede in
den Frequenzen ,klassischer’ und ,nicht-klassischer” Th1-Zellen zwischen RA-
Patienten und gesunden Kontrollen.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass ,nicht-klassische® Th1-Zellen eine
substanzielle Plastizitat in Richtung Th17-Zellen aufweisen, die moglicherweise
zu deren pathogenem Potenzial beitragt. Hingegen zeigen ,klassische Th1-
Zellen die Eigenschaft, einen IL-4-produzierenden Phanotyp anzunehmen und
konnten somit bei Autoimmunerkrankungen eine geringere Pathogenitat
aufweisen. Ahnliche Frequenzen ,klassischer® und ,nicht-klassischer® Th1-Zellen
zwischen RA-Patienten und gesunden Kontrollen ex vivo kénnten auf einen
konservierten Phanotyp dieser Populationen nach deren in vivo-Entstehung und
gegen eine Beteiligung von ,nicht-klassischen® Th1-Zellen zu dem bei RA-
Patienten beobachteten Th17-Phanotyp hinweisen.

Die rheumatoide Entzindungsreaktion ist nicht nur zellular charakterisiert durch
ein Uberwiegen von pro-inflammatorischen Effektor-T-Zell-Populationen, sondern

auch durch eine erhéhte Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen

In diesem Sinne produzieren Th17-Zellen neben ihrem Signatur-Zytokin IL-17 ein
weiteres fur die Pathogenese autoimmuner Arthritiden potenziell bedeutsames
Zytokin: IL-22. (Leipe et al. 2009) Ahnlich wie bei IL-17 kommt es bei
Neutralisation von IL-22 oder bei IL-22-Knockout-Mausen zu einem milderen
Verlauf der Arthritis.

In einer weiteren Arbeit wurden die Expression von IL-22 und deren Bedeutung
in der Pathogenese der RA untersucht. (Leipe et al. 2011) Die gemessenen IL-
22-Serumkonzentrationen waren tendenziell bei RA-Patienten hdher als bei den

Kontrollindividuen (Gesunde und Patienten mit Osteoarthrose).
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Zusammenfassung

Interessanterweise lieRen sich innerhalb der RA-Kohorte anhand der IL-22-
Serumspiegel zwei verschiedene Gruppen identifizieren. Eine Gruppe (n=25) war
durch  IL-22-Serumspiegel charakterisiert, die innerhalb von drei
Standardabweichungen der Kontrollwerte lagen (,IL-22 normal®), wahrend die
andere Gruppe (n=24) deutlich erhdhte IL-22-Serumspiegel aufwies (,IL-22
high“). Der Vergleich beider Gruppen ergab keinen Unterschied in Bezug auf
demografische Faktoren, Antikorperstatus (Rheumafaktor, anti-CCP-Antikorper)
oder Krankheitsaktivitat. Hierbei zeigte sich, dass Patienten, bei denen zu
Baseline hohe IL-22-Werte gemessen wurden, bereits zu diesem friheren
Zeitpunkt haufiger manifeste Gelenkerosionen aufwiesen als Patienten der ,IL-22
normal“-Gruppe (33% vs. 4%, p=0,05). Wahrend im zweijahrigen Verlauf bei
keinem einzigen Patienten der ,IL-22 normal“-Gruppe weitere Erosionen
detektiert wurden, entwickelten funf weitere Patienten der Gruppe ,IL-22 high® im
ersten Jahr Erosionen (57% vs. 4%, p<0,01) und im Laufe des zweiten Jahres
ein weiterer Patient (61% vs. 4%, p<0,005). Diese Assoziation zwischen
erhohten IL-22-Werten zu Beginn der Erkrankung und der Entstehung von
Gelenkerosionen im weiteren Krankheitsverlauf war auch nach Korrektur fur
Alter, Geschlecht, Raucheranamnese, Krankheitsaktivitat, Rheumafaktor und
anti-CCP-Antikorper-Positivitat  in der multivariaten  Regressionsanalyse

hochsignifikant.

Somit stellen IL-22-Werte einen unabhangigen Pradiktor fir die Entstehung von
Gelenkerosionen bei der RA dar. Die Messung der IL-22-Serumkonzentration
erlaubt daher zu Beginn der Erkrankung die Diskrimination von Patienten mit
unterschiedlichen Krankheitsverlaufen bzw. radiografischer Progression und
kann daher als Biomarker verwendet werden. Dies fuhrte auch zur
Patentanmeldung (EP 11 001 695.3).

Als zellulare Quelle der erhdhten IL-22-Spiegel konnten wir erhdhte Frequenzen
von IL-22-produzierenden CD4-Subpopulationen bei RA-Patienten identifizieren.
Hierbei konnten wir erstmals zeigen, dass sowohl IL-22-produzierende Th17-
Zellen (IL-22+IL-17+IFNy—) als auch Th22-Zellen (IL-22+IL-17—-IFNy-), Th1-
Zellen (IL-22+IL-17—-IFNy+) und Zellen, die samtliche Zytokine produzieren (IL-
22+IL-17+IFNy+), vermehrt in der Zirkulation von RA-Patienten zu finden waren.

Zusammenfassend zeigte sich auf zellularer Ebene, passend zu den

11



Zusammenfassung

Serumspiegeln, eine erhohte Expression von IL-22 durch CD4-T-Zellen von RA-

Patienten.

In einer weiteren Arbeit zeigte sich, dass erhohte IL-22-Serumspiegel auch bei
Patienten mit bereits etablierter Erkrankung mit der radiologischen Progression
assoziiert sind. Erhohte IL-22-Serumspiegel scheinen RA-spezifisch zu sein, da
in diesem Male erhOhte Spiegel bei anderen entzundlich-rheumatischen
Erkrankungen nicht beobachtet werden und Komorbiditaten (Hypertonus etc.) zu

keinen hdéheren Spiegeln zu fihren scheinen.

Wie bereits erwahnt, ist die rheumatoide Entzindungsreaktion, neben dem
Uberwiegen von proinflammatorischer Effektor-T-Zell-Populationen, auch durch
in ihrer Funktion eingeschrankte Zellpopulationen bzw. Zytokine, welche die
Inflammation abschwachen, wie Th2-Zellen bzw. IL-4, charakterisiert.

In diesem Sinne konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass die IL-4-
Signallbertragung bei RA-Patienten gestort ist und es in der Folge zu verstarkter
Inflammation und unglinstigerem Verlauf der Erkrankung kommt. Zudem war ein
loss of function Single Nucleotide Polymorphism (SNP, rs1805010) innerhalb der
kodierenden Region des IL-4 Rezeptors (/L4R) mit einem deutlich aggressiveren
Verlauf der RA und frihzeitiger Gelenkzerstérung assoziiert. Der besagte IL4R-
SNP, bei dem das Wildtyp (WT)-Allel Isoleucin (I) gegen Valin (V) an
Aminosaureposition 50 ausgetauscht ist, fihrt zu einer deutlichen Reduktion der
IL-4-Signallbertragung sowie von downstream-Effekten.

Die Beobachtung, dass bei RA-Patienten einerseits die SignallUbertragung von
IL-4 genetisch bedingt eingeschrankt ist und andererseits Th17-Zellen, deren
Entstehung durch IL-4 inhibiert wird, vermehrt zu finden sind, flUhrte zu der
Hypothese, dass oben genannter /L4R-SNP, insbesondere bei RA-Patienten,
durch die eingeschrankte Wirkung von IL-4 und den konsekutiven Wegfall der
negativen Regulation zu der verstarkten Entstehung von Th17-Zellen und
erhdhter Gelenkdestruktion beitragt.

Nach Genotypisierung von Patienten mit friher RA (n=90) sowie bei Kontrollen,
gesunden Individuen (n=24) und Patienten mit Osteoarthrose (n=15), zeigte sich
zunachst, dass Th17-Zell-Frequenzen, IL-17- und IL-22-Serumspiegel bei RA-
Patienten mit Homozygotie fir das mutierte V50-Allel (V50V) im Vergleich zu
gesunden oder OA-Kontrollen erhoht waren. (Leipe et al. 2014) Die zuvor
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beobachteten erhdhten Th17-Zell-Frequenzen und Effektorfunktionen waren also
mit dem hypofunktionellen V50-/L4R-Allel assoziiert. Tatsachlich sprachen T-
Zellen von homozygoten V50V-Individuen in einem in vitro-Assay nach Zugabe
von IL-4 schwacher auf die IL-4-mediierte Inhibition der Th17-Zell-Entwicklung im
Vergleich zu den 150l- oder 150V-Individuen an. Nach Analyse der klinischen
Daten dieser Patienten im Follow-up zeigte sich, dass die RA-Patienten mit dem
V50V-Genotyp nach einem Jahr eine signifikant hohere Erkrankungsaktivitat
(gemessen am DAS28 [disease activity score in 28 joints]) und ein niedrigeres
Ansprechen auf die Therapie zeigten (gemessen am EULAR [European League
Against Rheumatism]-Ansprechen und an Remissionskriterien). Die RA-
Patienten wurden zudem auf das Vorhandensein bzw. die Entwicklung von
Gelenkerosionen zum Zeitpunkt der Rekrutierung und nach einem Jahr gepruft.
Die Entstehung von Erosionen zu Beginn der Erkrankung ist mit einer
aggressiveren Erkrankung und ungunstigerer Prognose der RA assoziiert. RA-
Patienten mit dem V50V-Genotyp manifestierten bereits zu Baseline, also nach
nur durchschnittlich 2,9 Monaten Krankheitsdauer, haufiger Erosionen als die
Patienten der 150/150- und 150/V50-Gruppe (29% vs. 19% und 21%). Wahrend
der Follow-up-Periode entwickelten weitere Patienten der 150V- und V50V-
Gruppe Erosionen, wahrend bei keinem Patienten der 150I-Gruppe dies zu
beobachten war. Die statistische Analyse ergab eine signifikante Assoziation
zwischen der Entstehung von Erosionen und dem Verlust von funktionellen /L4R-
Allelen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der V50V-Genotyp des IL4R-
SNP bei RA-Patienten durch die eingeschrankte Wirkung von IL-4 und den
konsekutiven Wegfall der negativen Regulation zu der verstarkten Entstehung
von Th17-Zellen mit erhdhter Krankheitsaktivitdt und  verstarkter

Gelenkdestruktion potenziell beitragt.

Wie zuvor bereits beschrieben, sind Th2-Zellen bzw. das von ihnen produzierte
IL-4 im Kontext von Autoimmunerkrankungen jeweils anti-inflammatorische Th-
Zellen bzw. Zytokin, welche die Differenzierung von pro-inflammatorischen Th1-
und Th17-Zellen inhibieren und somit eine Uberschieflfende Immunantwort mit
konsekutiv ungezigelter Inflammation verhindern. Wir konnten erstmals im

Menschen zeigen, dass Th2-Zell-Differenzierung durch den Transkriptionsfaktor
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GATA-3 reguliert wird. (Leipe et al. 2004) Hierbei hatten wir die seltene
Gelegenheit, die immunologische Funktion von humanem GATA-3 in vivo zu
untersuchen: durch Analyse peripheren Blutes von Individuen, die nur ein
funktionelles GATA-3-Allel besitzen (GATA-3*"-Individuen). Diese
haploinsuffizienten Individuen wiesen verschiedene chromosomale Aberrationen,
den GATA-3-Lokus betreffend, auf. Individuum 1 zeigte eine 49-bp-intragenische
Deletion, die zu einem Frameshift mit prematurem Stop-Codon flhrte; Individuum
2 eine 900-kb-Deletion, die zur Deletion eines Allels fuhrte, und Individuum 3
eine terminale Deletion des Chromosoms 10p, die zur Deletion eines Allels
fuhrte.  Alle  Patienten waren vom  sogenannten  HDR-Syndrom
(hypoparathyroidism, sensorineural deafness, renal disease) betroffen, einer
genetischen Erkrankung, bei der die Patienten wegen der Bedeutung von GATA-
3 wahrend der embryonalen Organentwicklung an Hypoparathyreoidismus,

Innenohrschwerhdrigkeit und Niereninsuffizienz leiden.

CD4-T-Zellen der GATA-3*-Individuen exprimierten signifikant reduzierte
Mengen an GATA-3, was mit dramatisch erniedrigten Frequenzen an Th2-Zellen
in vivo assoziiert ist. Auch in vitro konnte nach Differenzierung der GATA-3*-
CD4-T-Zellen eine Verminderung der Th2-Zell-Differenzierung festgestellt
werden. Die durch Th2-Zellen vermittelten Effektorfunktionen in vivo, welche
anhand von Serumspiegeln der Th2-abhangigen Immunglobuline 1gG4 und IgE
bestimmt wurden, waren erheblich vermindert, wahrend die Konzentration des
Th1-abhangigen Immunglobulins 1gG1 im Vergleich zu gesunden GATA-3*/*-
Individuen erhéht war. In Ubereinstimmung mit den bereits dargestellten
Ergebnissen fuhrte Silencing von GATA-3, mittels spezifischer small interfering
RNA (siRNA), zu einer signifikant reduzierten Th2-Zell-Differenzierung in vitro -
als Beweis dafur, dass GATA-3 die Th2-Zell-Differenzierung von humanen CD4-
T-Zellen reguliert. Wir konnten zudem nachweisen, dass die Expression von
GATA-3 wahrend der Differenzierung zu Th2-Zellen sowohl auf RNA- als auch
auf Proteinebene ansteigt.

Zusammenfassend konnten wir demonstrieren, dass GATA-3 einen wichtigen
Transkriptionsfaktor in der Regulation der humanen Th2-Zell-Differenzierung

darstellt.
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SchlieBlich lasst sich, wie bereits erwahnt, die zentrale Rolle von T-Zellen
anhand der Induktion von autoimmunen Arthritiden bei verstarkter T-Zell-
Stimulation unter Immuncheckpoint-Inhibition im Rahmen von Tumor-
Immuntherapien ableiten. (Leipe et al. 2017, Leipe et al. 2019).
In einer in unserer Arbeitsgruppe durchgefuhrten prospektiven Kohortenstudie
konnten wir zunachst zeigen, dass die Pravalenz von autoimmunen Arthritiden
bei Patienten mit Arthralgien unter Immuncheckpoint-Inhibitor (ICl)-Therapie
hoch ist. (Leipe et al. 2018) Im Gegensatz zu Arthritiden ohne Assoziation zu
Tumor-Immuntherapien war der Anteil von Mannern mit ICl-induzierten
Arthritiden  (57%) und der Anteil von seronegativen Patienten (69%)
verhaltnismafig hoch. Es zeigte sich ein Arthritis-Muster mit Monarthritis (50%),
Oligoarthritis (36%) und Polyarthritis (14%). Synoviaanalysen waren konsistent
mit hochentziindlichen Arthritiden (22.000 Leukozyten/mm3). Das Zeitintervall
vom Beginn der ICI-Therapie bis zum Auftreten der Arthritiden war variabel (1 bis
716 Tage, Median: 139 Tage), die Zeit von der Konsilanfrage bis zur
rheumatologischen Erstvorstellung betrug nur 9,5 + 9,3 Tage, die Zeit vom
Beginn der Gelenkschmerzen bis zur Bestatigung der Arthritiden betrug 2,5 + 4,4
Monate, was auf eine zlgige Diagnosestellung, jedoch auch auf eine relativ
lange Latenz bis zur rheumatologischen Vorstellung hinweist. Bezlglich der
Diagnostik konnten wir anhand verblindeter radiologischer Auswertungen von 41
Gelenkregionen demonstrieren, dass sich in den zum Zwecke des Tumor-
Stagings durchgeflihrten Computertomographien bereits in 15 % und in
Positronen-Emissions-Tomographie-CTs in 24 % der Falle Hinweise auf
Arthritiden zeigten, was auf den potenziellen Nutzen dieser bildgebenden
Verfahren zur Objektivierung von Synovitiden hindeutet. Die Krankheitslast zu
Beginn (gemessen anhand der numerischen Rating-Skala von 1 bis 10) war mit
7,3 £ 1,0 hoch und konnte durch antientziindliche Therapien signifikant auf 2,0 +
1,3 (p<0,0001) reduziert werden. Alle Patienten erhielten Glukokortikoide
systemisch und/oder intraartikular, mit gutem Ansprechen. Unter Glukokortikoid-
Tapering kam es bei 46% der Patienten zu einer Zunahme der Arthritis-Aktivitat,
woraufhin erfolgreich Methotrexat eingesetzt wurde. Wahrend des medianen
Follow-up von 433 Tagen wurde keine Toxizitat der anti-inflammatorischen

Therapie oder Tumorprogress beobachtet.
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Somit Iasst sich schlussfolgern, dass ICl-induzierte Arthritiden im Vergleich zu
traditionellen rheumatologischen Entitdten andere Charakteristika aufweisen,
sich jedoch anhand einer Stufentherapie mit Glukokortikoiden und ggf.
Methotrexat gut beherrschen lassen. Basierend auf diesen und anderen Daten
konnten  wir  Empfehlungen  zum Management  rheumatologischer
Nebenwirkungen der Immuncheckpoint-Inhibition erarbeiten.

Zusammenfassend haben die Arbeiten, welche dieser Schrift zugrunde liegen,
neue Erkenntnisse zur Rolle von T-Zellen, insbesondere deren Bedeutung in der
Pathogenese autoimmuner Arthritiden, ergeben. Wir konnten erstmals — als
Hinweis fur die pathophysiologische Bedeutung — eine Korrelation von Th17-
Zellen mit Arthritis-Aktivitat und systemischer Entzindung sowie deren
Anreicherung in betroffenen Gelenken therapienaiver Patienten demonstrieren.
Im Rahmen der weiteren Charakterisierung von Th17-Zellen zeigte sich, dass
das von Th17-Zellen, aber auch von Th22-Zellen produzierte Zytokin IL-22 mit
Erosionen, also beginnender Gelenkdestruktion, bei Arthritiden assoziiert war
und als maoglicher Biomarker fungieren kann.

Als Mechanismen flr das Uber die Norm vermehrte Auftreten von Th17-Zellen
bei Arthritiden identifizierten wir deren gesteigerte Differenzierung aus naiven
Vorlauferzellen in Richtung Th17-Zellen (mit spezifisch erhdhter Expression des
Transkriptionsfaktors RORC einhergehend) und deren Resistenz gegenuber
naturlichen Antagonisten (IL-4, IFN-y). Die klinische Bedeutung der IL-4-
vermittelten negativen Th17-Zell-Regulation konnten wir bei Individuen/Patienten,
welche ein reduziertes IL-4R-Signaling aufwiesen, anhand vermehrter Th17-Zell-
Entstehung mit erhdhter Krankheitsaktivitat und verstarkter Gelenkdestruktion
untermauern. Als weiteren Mechanismus fir den beobachteten Th17-Shift bei
Arthritiden konnte eine veranderte Th-Zell-Plastizitat von Th1- und Th2-Zellen in
Richtung Th17 nachgewiesen werden. Schlieflich konnten wir demonstrieren,
dass sich unter den Th1-Zellen vor allem sogenannte ,nicht-klassische® Th1-
Zellen im Rahmen von plastischen Veranderungen zu Th17-Zellen

umdifferenzieren.
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