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Abklrzungen

Tab. 1 Verwendete Abkirzungen
Abb. Abbildung
ADCC Antikorper-vermittelte zellulare Zytotoxizitat (antibody-dependent cellular
APC Allophycocyanin
AR aktivierender Rezeptor
bp Basenpaare
bzw. beziehungsweise
T Grad Celsius
ca. ungefahr
CD Differenzierungsantigen (cluster of differentiation)
cDNS zur mMRNS komplementéare (complementary) DNS
CML Chromfreisetzungstest (cell mediated lympholysis)
Ser radioaktives Chromisotop
CTL zytotoxische T-Zelle (cytotoxic T lymphocyte)
DNS Desoxyribonukleinsaure
dNTP Didesoxy-Nukleotid-tri-Phosphat
EBV Epstein-Barr-Virus
EDTA Di-Natriumethylendiamintetraacetat
ET Effektor-zu-Zielzell-Ratio (effector cell to target cell ratio)
FACS fluoreszenzaktiviertes Zellsortiergerat (Durchflu3zytometer)
FBS fétales Rinderserum
FSC Vorwarts-Streulicht (forward scatter)
FITC Fluoreszeinisothiocyanat
g Gramm
HLA humane Leukozytenantigene
IFN Interferon
Ig Immunglobulin
IL Interleukin
IR Inhibierender Rezeptor
ITAM Immunrezeptor Tyrosin-enthaltendes aktivierendes Motiv (immunoreceptor
ITIM Immunrezeptor Tyrosin-enthaltendes inhibierendes Motiv (immunoreceptor
kb Kilobasenpaare
kD kiloDalton
KIR Killerzell Immunglobulin-Rezeptor (killer cell immunglobulin receptor)
LRC Leukozyten-Rezeptor-Komplex (leucoyte receptor complex)
mAK monoklonale Antikdrper
mg Milligramm
MHC Haupthistokompatibilitatskomplex (major histocompatibility complex)
MRNS Boten-RNS (messenger-RNS)
NCR Naturliche-Zytotoxizitatsrezepor (natural cytotoxicity receptor)
NK Naturliche Killerzelle
OA Oligoarthritis
PA Polyarthritis
PBL Lymphozyten des peripheren Blutes
PBMC Periphere Blut-mononukleédre Zellen
PBS Phosphatgepufferte Saline
PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
PE Phycoerythrin
PerCP Peridinin-Chlorophyll-Protein
pH negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
PHA Phytohamagglutinin (Lektin)
PMA Phorbol 12-Myristat 13-Acetat
RA Rheumatoide Arthritis
ReA Reaktive Arthritis
RPMI Medium (Rosewell Park Memorial Institut)
RNS Ribonukleinséaure
rom Umdrehungen pro Minute (rotations per minute)
SF Synovialflissigkeit
SFMC Synovialflissigkeit-mononukleare Zellen



SM

SSC
Strep
TAE
TH-Zelle
™

TNF
TZR

u.a.

U
UV-Licht
z. B.

Selektionsmedium
Seitwarts-Streulicht (side scatter)
Streptavidin
Tris-Acetat-EDTA-Puffer
T-Helfer-Zelle

Tumormedium
Tumornekrosefaktor
T-Zellrezeptor

unter anderem

Einheit der Enzymaktivitat (unit)
Ultraviolettes Licht

zum Beispiel



A Zusammenfassung

Das Immunsystem besteht aus Zellen der angebotermeder erworbenen Immunitat, die bei
der Abwehr von Infektionen und Tumoren einer stendRegulation unterliegen und
miteinander interagieren. Bei Autoimmerkrankungemdg die Regulation dieser Prozesse
aul3er Kontrolle, was dazu fuhrt, dass das Immuesydtorpereigene Strukturen angreift.
Bisher gibt es viele Untersuchungen zu autoreaktiaytotoxischen T-Zellen oder
Autoantikdrper-produzierenden B-Zellen. NK-Zellenndegen wurden im Kontext von
Autoimmunkrankheiten erst in neuerer Zeit untersu8esonders durch ihre Fahigkeit, in
grof3en Mengen Zytokine zu produzieren, kbnnen NKeBeentscheidend an der Entstehung
und Aufrechterhaltung von autoimmunen Prozessegiligetsein. NK-Zellen sind dazu in der
Lage mit Dendritischen Zellen zu interagieren, undellen zu stimulieren. Aus diesem
Grund wurde in dieser Arbeit die Rolle der NK-Zallem Kontext der Rheumatoiden
Arthritis untersucht, einer Autoimmunkrankheit, daren Entstehung Zytokine maRgeblich
beteiligt sind. Zum Vergleich wurden nicht-autoimmeu Arthrose- und autoimmune
Psoriasis-Patienten untersucht und ebenfalls mibfdtspendern verglichen. Da es schwierig
ist, allein durch Untersuchungen der peripheren ummellen autoimmune Vorgange zu
erklaren, wurden in dieser Arbeit Lymphozyten aes 8ynovialflissigkeit, dem Ort der
Entzindung, isoliert und detailliert untersucht.nZohst wurden die Zellen durch die
durchflusszytometrischen Untersuchungen von >25kbtar phé&notypisch charakterisiert.
Des Weiteren wurde eine quantitative Analyse dertokige, Chemokine und
Wachstumsfaktoren aus dem Serum und der Synowsifjkeit der Patienten durchgefthrt,
und bezlglich verschiedener ,Leitzytokine* und amtmuner Muster ausgewertet. Da bei
Autoimmunkrankheiten genetische Assoziationen mitAH und KIR-Molekulen, den
Hauptrezeptoren von NK-Zellen, beschrieben wurtkm ein weiterer Aspekt auf den HLA-
C- und KIR-Typisierungen, und ihrer Korrelation ndién verschiedenen Erkrankungen der

Patienten.

Im peripheren Blut finden sich zwei NK-Zell-Subpdgtionen, welche durch eine
unterschiedliche Expressionsdichte der CD16- und&Molekule charakterisiert sind, und
entsprechend als CD88" und CD56™" bezeichnet werden. Im Blut besitzen 90 % der
NK-Zellen den CD58™-Phanotyp und 10 % den CO%8"-Phanotyp. In der Literatur wurde
gezeigt, dass sich in der Synovialflissigkeit, Uréadgig von autoimmunen Prozessen, das
Verhaltnis der NK-Zell Subpopulationen verandert uiie CD56""™ NK-Zellen dominieren.



Die Expression von CD16 und CD56 konnte jedoch tnizbfriedenstellend mit der
Gewebeinfiltration korreliert werden, weshalb na@hem besseren differentiellen Marker
gesucht wurde. In dieser Arbeit konnte erstmals @B$-Molekil als dieser differentielle
Infiltrationsmarker auf NK-Zellen identifiziert wden. Im Blut exprimieren die Mehrzahl der
NK-Zellen und alle T-Zellen das CD6-Molekil. In d&ynovialflissigkeit liegen jedoch
keine CD6-positiven NK-Zellen mehr vor, unabhangiyon ob sie CD58" oder CD58"",
bzw. CD16 oder CD16 sind. Die Anzahl der CD6-positiven T-Zellen in der
Synovialfliissigkeit ist dagegen unverandert, waksesne spezielle Funktion von CD6 auf
NK-Zellen hinweist. Interessanterweise konnte in Beripherie der Patienten im Vergleich
zu Normalspendern bereits eine verringerte FreqdenZD6-positiven NK-Zellen detektiert
werden, welche mit der Starke der Entzindung kermtelund so kinftig diagnostische
Hinweise liefern kdnnte. Welche Mechanismen zum sgbkiss der CD6-positiven NK-
Zellen fuhren, bedarf noch weiteren Untersuchungdia, durch Chemokine vermittelte
Migration und Adhasion scheint jedoch eine bededgdRolle zu spielen.

Bei der umfassenden Untersuchung der Zytokin- uhdn@kin-Muster kristallisierte sich
IL-17 als das ,Leitzytokin“ bei Arthritis-Patienteheraus, da hier im Gegensatz zu den
Arthrose-Patienten eine klar dominierend@l7/Tyl-lImmunantwort nachzuweisen war.
Bestimmte Chemokine, wie CXCR3-Liganden, sind irr @&ynovialflissigkeit an der
gesteigerten Migration von CD%BE™ NK-Zellen beteiligt. Des Weiteren konnte ein klar
autoimmunes von einem nicht-autoimmunen Zytokinewusghterschieden werden, indem die
Ratio der Zytokine und Chemokine aus Serum und @8giftiissigkeit verglichen wurde.
Diese Musterzuordnung konnte durch eine Softwarak/se der Rohdaten bestatigt werden
und konnte in Zukunft somit ebenfalls eine diagisobe Mdoglichkeit in Bezug auf
Autoimmunkrankheiten darstellen. Diese Ergebnissendglichen einen umfassenden
Eindruck von entztindlichen Geschehen bei Rheunmais&rkrankungen und erdffnen neue

Ansatze fir therapeutische Interventionen.



B Einleitung

Autoimmunerkrankungen entstehen durch eine unkbietite Reaktion des Immunsystems
gegen korpereigene Bestandteile. Diese pathogensmuhreaktionen haben ihren Ursprung
meistens in einer komplizierten Kaskade verschiedeklechanismen, die ,normale”
Funktionen einer effektiven Immunantwort z.B. gedgtathogene darstellen. Deshalb ist es
wichtig, sich bei der Betrachtung autoimmuner Voiggiimmer das gesamte Immunsystem
vor Augen zu halten, dessen komplexe Prozesse @nadgeborene und die erworbene
Immunantwort eingeteilt werden (Abb. 1). Die Naihen Killerzellen (NK-Zellen) sind
neben den Monozyten, Makrophagen, Granulozyten Deddritischen Zellen Teil der
angeborenen Immunitdt und stellen die erste Barrides Immunsystems gegenuber
Infektionserregern (Antigenen) dar. Die Zellen degeborenen Systems verfigen entweder
Uber unspezifische Mustererkennungsrezeptopattgrn recognition receptor?RR), tber
die sie pathogenassoziierte molekulare Mustathogen-associated molecular pattern
PAMPs) erkennen, oder werden Uber eine VielzahRapeptoren reguliert, wie es bei den
NK-Zellen der Fall ist. Ist die Infektion durch dimspezifische Abwehr initial nicht sofort zu
beheben, so produzieren die angeborenen Immunzgikine und Chemokine, setzen
damit die Entzindungsreaktion in Gang und induniete adaptive Immunantwort, welche
also zeitlich verzdgert durch Antigen-spezifische uhd B-Lymphozyten vermittelt wird.
Diese Zellen werden Uber ihren individuellen, klospezifischen Rezeptor reguliert. Wird
ein B-Zellklon aktiviert, entsteht nach Affinitagfung, Immunglobulin-Klassenwechsel und
Proliferation eine Plasmazelle, welche hohe Mengerspezifischem Antikérper vom IgG-
Isotyp produziert. Die Aktivierung von T-Helferzefl Uber deren spezifischen T-Zell-
Rezeptor-(TZR)-Komplex fiihrt zur Zytokinproduktiaamd zur weiteren Aktivierung des
Immunsystems, vor allem der zytotoxischen T-ZellBre Aktivierung von zytotoxischen T-
Zellen Uber deren TZR-Komplex fuhrt zur spezifisthdbtdtung infizierter Zellen.
Regulatorische T-Lymphozyten, die phanotypisch Betelferzellen ahnlich sind und in sehr
geringer Anzahl im Blut vorkommen, wirken hingegammunsuppressiv, da sie die
Proliferation und Zytokinproduktion von EffektorZellen Gber nicht genau bekannte
Mechanismen inhibieren kdonnen. NK-Zellen sind inr deage, sowohl mit Zellen des
angeborenen als auch des adaptiven Immunsystenrgezagieren und spielen somit eine
wichtige Rolle in der Regulation von Immunprozesdea diese Briickenfunktion vor allem
im Vergleich zwischen peripherem Blut und Gewebezeie im Mittelpunkt der NK-

Zellforschung steht, wurde der Fokus dieser Arbeit den Phanotyp und die Funktion von



4 Einleitung

NK-Zellen am Beispiel der Rheumatoiden Arthritisduder Gonarthrosen gelegt. Parallel
wurden zwar auch adaptive Immunzellen, v.a. T-Lyogyen, untersucht, worauf in dieser

Arbeit jedoch nicht ndher eingegangen wird.

* Antigen * * }

***r* * * Infektion einer 'S *

Korperzelle

e
KILL ‘ x

V

A RQLL

NK-Zelle
B-Zelle
A=
Zytotoxische

Makrophage T-Zelle
Plasma-
zelle !
l

PRIl

Regulatonsche
T-Zelle

T-Helferzelle

kontrolliert,

reguliert

Abb. 1 Schematische Darstellung der angeborenen und adaptiven Immunreaktionen

Dargestellt sind die Immunreaktionen des angeborenen und adaptiven Immunsystems am Beispiel einer Virusinfektion.
Zunéchst versuchen die Zellen des angeborenen Immunsystems, wie Dendritische Zellen, Makrophagen und NK-Zellen
die infizierten Korperzellen zu eliminieren. Gelingt dies nicht, setzen sie Uber die Produktion von Zytokinen und
Chemokinen die Entziindungsreaktion in Gang und aktivieren spezifische T- und B-Zellen des erworbenen
Immunsystems. B-Zellen differenzieren in Plasmazellen, die Antkorper des IgG-Typs produzieren. T-Helferzellen
aktivieren Uber Zytokinproduktion v.a. zytotoxische T-Zellen, die die infizierten Zellen spezifisch abtdéten kénnen.
Regulatorische T-Zellen tragen zur Suppression der Immunreaktion bei. Geréat diese Kaskade der verschiedenen
Funktionen auRer Kontrolle, so kann dies unter anderem zu autoimmunen Reaktionen fuihren.



1 Naturliche Killerzellen

NK-Zellen wurden das erste Mal vor mehr als 30 &ahals ,naturlich vorkommende
Tumorzell-spezifische Killerzellen® in der Maus bhseben (Kiessling, Klein et al. 1975).
NK-Zellen, die neben Monozyten, Makrophagen, Ddrsiiien Zellen und Granulozyten Teil
der angeborenen Immunitat sind, stellen groRe ¢HemuLymphozyten dar, die aus
hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark emisté@olucci, Caligiuri et al. 2003).
Sie exprimieren keinen spezifischen Rezeptor wieiid B-Lymphozyten, sondern werden
Uber eine Vielzahl an aktivierenden und inhibieemdRezeptoren reguliert. Die wichtigste
Rolle bei der Regulation von NK-Zellen spielen dienanen Leukozytenantigene der Klasse
| (HLA). Alle HLA-Gene sind in dem Haupthistokomgatitatskomplex (major
histocompatibility complexMHC) auf Chromosom 6p21.3 kodiert und kénnen weiz
Klassen eingeteilt werden. HLA-Klasse-I-Molekulgigentieren den CD8T-Lymphozyten
in Form von 8-10 Aminosauren langen Peptiden ieftalére Antigene und werden von allen
kernhaltigen  Zellen  exprimiert.  HLA-Klasse-lI-Moléle  werden  nur  von
immunregulatorischen Zellen, wie Antigen-praseetielen Zellen @ntigen presenting cell
APC), z.B. Dendritischen Zellen, Makrophagen undddlen exprimiert und prasentieren
den CD4 T-Lymphozyten 12-25 Aminosauren lange extrazelulantigene, welche zuvor
internalisiert, verdaut und auf die HLA-Klasse-lleMkile geladen wurden. Fir die
Regulation der NK-Zellen spielen nur die HLA-Kladsilolekile eine Rolle (Lanier 1998,
Moretta, Biassoni et al. 2000, Vivier and Anfos8i02). HLA-Klasse-I-Molekiile bestehen
aus einer schweren Kette mit drei extrazellularemBnen, einer Transmembranregion und
einem kurzen zytoplasmatischen Teil. Die schweréeKassoziiert nicht-kovalent m2-
Mikroglobulin (3;m). Von den klassischen HLA-Klasse-la-Molekulen, AHA, -B, und -C
sind heutzutage 649, 1029 bzw. 350 Allele bekatGT/HLA Datenbank) (Robinson,
Waller et al. 2003). Die zweite Gruppe stellen dieniger polymorphen HLA-Klasse-Ib-
Molekule HLA-E, -F und -G dar, deren Expression.ZiB HLA-G auf wenige Gewebe wie
Plazenta und Keratinozyten beschrankt ist (Yeléwarkishback et al. 1991, Ulbrecht, Maier
et al. 2004). HLA-Klasse-I-Molekile prasentierenAbwesenheit einer Infektion, also im
gesunden Normalzustand, Peptide von zelleigeneteiRem auf der Oberflache. Findet eine
virale Infektion oder eine maligne Transformationats so werden virale oder
tumorassoziierte Antigene prasentiert. Dies fuhut Aktivierung von zytotoxischen T-
Lymphozyten, die die Zelle eliminieren. Viele Turaorund Viren haben Mechanismen

entwickelt, um die Expression von HLA-Klasse-I-Mkiléen auf der Zelloberflache zu



vermindern oder vollstandig zu verhindern, wodumdie Zellen der Erkennung durch
zytotoxische T-Lymphozyten entgehen kdnnen (Nakdikptra et al. 1989, Pantel, Schlimok
et al. 1991, Alcami and Koszinowski 2000, Falk, Maat al. 2002, Seliger, Cabrera et al.
2002). Diese ,Liucke" des Immunsystems kann von NHleh geschlossen werden, da diese
gerade Zielzellen mit verminderter HLA-Klasse-I-Eagsion erkennen und lysieren kénnen,
wie durch diemissing sefHypothese beschrieben wurde. 1981 formulierte Klage beim
Verfassen seiner Dissertation diese Hypothese,he@edc 1990 zusammen mit seinem ersten
Doktoranden Hans-Gustaf Ljunggren publizierte (K&i©81, Ljunggren and Karre 1990).
Sie konnten zeigen, dass NK-Zellen alle Zielzellgsieren kdnnen, welche keine HLA-
Klasse-I-Molektle auf ihrer Oberflache exprimiergmghingegen die Expression von HLA-
Klasse-I-Molekiilen eine Resistenz gegenuber derZdllyse lieferte (Abb. 2).

Inhibition der

Self Ercennng

Uber HLA-Klasse-I-
Molekile

Aktivierung der
NK-Zelle durch

missing self Erkennung
Uber Fehlen von HLA-

1 Klasse-I-Molekulen
Lyse
Abb. 2 Aktivierung der NK-Zellen uber die  missing self-Erkennung

ytorowischen Funktion gehemm. 1t die. HLALKIasse-1Expression auf den Zieizellen verminder oder fehl Sie soger

volistandig, so werden die NK-Zellen aktiviert und lysieren die Zielzellen.
Der erste murine inhibitorische NK-Rezeptor Ly-4Ber den die NK-Zellen MHC-spezifisch
abgeschaltet werden konnen, wurde zwei Jahre nachPdstulierung demissing seH
Hypothese entdeckt (Karlhofer, Ribaudo et al. 1992)en folgenden Jahren wurden auch
humane MHC-spezifische NK-Rezeptoren entdeckt, tbelche die NK-Zellen inhibiert
werden kénnen (Moretta, Sivori et al. 1995, MoreBassoni et al. 2000). Die Signale der
inhibierenden NK-Rezeptoren stehen auf den NK-Zellemmer mit Signalen von
aktivierenden Rezeptoren in einem GleichgewichttdGdieses Gleichgewicht zu Gunsten
der aktivierenden Rezeptoren auBer Balance, so kimmnUberschuss an aktivierenden
Signalen zu einer Aktivierung der NK-Zellen fuhr@voretta, Bottino et al. 1996, Lanier
1998, Long 1999, Ravetch and Lanier 2000). Die N#leh bendtigen fur ihre volle

Funktionalitdt immer beide Arten an Rezeptoren diel Regulation der NK-Zellen wird
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hierbei sowohl vom Expressionsmuster als auch @mEkpressionsstarke der Rezeptoren
beeinflusst. Einerseits kann die NK-Zelle selbsthmektivierende als inhibierende
Rezeptoren exprimieren und so aktiviert werden eeerdeits kann aber auch die Zielzelle
mehr Liganden flr aktivierende als fur inhibiererdi€-Rezeptoren exprimieren, was dann
ebenfalls zu einer Aktivierung der NK-Zelle fuh&hp. 3).

Inhibition der
NK-Zelle

Aktivierung der
NK-Zelle, da mehr
aktivierende NK-
Rezeptoren vorhanden

Aktivierung der
NK-Zelle, da héhere
Expression aktivierender
Liganden vorhanden

Lyse

Abb. 3 Regulation der NK-Zellen durch inhibitorisch e und aktivierende NK-Rezeptoren

Vereinfachte Darstellung der Regulation von NK-Zellen. A Inhibierende (IR) und aktivierende (AR) NK-Rezeptoren stehen
miteinander in einem Gleichgewicht. Sind die Liganden fiir die inhibierenden Rezeptoren vorhanden, fihrt das zu einer
Inhibition der NK-Zelle. B Uberwiegen die aktivierenden Rezeptoren auf den NK-Zellen, so kommt es zu einer Aktivierung
der NK-Zelle und zu einer Lyse der Zielzelle. C Weisen die Zielzellen eine héhere Expression an aktivierenden als an
inhibierenden Liganden auf, so kommt es ebenfalls zu einer Aktivierung der NK-Zelle.

Neben der Zytotoxizitat wird Uber aktivierende (ARR)d inhibierende (IR) Rezeptoren auch
die zweite Effektorfunktion der NK-Zellen, die Z\iofreisetzung reguliert. NK-Zellen sind
dazu in der Lage Zytokine und Chemokine zu prodenieinsbesondere IF{-TNF-a, GM-
CSF, IL-10, RANTES, MIP-& und MIP-1B (Cooper, Fehniger et al. 2001, Robertson
2002)(M. Braun, C. Falk eigene Beobachtungen). UterFreisetzung der Zytokine und
Chemokine besitzen die NK-Zellen auch eine immuumligggrische Funktion, da sie so andere
Immunzellen, wie z.B. T-Lymphozyten, stimulieren nkén und so die gesamte

Immunreaktion in eine pro- oder anti-inflammatohisdichtung , dirigieren” kbnnen.



1.1 NK-Rezeptoren

Es gibt drei grol3e Familien an NK-Rezeptoren: diglekimmunoglobulin-ahnlichen-
Rezeptoren (KIR), die C-Typ-Lektin-Rezeptoren unde d\aturlichen-Zytotoxizitats-
Rezeptoren r{atural cytotoxicity receptorsNCR) (Lanier 1998, Moretta, Biassoni et al.
2000). Die Gene werden hauptsachlich von dem LetkozRezeptor-Komplexi€ukocyte
receptor complexLRC) auf Chromosom 19q13.4 und dem Naturlicheltekaell-Komplex
(natural killer cell complexNKC) auf Chromosom 12p13.1 kodiert. Neben diegmfien
Gruppen gibt es noch die Ig-dhnlichen Transkripiglike transcripts ILT/LIR), die

ebenfalls im LRC lokalisiert sind.

Im Vergleich zur Regulation von T- und B-Lymphoaytest die NK-Regulation viel
komplexer, da hierbei die Signale vieler Rezeptongeinander integriert werden missen. In
den folgenden Abbildungen sind die wichtigsten lidrienden (Abb. 4) und aktivierenden
(Abb. 5) NK-Rezeptoren und ihre Liganden zusammfzssge.

c2 c1 E
Liganden cw246 cw1,3,7 Bw4 A3.ALl A2,B44,G + Signalpeptid

I\
A
118

2DL1 2DL2,3 3DL1 3DL2

p58.1 p58.2 p70 p140 ILT2 CD94/NKG2A
CDi58a CD158b CD158el  CD158k LRl
CD85j
Expression NK, T NK, T NK, T NK, T NK,T,B,Monozyten NK, T
19913.4 12p13.1

Chromosom %Ig—Superfamilie —_— ——C Typ-Lektin =

Abb. 4 Schematische Darstellung der inhibierenden R ezeptoren und ihrer Liganden.

Zur KIR2/3DL-(CD158) Familie gehdren die KIR2DL-Rezeptoren, welche die beiden HLA-C-Gruppen erkennen und die
beiden KIR3DL-Rezeptoren, die Bw4- bzw. HLA-A3,A11-Molekile binden. Zur ILT-Familie gehort ILT2, dessen Spezifitat
fur HLA-G umstritten ist. Aus der C-Typ-Lektin-Familie ist das Heterodimer CD94/NKG2A als IR fur NK- und T-Zellen
bekannt, dessen Ligand HLA-E ist. In ihren langen zytoplasmatischen Doménen befinden sich die ITIM (blaue Ké&stchen),
Uber die inhibitorische Signale weitergeleitet werden.



MICA/B
Liganden Cw2 4 6 Cwl 3 7 Cw4 CD48 + S|gnalpeptld ULBP1-4
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Ig-Superfamilie C-Typ-Lektin
Adaptermolekiil H DAP12 % FcRY/CD3{ DAP12 CD37 SAP DAP12 DAP10
Abb. 5 Schematische Darstellung der aktivierenden R ezeptoren und ihrer Liganden.

Die kurzen Isoformen der KIR2/3DS-Molekiile erkennen dieselben HLA-C- und -B-Gruppen wie die langen KIR2/3DL-
Molekule. Da ihre kurzen intrazelluldren Anteile keine Signaldoménen besitzen, wird fur die positive Signaltransduktion die
Hilfe von ITAM (gelbe Késtchen)-tragenden Adaptermolekilen wie CD3( benétigt. CD94 bindet neben dem inhibierenden
NKG2A auch den aktivierenden NKG2C-Rezeptor, der ebenso an HLA-E bindet. NKG2D signalisiert iber DAP10 (PI3K
Bindungsstelle, orangene K&stchen), bindet MICA/B und ULBP1-4 und fungiert als Korezeptor fiir CD8" T-Lymphozyten.
Der Korezeptor 2B4 erkennt den hamatopoetischen Zellmarker CD48 und signalisiert Gber den SAP-PI3K-Weg. Fur die
NKp der NCR-Familie sind bislang keine Liganden bekannt.

Die Familie der KIR-Rezeptoren besteht aus 16 Gemebei zwei davon Pseudogene
(KIR2DP1 und KIR3DP1) darstellen und nicht exprimiererden. Die KIR-Gene kdnnen
neben den NK-Zellen auch vo T-Lymphozyten und einer kleinen Subpopulation von
CD8" und CD4 T-Lymphozyten exprimiert werden. KIR sind Typ-lafrsmembran-
Glykoproteine mit zwei (KIR2poder drei (KIR3D immunglobulin-ahnlichen Doméanen. Die
zytoplasmatische Region der Rezeptoren variiedlen Lange: einige Rezeptoren besitzen
lange (L,long), andere kurze (Sshor) zytoplasmatische Doméanen. Die KIR mit langem
zytoplasmatischen Teil (KIR2/3DL besitzen dort eine oder zwei inhibierende ITIM
(immunoreceptor tyrosin-based inhibitory mofggionen, welche durch src-Kinasen (syk
und fyn) phosphoryliert werden. Dadurch kommt eseimer Rekrutierung von SHP1- und
SHP2-Phosphatasen, die dann durch die Dephospdronyty der beteiligten Signalmolekile
zur Abschaltung der Effektorfunktionen fuhren (Miae Mingari et al. 1996, Long 1999,
Blery, Olcese et al. 2000, Lanier 2003). Die KIRtkurzem zytoplasmatischen Teil
(KIR2/3DS) besitzen in ihrer Transmembranregion positiveadgghe Aminosauren, an die
Adaptermolekule mit aktivierenden ITAMnimunoreceptor tyrosin-based activating mgtifs
Doméanen binden kdonnen. Die Adaptermolekile fuhnen rur Transduktion von positiven

Signalen, welche die Effektorfunktionen der NK-2elbktivieren. Die extrazellularen



Doméanen der langen bzw. der kurzen Isoformen voR2KIL/S1, KIR2DL/S2,3 und
KIR3DL/S1 sind identisch, weshalb beim Nachweisdan Zelloberflache mit spezifischen
Antikérpern zwischen den aktivierenden und inhideten Formen nicht unterschieden

werden kann.

Der KIR-Genlokus kann in zwei Haupt-Haplotypen, #duB, eingeteilt werden, wobei die so
genannten ,Framework® KIR-Gene (3DL3, 3DP1, 2DL4duBDL2) bei jedem Haplotyp
vorhanden sind. Die Einteilung in die zwei Gruppemund B folgt hauptsachlich Uber das
Vorhandensein oder das Fehlen von aktivierenden G#Ren. Haplotyp A beinhaltet sechs
inhibierende KIR-Gene (2DL1, 2DL3, 2DL4, 3DL1, 3DL@nd 3DL3) und nur ein
aktivierendes KIR-Gen (KIR2DS4). Das KIR2DS4 Gemikaine Deletion aufweisen und
kann dann nicht exprimiert werden. Dieser Nullalgplotyp enthalt also gar keinen
aktivierenden KIR und wird als A bezeichnet. Haplotyp B ist sehr variabel und kaime
Vielzahl an Kombinationen aus aktivierenden undhbm@renden KIR-Genen beinhalten. Die
Liganden der KIR stellen die klassischen HLA-KlatséViolekille HLA-A, -B und -C dar.
Die bedeutendste Rolle spielen hierbei die HLA-Clékdle, deren zwei Allelgruppen (C1
und C2) sich in deml-Doméane durch den Austausch von zwei Aminosaurenden
Positionen 77 und 80 unterscheiden (Ciccone, Pehdé 1992, Biassoni, Falco et al. 1995,
Winter, Gumperz et al. 1998, Colonna, Moretta e2@8D0, Natarajan, Dimasi et al. 2002).
Die C1-Gruppe besitzt an Position 77 ein Serin amdPosition 80 ein Asparagin und umfasst
die HLA-Cwl, -Cw3, -Cw7, -Cw8, -Cw12, -Cwl4 und -Cév Allele. Die Allele der C2-
Gruppe besitzen an Position 77 ein Asparagin un@a@sition 80 ein Lysin und beinhalten
HLA-Cw2, -Cw4, -Cw5, -Cw6, -Cwl5 und —Cw17. Die Amosdurepostitionen 77 und 80
der HLA-C-Molekile und die Aminosaureposition 44r d€lR (Lysin oder Methionin)
entscheiden Uber die Spezifitdt der Bindung undlestesicher, dass jeder KIR seinen
spezifischen Liganden binden kann (Abb. 6). Andé€ife-Molekile wie KIR3DL1 besitzen
z.B. das HLA-Bw4-Supraepitop als Ligand, das beis€®6 der HLA-B-Allele vorhanden ist.
HLA-Bw4 unterscheidet sich von HLA-Bw6 zwischen Rios 76 und 83 denl-Doméne
ebenfalls in der Aminosduresequenz. Nachdem dierazsitularen Domanen der
inhibitorischen und aktivierenden KIR denselben lfauf besitzen, ist die Ligandenspezifitat
nahezu identisch, wobei Ausnahmen beschrieben(Siavart, Laugier-Anfossi et al. 2005).
Die inhibitorischen KIR binden ihre HLA-Klasse-laganden jedoch mit einer wesentlich

hoheren Affinitat als die entsprechenden aktividesnKIR (Saulquin, Gastinel et al. 2003).



inh. KIR2DL2,3 inh. KIR2DL1

akt. KIR2DS2,3 akt. KIR2DS1
\ Fe ¥ N P s
h \{;C’ .:'_,, ||| === _CC'\\ Ser 184 _.'I _F_G_
AN M st Glu 187

MET 44
HLA-Cw “ 2l HLA-cw
Gruppe C1 J Gruppe C2
_ __d
Abb. 6 Dimorphismus in  al-Doméane der HLA-C Molekiile entscheidet tiber KIR-Bi  ndung

HLA-C-Molekule besitzen in ihrer al-Doméne ein Asparagin oder ein Lysin an Position 80. Diese Aminosaure entscheidet
in Kombination mit der Aminosaure an Position 44 der KIR-Molekiile (Methionin oder Lysin) ber die Interaktion der
Rezeptoren mit ihren Liganden. Die inhibierenden KIR2DL2 und KIR2DL3 binden mit hoherer Affinitat als ihre
aktivierenden Isoformen (KIR2DS2 und KIR2DS3) an die HLA-Cw C1-Gruppe. Die inhibierenden KIR2DL1 bindet mit
héherer Affinitat als die aktivierende Isoform KIR2DS1 an die HLA-Cw C2-Gruppe. Adaptiert nach Boyington et al.
(Boyington and Sun 2002)

In der Gruppe der C-Typ-Lektin-Rezeptoren befindgoh ebenfalls aktivierende und
inhibierende Rezeptoren. Das Heterodimer CD94/NKG2tllt den inhibitorischen
Rezeptorkomplex dar, wobei CD94 das nicht-klassiddiM C-Klasse-Ib-Molekil HLA-E als
Liganden erkennt und NKG2A Uber seine zytoplasmlaés Domanenstruktur das
inhibitorische Signal vermittelt. Das aktivierendgeterodimer CD94/NKG2C erkennt
ebenfalls das nicht-klassische HLA-E-Molekl (Laze€Chang et al. 1996, Braud, Allan et al.
1998, Lopez-Botet, Llano et al. 2000). NKG2C untbesdet sich wie die KIR von der
inhibitorischen Isoform NKG2A nur in der zytoplastsahen Domane, welche keine ITIM-
Sequenzen enthalt. NKG2C bindet mit seiner positéminosaure in der TM-Region an das
Adaptermolekil DAP12, welches die positive Signakae initiiert. Ein weiterer Vertreter
der C-Typ-Lektin-Familie stellt das aktivierende riledimer NKG2D dar, das die MHC-
Klasse-l-ahnlichen Molekile MICA, MICB und ULBP1-4etinoic acid early transcript
RAET1I/N/H/E) binden kann und Uber das AdaptermoldRAP10 die Effektorfunktionen
aktiviert (Vivier, Tomasello et al. 2002, Cerwenliad Lanier 2003, Raulet 2003, Lanier
2005). NKG2D wird neben NK-Zellen auch auf CD8&B" und yd" T-Lymphozyten
exprimiert. Auf NK-Zellen stellt NKG2D einen unabigigen aktivierenden Rezeptor dar, auf
T-Lymphozyten scheint er jedoch nur kostimulatdresd=ahigkeiten zu besitzen und ist
alleine nicht dazu in der Lage die Zellen zu aktign (Groh, Rhinehart et al. 2001, Ho,
Carayannopoulos et al. 2002, Billadeau, Upshaw. &083, Zompi, Hamerman et al. 2003,
von Geldern, Simm et al. 2006). In dieser Arbeitraeu die Funktionalitat von NKG2D
anhand des Liganden ULBP4 (RAET1E) untersucht. ULBBhOrt zur Familie der UL-16
Bindeproteine, welche urspringlich durch die Iritéoa von ULBP1 und ULBP2 mit dem



UL-16 Glykoprotein des humanen Cytomegalie-Virus ClV) identifiziert wurden
(Cosman, Mullberg et al. 2001). ULBP-Molekile besit eine HLA-Klasse-I-&hnliche1l-
und o2-Doméane, aber keinea3-Domane und ULBP1-3 sind dber einen
Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker in der Ménman verankert. ULBP4 dagegen
besitzt einen TM-Teil und wird vor allem in der Haxprimiert (Chalupny, Sutherland et al.
2003), weshalb es in dieser Arbeit anfanglich fig dntersuchung von Hautgewebe der
Psoriasis-Patienten gedacht war und spater als tziigekar NKG2D-Stimulus fir

Funktionsanalysen von NK-Zellen eingesetzt wurde.

Die dritte Gruppe der NK-Rezeptoren stellt die Hamder Natirlichen-Zytotoxizitats-
Rezeptoren (NCR) dar (Moretta, Bottino et al. 20®dglche wie die KIR zur Ig-Superfamilie
gehdren und die Rezeptoren NKp46, NKp30 und NKp#dlagsen. Diese Rezeptoren stellen
im Gegensatz zu den KIR- und C-Typ-Lektin-Rezeptodee einzig wirklichen NK-Zell-
spezifischen Rezeptoren dar. NKp46 und NKp30 weragnallen NK-Zellen konstitutiv,
NKp44 dagegen nur nach Aktivierung exprimiert (\&taBottino et al. 1998). Die humanen
Liganden dieser Rezeptoren sind noch nicht bekaaldr einige virale Liganden wurden
bereits identifiziert (Arnon, Lev et al. 2001, Mahdoim, Lieberman et al. 2001). Die
Beteiligung der NCR an der NK-Zell-vermittelten ggaxizitat konnte durch Blockierung der
Rezeptoren nachgewiesen werden. Die Expressiokestan NKp46 korreliert direkt mit der
Starke der Zytotoxizitdt. Die Signaltransduktiorfolgt hierbei tber die Adaptermolekile
DAP12 bzw. CD3, die ITAM-Domanen besitzen. Durch die Phosphorylig der
Tyrosinreste von Tyrosinkinasen der ZAP70/Syk-Familird dann die Signalkaskade
initiiert.

Neben diesen drei groRen Rezeptorgruppen gibt eb e Gruppe der Ig-ahnlichen
Transkripte Ig-like transcripts ILT/LIR, CD85), zu denen der inhibitorischer Rpizs ILT2
(LIR-1) gehort. ILT2 scheint unter anderem das HKksse-Ib-Molekiul HLA-G zu
erkennen (Fanger, Cosman et al. 1998, Lopez-Bbi@tarro et al. 1999, Hofmeister and
Weiss 2003). ILT2 kann neben NK-Zellen auch auf cham T-Zellen, B-Zellen und

Monozyten exprimiert sein.

Einen weiteren aktivierenden Rezeptor stellt derdpeor 2B4 (CD244) dar, welcher zur
CD2/CD150-Familie zahlt und als Korezeptor fur NKduT-Zellen identifiziert wurde. Er

erkennt CD48 und besitzt zwei Ig-&hnliche Domé&nad ginen langen zytoplasmatischen
Teil. Der grof3e Unterschied zu den anderen akéwéen Rezeptoren stellt hier die

Signaltransduktion Uber das Adaptermolekil SAP ded Phosphatidylinositol-3-Kinase



(PI3K)-Weg dar. Zudem wird 2B4 auf Chromosom 1pb8likrt, und nicht wie die bisher
erwéahnten Rezeptoren im NKC auf Chromosom 12pX3-Typ-Lektin-Familie) (Yokoyama
and Plougastel 2003) oder dem LRC (KIR-und ILT-Hapiauf Chromosom 19q13.4
(Young, Canavez et al. 2001, Martin, Kulski et2402).

1.2 NK-Zell-Subpopulationen

NK-Zellen stellen etwa 5-10 % der humanen Lympheaytlar. Phanotypisch werden sie
durch die Expression von CD56 und das Fehlen de3-iKiinplexes (CDg-0,-€) definiert
(Robertson and Ritz 1990). Die CD&ette hingegen kann als Signal-Adapter bei einigen
NK-Rezeptoren fungieren (Abb. 5, aktivierende NKzBgtoren). CD56 ist eine Isoform des
neuralen Zelladhasionsmolekiilse(ral-cell adhesion molecyl&CAM), dessen Funktion
auf NK-Zellen nicht eindeutig definiert ist. Einigehr frihe Studien vermuteten die CD56-
vermittelte Interaktion von NK-Zellen mit ihren Zzellen (Nitta, Yagita et al. 1989, Suzuki,
Suzuki et al. 1991). Aufgrund der Expressionsdialtie CD56 kénnen NK-Zellen jedoch in
zwei Subpopulationen eingeteilt werden, die siclchaun der Expression weiterer
Oberflachenmarker unterscheiden (Abb. 7). Die Meltrg90 %) der peripheren NK-Zellen
exprimiert CD56 in geringer und CD16 in hoher Dihtnd stellt die ,CD58™
Subpopulation dar. Die restlichen NK-Zellerl 0 %) exprimieren CD56 in sehr hoher Dichte
und sind meistens CD16 negativ (,CO%5" Subpopulation). CD16 ist der niedrig affine
Fcy-Rezeptor Il (FgRII) und stellt auf NK-Zellen einen bedeutendentiakrenden
Rezeptor dar. Uber CD16 binden NK-Zellen an denTé&it-von IgG, das an Zielzellen
gebunden ist. CD16 vermittelt Uber ITAM-Regionesamierter Untereinheiten, wie CD3
die Lyse der IgG-markierten Zielzelle, was als lainperabhangige zellulare Zytotoxizitat der
NK-Zellen @ntibody-dependent cellular cytotoxiGigfDCC) beschrieben ist (Leibson 1997).
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Abb. 7 NK-Zell-Subpopulationen

90% der peripheren NK-Zellen exprimieren CD56"™ und 10 % exprimieren CD56""". Die CD56°™ NK-Zellen weisen eine
hohe Expression an CD16 (Fcy-Rezeptor I11) und KIR auf und exprimieren CD94/NKG2A schwécher als die CD56”"™ NK-
Zellen. Diese exprimieren meistens kein CD16. CD56°" NK-Zellen sind immer KIR-negativ, zeigen aber eine hohe
CD94/NKG2A-Expression. NKG2D und NKp46 werden von allen NK-Zellen exgrimiert. Zudem zeigen die NK-
Subpopulationen eine unterschiedliche Expression an Chemokinrezeptoren (CD56™™: u.a. CCR5, CCR7, CXCR3/
CD56°™ u.a. CXCRL, CX;CR1).

Auch die unter 1.1 beschriebenen inhibierenden akttvierenden NK-Rezeptoren zeigen
unterschiedliche Expression auf den NK-Subpoputatio (Colonna, Navarro et al. 1997,
Voss, Daley et al. 1998, Andre, Spertini et al. ®OCD56™ NK-Zellen weisen eine hohe
KIR-Expression auf und zeigen ein moderates Exjmessiveau von NKG2A. CD38
NK-Zellen sind hingegen KIR-negativ und exprimierBliKG2A sehr stark. Beide NK-
Subpopulationen exprimieren NKG2D und NKp46. CP88 NK-Zellen exprimieren
konsitutiv den hoch affinen Rezeptorkomplex furd(€D25/CD122) (Caligiuri, Zmuidzinas
et al. 1990, Nagler, Lanier et al. 1990), wodurd»56° "™ NK-Zellen nach einer Stimulation
mit IL-2 starker proliferieren. Neben der unterschichen Rezeptorexpression weisen die
Subpopulationen auch unterschiedliche Effektorfiomdn auf. Erste Studien zeigten, dass
die CD56™ NK-Zellen die vorwiegend zytotoxische Subpopulatiarstellen und CD3E"™
NK-Zellen dagegen in der Lage sind, hohe Zytokingsenfreizusetzen (Nagler, Lanier et al.
1989). CD58™ NK-Zellen besitzen aufgrund der hohen CD16-Expoessine hohere
ADCC-AKktivitat (Nagler, Lanier et al. 1989) und deohe Gehalt an lytischen Granula tragt
ebenfalls zu einem erhéhtem zytotoxischen Potehgal CD56"™ NK-Zellen zeigen nach
einer Stimulation mit IL-2 oder IL-12 jedoch dieegihe zytotoxische Aktivitat (Caligiuri,
Zmuidzinas et al. 1990, Nagler, Lanier et al. 19R0bertson, Soiffer et al. 1992). Auch in
unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, daf56t™ NK-Zellen ebenfalls
zytotoxisch gegenuber HLA-Klasse-l-negativen Zikére reagieren. Die zytotoxischen
Effektormechanismen von NK-Zellen zeichnen sichcbuilie Polarisation lytischer Granula
zu der Kontaktstelle mit der Zielzelle aus, wondahZytotoxine, Perforin und Granzym A/B



ausgeschiuttet werden und in der Zielzelle zu Apptidihren. Dieser Vorgang ist mit der
Fusion der Vesikel- und der Zellmembran verbund@aher lassen sich degranulierende
(zytotoxische) NK-Zellen durch die transiente Anemseit des Granula-Markers LAMP-1
(CD107a) durchflusszytometrisch identifizieren (Al®). Die Kombination des CD107a-
Markers mit CD16, CD56 und CB3(Ausschluss der T-Zellen) erlaubt eine kombinierte

Analyse von Phanotyp und Funktion, die in diesdyeitreinen zentralen Aspekt darstellt.
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Abb. 8 Degranulation von NK-Zellen und Detektion de s CD107a-Molekiils

Nach der Erkennung einer HLA-Klasse-I-negativen Zielzelle (Tumorzelle) polarisieren sich die lytischen Granula der NK-

Zellen, welche Perforin und Granzyme enthalten, an der Kontaktstelle und fusionieren mit der Zellmembran. Dabei

gelangt der LAMP-1 (CD107a) transient auf die Zelloberflache, wo er durchflusszytometrisch nachgewiesen werden kann.

Die daraus resultierende Fluoreszenzintensitat ist proportional zum Ausmafll der Degranulation und kann auf

Einzelzellniveau nachgewiesen werden.
CD56""9" NK-Zellen produzieren im Gegensatz zu den Ct¥5Bellen Zytokine wie IFNy,
TNF-q, IL-10, IL-13 und GM-CSF (Cooper, Fehniger et2001). Neuere Studien und Daten
unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass das Zytokin@perder NK-Zellen noch erweitert
werden kann und dass prinzipiell alle NK-Zellen maStimulation mit HLA-Klasse-I-
negativen Zielzellen oder Uber Zytokine, wie ILI&duL15, dazu in der Lage sind, Zytokine
zu produzieren. Die Rollenverteilung zwischen défBubpopulationen kann deshalb nicht
mehr so klar definiert werden. Aus diesem Grundderrdie NK-Subpopulationen deshalb
nun als ,zielzell-sensitiver” und ,.zytokin-senseiV bezeichnet (Anfossi, Andre et al. 2006).
In jungster Zeit wurde eine neue, in Tonsillen (delm) lokalisierte NK-Population (NK-22)
identifiziert, die die immunregulatorischen Zyto&imnvie LIF, IL-22 und IL-26 produzieren
(M. Colonna, NK-Meeting, Bad Herrenalb 2008). Di¢¥astizitat der NK-Zellen beziglich
ihrer Zytokinproduktion bietet die Grundlage firediNeubewertung ihrer Rolle in

Autoimmunitat und Tumorbek&mpfung. Die zwei NK-Z8libpopulationen unterscheiden



sich auRerdem in der Expression von Chemokinrermaptavelche fur die Wanderung der
NK-Zellen verantwortlich sind. Neben der hohen Egsion von CXCR3, dem Rezeptor fur
CXCL10 (IP-10, IFN-induzierbares Protein) exprimieren CD%8' NK-Zellen
interessanterweise CCR7, den Rezeptor fur CCL7 BB)Pwelcher normalerweise die
Rekrutierung von aktivierten T-Lymphozyten in se#tare lymphoide Organe
(Lymphknoten) vermittelt. Zusammen mit der hohenptession des Adhesionsmolekiils
CD62L (L-Selektin) kdonnte CCR7 die Rekrutierung v@D56"" NK-Zellen in die
Lymphorgane bewirken. Es wurde bereits beobaclo@$s diese NK-Zell-Subpopulation
préaferentiell in nicht-reaktiven Lymphknoten zuden ist (Fehniger, Cooper et al. 2002). Des
Weiteren exprimieren CD5&™ NK-Zellen CCR5, den Rezeptor fir CCL3 (MIR3L CCL4
(MIP-1B) und CCL5 (RANTES). CD58" NK-Zellen exprimieren unter anderem CXCR1,
den Rezeptor fir CXCL8 (IL-8) und GKER1, den Rezeptor fur CX3CL1 (Fraktalkin). Die
Untersuchungen beziiglich der CCR- und CXCR-Expoesauf NK-Zellen missen jedoch
immer kritisch betrachtet werden, da die ExpressienRezeptoren zum Beispiel stark vom
Aktivierungszustand der Zellen abhangt (Robertsd®22. Die unterschiedliche Expression
der Rezeptorexpression fuhrt unter anderem auch eauoer unterschiedlichen
Gewebeverteilung der zwei NK-Zell-Subpopulation8ea. konnte schon eine Anreicherung
der CD56"" NK-Zellen in der Synovialfliissigkeit von entziindet®elenken und in nicht-
reaktiven Lymphknoten beobachtet werden (Dalbeth@allan 2002, Fehniger, Cooper et al.
2002). Zudem ist die CD8E™ NK-Zellpopulation teilweise in einige Tumoren, vae. dem

Nierenzellkarzinom, verstarkt zu finden (Schleyp@aur et al. 2006).



2 NK-Zellen und Autoimmunitét

Zytokine spielen bei der Entwicklung von Immunzellebei der Regulation von
Immunprozessen und bei der Regulation von Effeutdtionen der Immunzellen eine grof3e
Rolle. Es existieren viele Studien Uber die Rolen \Zytokinen bei der Entstehung und
Aufrechterhaltung von Autoimmunkrankheiten, wob& sowohl proinflammatorisch als
auch immunsuppressiv wirken kénnen und in kompleXetzewerken miteinander in Bezug
stehen. Da NK-Zellen neben vielen anderen Immuezeluch dazu in der Lage sind,
Zytokine zu produzieren und ihre Rolle diesbezigiit Autoimmunkrankheiten noch nicht
definiert ist, wurde der Fokus in dieser Arbeit didsen Aspekt gelegt. Anfangs wurden die
NK-Zellen ausschliellich als Teil der angeborenamunitat angesehen, welche einen der
ersten Abwehrmechanismen gegen Infektionen dardtgiektionen spielen jedoch auch eine
wichtige Rolle bei der Entstehung von Autoimmunarkungen und so kann dber die
Aktivierung von Zellen des angeborenen Immunsystebenfalls das adaptive Immunsystem
in Richtung Autoimmunitat beeinflusst werden (Feaamd Locksley 1996, Shi, Ljunggren et
al. 2001, McClain, Heinlen et al. 2005, Pulendrad Ahmed 2006). Es ist schwierig, diese
Interaktionsprozesse genau zu untersuchen, da mszunaunmdglich ist, Individuen zu
identifizieren, die sich gerade in der Induktionsgd einer Autoimmunkrankheit befinden, die
maoglicherweise der angeborenen Immunitat bei elnégktion entspricht (Abb. 1). NK-
Zellen kénnen einerseits direkten Kontakt mit Déislthen Zellen eingehen, was dabei zu
einer gegenseitigen Aktivierung fuhren kann (Gerd&adani-Guerra et al. 2002, Piccioli,
Sbrana et al. 2002). Andererseits sind sie aucln dazder Lage, Dendritische Zellen zu
lysieren (Shah, Gilbertson et al. 1985), wodurah Aktivierung von autoreaktiven T-Zellen
durch die Selbst-Antigen-Prasentation und die Ehtgtg von autoimmunen Prozessen
verhindert werden konnte. Dariiber hinaus wurde igezeass NK-Zellen die Proliferation
und Aktivierung von B-Zellen beeinflussen kdnnennfita, Shanahan et al. 1987, Blanca,
Bere et al. 2001). Dadurch kann die Stimulation Aetoantikdrperproduktion als Teil der
autoimmunen Reaktion angeregt werden (Shi, Wangl.eR000). Andererseits wurde in
Mausmodellen gezeigt, dass das Fehlen von NK-Zetdnschweren Verlaufsformen von
experimenteller autoimmuner Encephalomyelitis un®4C T-Zell-vermittelter Kolitis
ulcerosa (Morbus Crohn) korreliert werden kann.sDi@sst vermuten, dass NK-Zellen in
diesem Kontext die Proliferation und Zytokinprodokt der autoreaktiven T-Zellen
inhibieren (Zhang, Yamamura et al. 1997, Fort, beat al. 1998). In einem IL18
Mausmodell fir Myasthenia gravis (schwere autoimeniuskelschwache) wurde hingegen



publiziert, dass eine erniedrigte NK-Zell-Frequelirz Entwicklung von f1-Zellen und somit
die autoimmune Antikorper-Antwort stéren kann (Sfakeda et al. 2000). Interessanterweise
konnte in diesem Modell der NK-Zelleffekt nur in rdénitiationsphase der Krankheit
beobachtet werden, hatte zu einem spateren Zeitpdek Krankheit jedoch keine
Auswirkungen mehr. Diese differentielle Rolle vo{¥ellen in der Induktions- versus der
Effektorphase der Immunantwort konnte auch an weggenen Tumormodellen beobachtet
werden (Adam, King et al. 2005), wodurch der ,dergnde” Charakter der NK-Zellfunktion
zu Beginn einer Immunreaktion verdeutlicht wirdn Eveiteres Mausmodell bestatigte, dass
eine Expansion der NK-Zellen zu Beginn einer Autmiomkrankheit stattfindet, zu einem
spateren Zeitpunkt aber eine Degeneration der NkeiZeu beobachten ist (Liu, Van Kaer et
al. 2006). Die NK-Zellen kdnnten also am Anfangatudie Aktivierung von autoreaktiven
T-Zellen zur Etablierung der Autoimmunreaktion whanit der Erkrankung beitragen. Nach
der Initiation der autoimmunen Reaktion konnte diasnunsystem entweder durch die
Verringerung der NK-Zellen oder durch die Anderuihger Aktivitat eine fortlaufende
positive Ruckkopplung der Aktivierungsschlaufe wedern und so einen Mechanismus
besitzen, um ausufernde autoimmune Prozesse urietrdle zu halten. Bei einigen
Autoimmunkrankheiten wurde bereits eine verringeN&-Frequenz in der Peripherie
detektiert, darunter auch bei Psoriasis vulgareni€ron, Kirby et al. 2003) und bei juveniler
Rheumatoider Arthritis (Wouters, Ceuppens et al220Es ist aber noch nicht geklart, ob die
verringerte NK-Frequenz im Zuge der Erkrankung imdr Behandlung entsteht oder ob sie
direkt an der Entstehung beteiligt ist. Bei Mulépl Sklerose konnte jedoch ein
Zusammenhang mit der NK-Frequenz und den SchuberKidmkheit beobachtet werden
(Munschauer, Hartrich et al. 1995, Kastrukoff, Mamget al. 1998), was hier wiederum eine
direkte immunregulatorische Beteiligung der NK-2ellam Krankheitsverlauf vermuten
lasst. In den meisten dieser humanen Studien wjedteh ausschlie3lich die Frequenz der
peripheren NK-Zellen untersucht, von welcher maeraticht auf die Anzahl der NK-Zellen
in den Zielorganen schlieBen kann. Im Vergleichseiwen der humanen Situation und den
Mausmodellen ist es wichtig zu erwéhnen, dass dieRr@enlokus nur in Primaten vorkommt
und die NK-Zellen der Maus ausschliel3lich Uber deyp-Lektin-Rezeptor-Komplex
reguliert sind. Diese, im Vergleich mit der hohenonkblogie aller anderen
Immunkomponenten, ungewdhnliche Diskrepanz erschwesatzlich die Ubertragbarkeit
muriner Autoimmun-Modelle bezuglich des NK-Zellakige auf den Menschen. Bei
Autoimmunkrankheiten spielen die KIR NK-Rezeptowen ihre Liganden, die HLA-Klasse-

I-Molekule, eine wichtige Rolle. Die Expression dadivierenden KIR2DS2 korreliert z.B.



mit einem erhdhten Risiko fir Rheumatoide VaskalifFen, Moore et al. 2001). Die
Kombination des aktivierenden KIR2DS1 (und/ odeRRDS2) mit einem homozygoten
HLA-C Phéanotyp scheint das Entstehen von Psoriasikritis zu beglnstigen (Nelson,
Martin et al. 2004). Dies kdnnte an einer verringernhibition der NK-Zellen liegen, da bei
Individuen mit homozygotem HLA-C2-Phanotyp die Lagen fur die inhibierenden
KIR2DL2/3 Rezeptoren fehlen und bei Individuen rhidmozygotem HLA-C1-Phénotyp
entsprechend der Ligand fur den inhibierenden KIRRRezeptor fehlt (Vgl. Abb. 6 und
Abb. 9).

heterozygot C1/C2
Inhibition der
NK-Zelle

homozygot C2/C2
Aktivierung der
NK-Zelle

Lyse
Zytokinfreisetzung

Abb. 9 Kombination an HLA- und KIR-Molekilen beeinf  lussen autoimmune Prozesse
Bei Individuen, die HLA-C Molekiile der C1- und C2-Gruppe exprimieren, werden NK-Zellen, welche KIR2DL2 und/oder
KIR2DL3 exprimieren durch die Bindung des Liganden HLA-C1 inhibiert (A). Einem Individuum, das homozygot firdie
HLA-C C2-Gruppe ist, fehlt der Ligand fur diese inhibierenden NK-Rezeptoren (B). In diesem Kontext kann es zur
Aktivierung der NK-Zelle kommen, welche dann an autoimmunen Prozessen beteiligt sein kann.

Es wurde bereits in Studien mit peripherem Bluteigiz dass KIR im autoimmunen Kontext
auch als kostimulatorische Molekile auf T-Zelleprxiert sein kénnen. So wurden unter
anderem bei Rheumatoiden Arthritis-Patienten TIBRSKIR® T-Zellen entdeckt

(Warrington, Takemura et al. 2001). Es ist alsehhainklar, ob die KIR-Expression
kostimulatorisch auf autoreaktiven T-Zellen wirkdev ob die Aktivierung der NK-Zellen

selbst zu den autoimmunen Prozessen beitragt. Qbsuwolge widersprichliche Ergebnisse
vorliegen, ist es inzwischen im immunologischendBdr unumstritten, dass NK-Zellen zur
Regulation autoimmuner Prozesse beitragen. AuieSrund sollte in dieser Arbeit die
Rolle der NK-Zellen im Kontext autoimmuner Gelerdt@nkungen detailliert in Bezug auf

ihren Phanotyp und ihre Funktion untersucht werden.



3 Autoimmune und nicht-autoimmune Gelenkerkrankunge n

Fur die Untersuchung der NK-Zellen im autoimmuneontext wurden in dieser Arbeit
autoimmune mit nicht-autoimmunen Gelenkerkrankungenglichen. Die autoimmunen
Gelenkerkrankungen wurden aufgrund ihrer starketziErdungsreaktionen hier vereinfacht
als Arthritiden zusammengefasst. Medizinisch gesehsezeichnet ,Arthritis“ eine
Gelenkentziindung im Allgemeinen. Das Kontrollkoliekstellten Arthrose-Patienten dar
(Gonarthrosen: Arthrosen des Kniegelenks), welcleendn autoimmunen Hintergrund
besitzen. Das Arthritis-Patientenkollektiv bestdradiptsdchlich aus Rheumatoiden Arthritis-
Patienten. Zudem enthielt das Kollektiv funf Patignmit einer undifferenzierten Poly- bzw.
Oligoarthritis und funf Patienten mit nicht eindiguizuzuordnenden Diagnosen, d.h. bei
diesen Patienten war unklar, ob sie Uberhaupt eagmimmunen Kontext besitzen. Zu dem
Kollektiv der Arthritiden gehorten auch zwei Patiem mit Reaktiver Arthritis (Arthritis nach
einer bakteriellen oder viralen Infektion) und dveeitere stark entztndliche, aber nicht-
autoimmune Erkrankungen: die Lyme-Arthritis (Gelentziindung nach Infektion mit dem
Bakterium Borrelia burgdorfer), die aktivierte Arthrose (Entzindung des Geleal$ der
Grundlage einer Arthrose) und die Arthritis uric&ight, Stoffwechselkrankheit mit
Ablagerung von Harnsaurekristallen in Gelenken).

3.1 Arthrose

Arthrose ist eine rein degenerative nicht-autoimen@elenkerkrankung, die mit dem Abbau
des Knorpels- bzw. sogar des Knochengewebes imnielahergeht. In Deutschland leiden
ca. 8 % der Uber 50-Jahrigen an symptomatischenrdge, wobei haufig Kniegelenke
betroffen sind. Arthrosen stellen einen Gelenkvdes8 dar, der durch ein Missverhéltnis
zwischen Belastung und Belastbarkeit entsteht, daB. durch Fehlstellungen,
Gelenktraumata oder Alterungsprozesse verursactd. vidunéchst ist der Knorpel vom
Verschleil3 betroffen, es kdnnen jedoch auch Ver&mden des Knochens auftreten, welche
zur Bildung von Gerdllzysten (Flussigkeitsgefulltedohlraumen im Knochen) und
Osteophyten (Bildung von unstrukturierten Knochespaingen am Gelenk) fuhren kénnen.
Arthrosen werden rein medizinisch gesehen nichEatgiindungen betrachtet. Immunlogisch
gesehen findet jedoch tatsachlich eine Entzindtaty svenn auch eine schwache, da in der
Synovialflissigkeit ein Infiltrat an Immunzellen niegt und proinflammatorische Zytokine

produziert werden. Es ist derzeit leider nicht nadgl diese leichte immunologische



Entztindung von einem vollkommen gesunden Kniegetenknterscheiden, da von gesunden
Spendern unter keinen Umstanden Synovialflissighg#itommen werden kann.

3.2 Rheumatoide Arthritis

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisc®lyarthritis, die etwa 1 % der
Bevolkerung betrifft und in der Regel einen schuivi@en Verlauf zeigt. Die RA flhrt zur
Schadigung der synovialen Membran, des KnorpelsdaésdKnochens in den Gelenken (Abb.
10), bei 15 % der Patienten kann sich die Entzigsi@aktion jedoch auch auf3erhalb der
Gelenke manifestieren (Turesson, O'Fallon et a)32080 % der Patienten sind seropositiv
fur die sogenannten Rheumafaktoren, welche Antéorplarstellen, die an die
Immunglobulin-Fc-Fragmente von IgG-Antikérpern bémdkonnen (Franklin, Holman et al.
1957, Zvaifler 1973). Neben diesen Rheumafaktoreten aber noch weitere von B- oder T-
Zellen erkannte Autoantigene und Autoantikdrper R& auf (Schellekens, de Jong et al.
1998, Smolen and Steiner 2001, Fritsch, Eselbocikl.e2002). Dieser Befund machte die
Rheumatoide Arthritis zu einer Erkrankung mit aotwiunem Kontext, an deren Entstehung
autoreaktive Antikorper beteiligt sind. Die RA midem stark mit dem Vorhandensein einer
bestimmten Region in d@rKettenregion (DRB) der HLA-DR-Molekllen assozii@depom,
Byers et al. 1989). Neben dieser genetischen Koemen wurden schon frih die
Zytokinnetzwerke bei RA untersucht und heute wei8nmdass Zytokine direkt an den
Immunprozessen zur Entstehung der RA beteiligt sfMtinnes and Schett 2007).
Anfanglich wurde die Rheumatoide Arthritis als eifigl-vermittelte Krankheit angesehen,
die vorwiegend durch eine T-Zellpopulation y{FZellen) angetrieben wird, welche
proinflammatorische Zytokine wie IFMund TNFa produziert (Schulze-Koops and Kalden
2001). Neuere Untersuchungen stellen jedoch dimimente Rolle der J17-Zellen an der
Entstehung von RA heraus, welche mitliZellen verwandt sind, als Leitzytokin jedoch IL-
17 produzieren (Chabaud, Durand et al. 1999, LubpKoenders et al. 2005). Diese IL-17-
Produktion st6l3t nach der derzeitigen Vorstellumg e€lominoartige Kettenreaktion aus der
Aktivierung von T-Zellen und Monozyten/Makrophagem, die schlussendlich in der
Differenzierung von Makrophagen zu Osteoklasten detinDieser als Osteoklastogenese
bezeichnete Vorgang ist der Ausloser der Knorpett Knochenzerstérung, da Osteoklasten
dessen Abbau fordern und den Knochen- und Knorfildaenden Osteoblasten
entgegenwirken. Die Entziindungsreaktionen, welchechd die Immunzellen im Gelenk
vermittelt werden, sind schematisch unter 3.3 (Atl). beschrieben. Da die Zytokine eine

herausragende Rolle spielen, greifen neue Thern&pentB. TNF-Blocker, exakt an der



Zytokinschiene an. IL-17 wird als therapeutisched @och nicht angewandt, da dessen Rolle
im Kontext des humanen Immunsystems noch nichstéoitig bekannt ist. Generell kann
man sagen, dass das fur die Rheumatoide Arthetianiwortliche gesamte Zytokinnetzwerk
und die daran beteiligten Faktoren noch nicht w@tdig untersucht sind. Das Aufklaren der
Zusammenhange und die funktionellen Hierarchiensemeén den Zytokinen kénnen neue
Mdglichkeiten darstellen, die Krankheit zu kontrlén, den Prozess zu stoppen oder sogar
vollstandig auszuheilen. Aus diesem Grund wurdeFaéwus in dieser Arbeit, neben den NK-
Zellen, auf die Analyse der loslichen synovialen tokine, Chemokine und

Wachstumsfaktoren gelegt.

3.3 Entztundungsreaktion im Kniegelenk bei Rheumatoi  der Arthritis
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Abb. 10 Aufbau eines Kniegelenks und die Veranderun  gen bei Arthritis

Die Abbildung zeigt den Aufbau eines Kniegelenks. Das Gelenk besteht aus einem kndchernen Gelenkkorper, welcher
von Knorpel (berzogen ist. Zwischen den Gelenkkorpern liegt der Gelenkspalt, der die Gelenkschmiere
(Synovialflissigkeit) enthalt. Das Gelenk ist von einer Gelenkkapsel umgeben. Diese besteht aus einer &uf3eren, wenig
elastischen Faserschicht und der dinnen, bindegewebigen Gelenkinnenhaut, dem Synovium (= synoviale Membran).
Adaptiert nach Smolen et al. (Smolen and Steiner 2003). * Anmerkung: in der Vielzahl an Veroffentlichungen tber die
Immunantwort bei Gelenkerkrankungen wurden die NK-Zellen bisher vernachlassigt und wurden in dieser Arbeit in das
Bild der zellularen Zusammensetzung integriert.

Die synoviale Membran (Synovium) ahnelt funktiongdin epithelialen Oberflachen anderer
flussigkeitsgeflllter Hohlraume wie beispielsweiB¢eura, Peritoneum oder vaskularen
Endothelien. Architektonisch unterscheidet sich Sigmovialmembran jedoch deutlich von

anderen Endothelien und Epithelien, da sie zumrmainght aus einem einzigen spezialisierten



Zelltyp aufgebaut ist und zum anderen keine abgmte Basalmembran aufweist. Das
Synovium enthélt zwei unterschiedliche Zelltypegpnaviale Makrophagen und synoviale
Fibroblasten, welche eine dinne Gewebsschicht rpilddie nur an die Knorpel-
Knochengrenze heranreicht. Im Rahmen eines Entzigysfuozesses entsteht ein aktiviertes,
hypertrophierendes Gewebe, das uber den Gelenlkdinbipaus wéachst. Die synovialen
Fibroblasten kénnen den Knorpel infiltrieren und &0 dessen Zerstdrung beitragen. Das
gesammte Synovium verdickt sich, da Immunzellen ders peripheren Blut einwandern,
wobei den gréfdten Teil hierbei die Monozyten/ Maitragen ausmachen (60 %). Es
infiltrieren aber auch T- und B-Lymphozyten, Detidahe Zellen, neutrophile Granulozyten,
Mastzellen und natirlich NK-Zellen in dieses Kontpaent (Mclnnes and Schett 2007). Die
Lymphozyten sind meistens diffus im gesamten Symavierteilt, sie kdnnen aber auch
Lymphfollikel-dhnliche Strukturen (ektopische téna Lymphorgane), z.T. sogar mit
Keimzentren, ausbilden (Wagner, Kurtin et al. 1998kemura, Braun et al. 2001), wobei
hierbei im Mausmodell die Chemokinrezeptoren CXQiRB CCR7 eine entscheidende Rolle
spielen (Wengner, Hopken et al. 2007). Um die Vigngog an Sauerstoff und Néahrstoffen
aufrecht zu erhalten, findet im entzindeten Synoviaine zunehmende Gefal3bildung
(Angiogenese) statt, welche sogar eine Vorraussgttir die synoviale Hyperproliferation
darstellen kann, da die Inhibierung der AngiogerdiseEntziindung des Synoviunmsvitro
und in vivo unterdriicken kann (Paleolog 2002, Veale and Fe2006). Aul3erdem kdnnen
Lymphozyten in einem gut definierten Prozedere Adkasion und Diapedese kontrolliert
aus den neuen Gefallen in das Gewebe einwandernloksds Milieu aus Chemokinen,
Zytokinen und Wachstumsfaktoren determiniert alsaf aerschiedenen Ebenen den
komplizierten Prozess der Lympho- und Leukozytehiafion, wobei die Frage nach der

.Henne und dem Ei“ noch nicht abschlie3end geldirt



4 Psoriasis vulgaris

Die Psoriasis vulgaris stellt eine Autoimmunkranikiar, die sich hauptsachlich in der Haut,
aber zum Teil auch als Psoriasis Arthritis an detefiken manifestiert. Die in dieser Arbeit
durchgefuhrten Untersuchungen wurden in Kooperatidgrder Dermatologischen Klinik der

LMU (Prof. J. Prinz) anfangs mit peripherem BlutnvB@soriasis-Patienten vorgenommen.
Psoriasis vulgaris stellt eine der ersten Autoimknankheiten dar, bei der eine Assoziation
mit KIR- und HLA-C-Molekulen gezeigt werden konnf&iilikainen, Lassus et al. 1980,

Luszczek, Manczak et al. 2004). Aus diesem Gruitedoei dieser Krankheit die Rolle der

NK-Zellrezeptoren auf T-Zellen und der NK-Zellenlbst untersucht werden, wobei von
Psoriasis-Patienten aber leider keine HautprobenVetdligung standen, so dass die
Gewebeinfiltration der NK-Zellen anhand dieses étdaénkollektivs nicht untersucht werden
konnte. Da dies durch die Synovialflussigkeitsprobei Gelenkerkrankungen maoglich war,
lag der Fokus im weiteren Verlauf der Arbeit aufr déntersuchung dieser Proben. Die
Psoriasis-Patienten stellten jedoch bei der Unténsng peripherer NK-Zellen ein sehr gutes

Kontrollkollektiv mit autoimmunem Kontext dar.

Bei Psoriasis vulgaris handelt es sich um eine Hur€-Zellen vermittelte
Autoimmunkrankheit. Sie betrifft 2-3 % der westkehBevdlkerung und das Krankheitsbild
auBBert sich in einer ungehemmten, jedoch nicht gnah Hyperproliferation von
Hautkeratinozyten. Hierbei spielen nach der derzaiterkannten Hypothese der
Autoimmunitat vor allem Zytokine, die von DC-, Thdi NK-Zellen produziert werden, eine
sehr wichtige Rolle. Wie bei anderen Autoimmunenkiengen scheint auch bei Psoriasis-
Patienten gehauft eine genetische Pradispositidputaten, namlich das Vorhandensein
bestimmter NK-Rezeptoren in Kombination mit bestimmHLA-Molekllen. Bei Psoriasis
liegt eine starke Assoziation mHLA-Cw6 vor (Tiilikainen, Lassus et al. 1980, Mallon,
Bunce et al. 1997). Als genetische Assoziation isgime auch die aktivierenden und
inhibitorischen Killer-immunglobulin-ahnlichen Rga#eren (KIR) eine wichtige Rolle zu
spielen. So wurde eine genetische Pradisposition KIR2DS1 beschrieben (Luszczek,
Manczak et al. 2004) und es wurden KIR-Zellen bei Psoriasis-Patienten mit erhthter
Frequenz in der Haut und der Peripherie entdedkio(LJee et al. 2006). Bei Patienten mit
Psoriasis Arthritis wurde auf3erdem eine genetisBh@disposition fur KIR2DS2 und
KIR2DS1 in Abwesenheit bestimmter HLA-C-Allele gegte(Martin, Nelson et al. 2002,
Williams, Meenagh et al. 2005). Diese genetischsoamtion konnte wieder, wie in Abb. 9
beschrieben, zu einer verminderten Inhibierung<dB” NK- oder T-Zellen fiihren.



5 Aufgabenstellung

Da die Rolle von NK-Zellen in autoimmunen Prozessech weitgehend ungeklart ist, sollte
diese im Rahmen der Autoimmunerkrankungen Rheunhatarthritis und Psoriasis vulgaris
naher untersucht werden. Dabei stellte sich grumligd die Frage, welche NK-Zell-
Subpopulation sich am Ort der Entziindung im Gewsdfendet und welchen Phanotypen
bzw. welche Funktion sie dort besitzt. Es solltemhat die peripheren NK-Zellen der
Patienten mit den synovialen NK-Zellen bezuglicliegh Phanotyps und ihrer Funktion
verglichen werden. Bislang existiert kein spezhisc NK-Zellmarker, der mit der
Gewebeinfiltration korreliert werden kann. Es isisader Literatur nur bekannt, dass
,CD56™"9" NK-Zellen in der Synovialfliissigkeit von ArthritiPatienten und in einigen
anderen Geweben, darunter auch Lymphknoten und mgewebe, dominieren. Aus diesem
Grund sollte die Korrelation der NK-Zellinfiltratio mit >25 verschiedenen Markern
untersucht werden, um die molekulare Basis furedigsiferenzielle Infiltration einer NK-
Zellpopulation besser verstehen zu kdnnen. Zuddite stie Funktion der synovialen und
peripheren NK-Zellen miteinander verglichen werdeopei im Mittelpunkt Zytokine und
Chemokine standen, da sie bei der Regulation vdaoirmamunen Prozessen unerlassliche
Stimulatoren sind. Wahrend in allen Publikationem Arthritis und Arthrose einzelne
Parameter wie IFNs TNF-a oder IL-6 analysiert wurden, sollte in dieser Atlegstmals eine
umfassende Quantifizierung der 50 wichtigsten Zytek Chemokine und
Wachstumsfaktoren durchgefuihrt werden. Aus dem emmgf3ig minimalen Material an
Synovialfliissigkeit ist dies auf Proteinebene nittats Protein-Multiplex-Analysen moglich,
die eine parallele Analyse von 50 verschiedenearRatern in den Synovialflissigkeiten und
den Seren der Patienten ermdglicht. Es sollten ®o Whterschiede zwischen den
autoimmunen und nicht-autoimmunen Zytokinnetzwerkeder Synovialflissigkeit eruiert,
und die Leitzytokine fur die verschiedenen Grupgefiniert werden. Des Weiteren sollte die
Musterbildung aus den 50 Parametern dahingehendnpeiswerden, dass eine eindeutige
Zuordnung unbekannter Proben anhand des definidvtesters moglich ist. Mit einer
derartigen Musteranalyse sollte es in Zukunft nubglisein, den immunologischen
Unterschied der Zytokinnetzwerke zu nutzen, um dbarapieverlauf zu beobachten und
gegebenen Falls neue Ansatze zur indirekten Therlpi Arthritis im Gegensatz zur
Arthrose zu finden.



C Material

1 Gerate
Tab. 2 Geréate
GERAT FIRMA

Bestrahlungsanlage Gammacell 40
Durchflusszytometer Luminé¥
Durchflusszytometer, FACSCalibi
Durchflusszytometer, LSRIY'
Eismaschine AF-30
Elektrophoresekammern EI119001
Elektroporationssystem Gene Pulser X¢&ll
Gefrierschrank, -20 °C
Gefrierschrank, -80 °C
Geldokumentationssystem
Heizblock Thermostat 5320
Heizplatte mit Magnet
Inkubationsschrank

Kihlschranke, 4 °C

Magnet

Mehrkanalpipetten (2-200ul)

Mikropipetten(o,5-10ul, 10-100pl, 20-200yl, 100-1000ul)

Mikroskop

Mikrowelle

Millipore Wasser Anlage Milli-Q
Neubauerzahlkammer
pH-Mel3gerat

Pipettierhilfe Pipetus-Akku
PCR Gerat

Rollmischer

Schttler

Schittelinkubator
Spannungsgerat LK3 GPS 200/400
Spektralphotometer
Sterilwerkbank

Stickstofftank Chronos Biosafe
Stoppuhr

Vortexer VF2

Analysewaage
Prazisionswaage
Ultrafiltrationssystem Typ A 8400
Wasserbad
Eppendorfzentrifuge
Kuhlzentrifuge

TopCount NXT Topcounter

Atomic Energy ofaQa
Bio-Rad
Becton Dickinson
Becton Dickinson
Scotsman
Novex-Invitrogen
BioRad
Liebherr
Heraeus
Syngene
Eppendorf
IKA-Labortechnik
Heraeus
Liebherr
Dynal
Bibby Dunn Labortechnik
Gilson, Socorex
Leica DMIL
SHARP
Millipore
Hecht-Assistent
WTW
Hirschmann
Whatman Biometra
Coulter Electronics
Biotec-Fischer
Infors AG
Pharmacia
Amersham Biosciences
BDK Luft- und Klimatechnik
Messer Griesheim
NeolLab
IKA-Labortechnik
Mettler PC440
Mettler AE166
Millipore-Amicon
GFL
Heraeus
Heraeus
Packard




2 Chemikalien

Tab. 3 Chemikalien

CHEMIKALIE FIRMA
Ammoniumchlorid Sigma
Ampicillin Sigma
Natrium-Azid Sigma
Bromphenolblau Sigma
BSA (bovines Serumalbumin) Sigma
Chloroform Sigma
DEPC (Diethylpyrocarbonat) Wasser Sigma
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma
DTT (Dithiothreitol) Sigma
EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Sigma
Ethanol Merck
Ethidiumbromid Invitrogen
Glucose Merck
Glycerin 87 % Merck
lonomycin, Kalziumsalz Sigma
Isopropanol (2-Propanol) Sigma
IPTG (Isopropy--D-thiogalactopyranosi Invitrogen
Kaliumhydrogencarbonat Sigma
Kanamycin Sigma
L-Lectin 100pg/ml Sigma
Lysozym Sigma
L-Gluthation oxidiert Sigma
L-Gluthation reduziert Sigma
Magnesiumchlorid Sigma
Paraformaldehyd Sigma
PBS (Phosphat-gepufferte Saline) Invitrogen
Tri Reagent MCR (Molecular Research Centenc.
Trypanblau 0,4 % Invitrogen
Trypsin/EDTA Sigma
3  Verbrauchsmaterial Molekularbiologie
RNS Isolierung
Tri Reagent Ethanol
Chloroform DEPC Wasser
Isopropanol
Reverse Transkription
dNTP-Mix, 10 mM Invitrogen
DTT,0,1 M Invitrogen
1% strand buffers x Invitrogen
Oligo dT Primer 0,fug/pl Invitrogen
Superscript 11 200 U/ml Invitrogen

DEPC Wasser

Sigma




PRIMER

Tab. 4 Verwendete Primer

Spezifitat Sense Primer (5’ -3’) Antisense Primer (5’ -3’) Lange bp

ULBP4syn ATCAAATTGGGTACCG TAATGGCGACCGGTGG 807

GATCCATGCGC AG ATGTCCTGAC

ULBP4wt TATGTCGACCTCCACAG ATAGGCGGCCGCAGAC 810
TATGCGAAGAATATCC TAAGACGTCCTCAA
CTG

ULBP4syn Kpnl ~ ATCAAATTGGGTACCG 810
GATCCATGCGG

ULBP4syn Agel TAATGGCGACCGGTGG 810

AGATGTCCTGAGGGG

B-Actin TGACGGGGTCACCCAC CTAGAAGCATTTGCGG 662

ACTGTGCCCATCTA TGGACGATGGAGGG

PCR Reagenzien

dNTP 10 mM aus dATP, dTTP, dGTP, dCTP je 2,5 mM itingen

10 x PCR Puffer, Minus Mg
TagDNS Polymerase 5 U/ul
50 mM Magnesiumchlorid
Wasser bidest

Gelelektrophorese
TAE-Puffer 50 x
Agarose SeaKem

1 kb Plus DNA Leiter
Bromphenolblau

DNS Isolierung aus Gel
QIAquick Gelextraktionskit

Enzyme fir Klonierung

Tag DNA-Polymerase 5000 U/ml
T4 DNA-Ligase 1 U/ul

Kpn 1 10 Upl

Age | (BshTl) 10 upl

Alkalische Phosphatase 1 U/ul

Medien und Puffer fir Klonierung

S.0.C. Medium

LB (Luria-Bertani)-Medium
Restriktionspuffer Kpnl 10 x
Restriktionspuffer Agel 10 x

Alkalische Phosphatase Puffer 10 x

T4 DNA-Ligase Puffer 10 x

Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen
BMA Biozym
Invitrogen

Invitrogen

Qiagen

Pharmacia
Roche
Fermentas
Fermentas
Roche

Invitrogen
Sigma
Fermentas
Fermentas
Roche
Roche



Sonstiges

dATP 100 mM Invitrogen
Ampicillin 200 mg/ml Sigma
Kanamycin 50 mg/ml Sigma
Agar Sigma
Petrischalen Greiner
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
JetStar Maxiprep Kit Genomed
QIAquick Gelextraktionskit Qiagen
Bakterien

DH5 a-T1 Bakteriel Invitroger
Vektoren (Vektorkarten Abb. 52, Anhang)

pcDNA3.1 Invitrogen
pAcGFP1-N1 Clontech
pPCR-Script-ULBP4syn Geneart

4  Verbrauchsmaterial Zellkultur

Plastik/Glasware

Einfrierréhrchen Nunc
Glaspipetten Hirschmann
Lumaplatten PerkinElmer
Magnet flr Zellseparation Dynal
Zellkulturflaschen (25 cf 17 cnf) Falcon
Zellkulturplatten (6-Loch, 24-Loch) Falcon
Zellkulturplatten (96-Loch, Rundboden) Falcon

Lésungen, Verbrauchsmedien und Zusétze

Erylyse Puffer (10x): Labor C.S Falk
155mM Ammoniumchlorid (NECI)

100mM Kaliumhydrogencarbonat (KHGD

1ImM EDTA

Wasser, pH=7,3

Vor Gebrauch verdiinnen und sterilfiltrieren

FACS-Puffer: Labor C.S Falk

0,1 % NaN

5% FBS

PBS

Ficoll, Biocoll Separationslosung Biochrom AG

FBS (Fotales Kéalberserum) Invitrogen
Geneticin (G418-Sulfat), 100 mg/ml Pan Biotech GmbH
Heparin Braun

Humanserum Labor C.S. Falk
Hygromycin B, 50 mg/ml Invitrogen

IL-2, rekombinant, human (Proleukin) Ceutus



IL-15 PromoCell

L-Glutamin, 200 mM Invitrogen
MEM (Nicht-essentielle Aminosauren) 100 x Invitroge
Natriumpyruvat, 100 mM Invitrogen
Optimem Medium Invitrogen
Penicillin/Streptomycin 100 U/ml Invitrogen
RPMI 1640 Invitrogen
Trypanblaulésung (0,4 % in physiolog. Saline) Irogten
Trypsin/EDTA-LAsung (10 x in PBS l6sen) Invitrogen

Tab.5 Verwendete Medien

MEDIEN

RPMI Il Medium RPMI 1640
2 mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin/Streptomycin
1 mM Natriumpyruvat

Tumormedium (TM) RPMI 1640
2 mM L-Glutamin
1 mM Natriumpyruvat
1 x MEM
10 % FBS

Selektionsmedium 0,4 mg/ml G418 in C1R-Medium (C1R-pcDNA3.1, C1R-LRA
C1R-AcGFP, C1-AcGFF-ULBP4)

C1R Medium RPMI I

7 % FBS
CML Medium RPMI I

15 % FBS
Einfriermedium RPMI 1

20 % DMSO

50 % FBS




5 Verbrauchsmaterial Allgemein

FACS-R06hrchen
Handschuhe
Einmalklvetten
Einwegpipetten

Gene Pulser Kivette 0,4 cm

Glasware (Becherglaser, Erlenmeyerkolben,

Pipettenspitzen (10, 200, 10ul)
Pipettenspitzen, gestopft (10, 200, 1(ul)
ReaktionsgefalRe (0,2 ml)
ReaktionsgefalRe (1,5 ml, 2 ml)
Ruhrfische

Skalpelle

Spritzen, Kanilen

6 Zelllinien

Tab. 6 Verwendete Zelllinien

Greiner
Kimberly-Clark
NeolLab
Falcon; Greiner
BioRad
M8&@Bhott Duran
Greiner; Starlab
Starlab
Sarsted
Greiner, Eppendorff
NeolLab
Braun
BD; Braun

ZELLLINIE BESCHREIBUNG MEDIUM HERKUNFT

CI1R EBV-immortalisierte B Zell-Linie CIiR D. Schesid

C1R-pcDNA3.1 C1R transfiziert mit pcDNA3.1 Plasmid SM C. Falk

C1R-ULBP4 C1R transfiziert mit pcDNA3.1-ULBP4 SM C. Falk

C1R-AcGFP C1R transfiziert mit pAcGFP-N1 Plasmid SM C. Falk

C1R-ULBP4 C1R transfiziert mit pAcGFP-ULBP4 SM C. Falk
Plasmid

Daudi Burkitt B-Zell-Lymphom, homozygoter TM ATCC
B.m-Gendefek

K-562 Erythroleukamiezellinie, MHC-Klasse-I- TM ATCC
negativ

L721.221 EBV-transformierte B Zelllinie, HLA- ™ D. Schendel
Klasse | negativ

NKL NK-Leukamiezelllinie NKL M. Lopez-

Botef

HaCat humane Keratinozyten Zelllinie ™ E. Weil3

HelLa Zervixkarzinom-Zelllinie ™ D. Schendel

MelJuso humane Melanomzelllinie ™ J. Johnson



7  Blut- und Synovialflissigkeitsproben

7.1 Arthritis-Patienten

SF Synovialfliissigkeit OA Oligoarthritis

RA Rheumatoide Arthrtis PA Polyarthritis

ReA  Reaktive Arthritis ? unklare oder unbekannte Diagnose

Tab. 7 Arthritis-Patienten: Synovialflissigkeit und Blut

PATH# GESCHLECHT  SF BLUT DIAGNOSE
SYN#01 M X X ReA
SYN#02 ? X ?
SYN#03 W X X RA
SYN#04 W X Undifferenzierte OA (ReA?)
SYN#05 w X RA
SYN#06 W X Undifferenzierte OA (RA?, ReA?)
SYN#07 ? X ?
SYN#08 W X X RA
SYN#09 w X RA
SYN#10 M X X Lyme Arthritis
SYN#11 W X X RA
SYN#12 W X X RA
SYN#13 M X X RA
SYN#14 W X X RA
SYN#15 w X ReA
SYN#16 w X Undifferenzierte PA
SYN#17 M X X Undifferenzierte OA
SYN#18 M X Arthritis urica (Gicht)
SYN#19 w X X Aktivierte Arthrose
SYN#20 M X X RA
SYN#21 M X ?
SYN#22 W X X RA
SYN#23 w X X Undifferenzierte PA
SYN#24 W X X RA
SYN#25 w X X ?
SYN#26 M X ?




7.2  Arthrose-Patienten
Tab. 8 Arthrose-Patienten: Synovialfliissigkeit und Blut

PAT# GESCHLECHT  SF BLUT DIAGNOSE
TEP 40 w X X Gonarthrose
TEP 41 W X X Gonarthrose
TEP 23 M X X Gonarthrose
TEP 24 M X X Gonarthrose
TEP RJ M X X Gonarthrose
TEP AS w X X Gonarthrose
TEP MB W X X Gonarthrose
TEP MS w X X Gonarthrose

Fur die Zytokinmessung lagen 18 Serum- und 23 Swiftissigkeitsproben von weiteren
Arthrose-Patienten vor.

7.3 Psoriasis-Patienten

Tab. 9 Psoriasis-Patienten: Serum und Blut

PAT# GESCHLECHT SERUM BLUT | PAT# GESCHLECHT SERUM BLUT

PSO#30 M X X PSO#44 M X X
PSO#31 w X X PSO#45 M X X
PSO#32 M X X PSO#46 M X X
PSO#33 w X X PSO#47 M X X
PSO#34 M X X PSO#48 M X X
PSO#35 M X X PSO#49 w X X
PSO#36 M X X PSO#50 M X X
PSO#37 M X X PSO#51 M X X
PSO#38 M X X PSO#52 M X X
PSO#39 M X X PSO#53 w X X
PSO#40 w X X PSO#54 M X X
PSO#41 M X X PSO#55 M X X
PSO#42 M X X PSO#56 M X X
PSO#43 W X X PSO#57 M X X

7.4 Normalspender

Tab. 10 Normalspender: Serum und Blut

NS# GESCHLECHT SERUM BLUT | NS# GESCHLECHT SERUM BLUT
TR M X X HaB M X X
PR M X X CF W X
DtM M X MS M X X
GA M X X BF M X X
WG M X X AM M X X
KK M X X JB w X X
MH M X X TA M X X
MA M X X FA M X X




8  Antikérper

8.1

Priméarantikorper

Tab. 11 Primarantikorper

Spezifitat Klon Isotyp Synonym Konjugation Herstell er

Isotypkontrolle  MOPC21 IgG1 - Sigma

Isotypkontrolle  UPC10 IgG2a - Sigma

Isotypkontrolle  7T4-1F5 IgG2a PE Beckman/Coulter

Isotypkontrolle  MOPC19 IgG2b FITC BD

Isotypkontrolle  7T4-1F5  1gG2a PE Beckman/Coulter

Isotypkontrolle  X39 IgG2a PerCP BD

Isotypkontrolle  X39 IgG2a APC BD

HLA-Klasse | W6/32 IgG2a - J. Johnson

CD3 UCHT1 IgG1 FITC Beckman/Coulter

CD4 13B8.2 lgG1 APC J. Mysliwietz

CD6 M-T605 1gG1 PE BD

CD8 B9.11 IgG1 PE Beckman/Coulter

CD14 M5E2 IgG1 FITC BD

CD16 3G8 lgG1 FITC Beckman/Coulter

CD19 J4.119 lgG1 FITC Beckman/Coulter

CD25 B1.49.9 lgG2a  IL-2Ra FITC Beckman/Coulter

CD44 37.51.1 IgG1 FITC Beckman/Coulter

CD45RA ALB11 lgG1 FITC Beckman/Coulter

CD45R0O UCHL1 lgG2a PE Beckman/Coulter

CD56 NKH-1 lgG1 APC Beckman/Coulter

CD56 NKH1 lgG1 APC-Alexa 700 Beckman/Coulter

CD56 NKH-1 lgG1 PE Beckman/Coulter

CD69 TP1.55.3 1gG2b PE Beckman/Coulter

CD85j HP-F1 IgG1 ILT2,LIR-1 PE Beckman/Coulter

CD9%4 HP3D9 IgG1 FITC BD

CD94 HP3B1 IgG2a PE Beckman/Coulter

CD107a H4A3 lgG1 FITC BD

CD107a H4A3 lgG1 PE BD

CD158a EB6 IgG1 2DL/S1; PE Beckman/Coulter
p58.1

CD158b GL183 IgG1 2DL/S2,3; PE Beckman/Coulter

CD158e1 727.3.7 IgG1 D538I'3‘L1;p70; PE Beckman/Coulter

CD158i FES172 IgG2a N§%184;p50.3 PE Beckman/Coulter

CD159 Z177 1gG2b NKG2A PE Beckman/Coulter

CDi61 191B8 IgG2a NKRP-1A PE Beckman/Coulter

CD244 C1.7 IgG1 2B4 PC5 Beckman/Coulter

LAIR-1 DX26 lgG1 PE BD

NKG2C 134591 IgG1 APC R&D

NKG2D 149810 lgG1 PE R&D

Nkp30 Z25 IgG1 PE Beckman/Coulter

Nkp44 Z231 lgG1 PE Beckman/Coulter

Nkp46 BAB281 1gG1 PE Beckman/Coulter




ULBP1 170818  IgG2a R&D
ULBP2 165903  IgG2a R&D
ULBP3 JFY02 lgG2a R&D
ULBP4 TH7 IgG2a E. Kremmer
ULBP4 7H2 IgG2a E. Kremmer
MIC A 159227  1gG2b R&D

MIC B 236511  1gG2b R&D
8.2 Sekundarantikorper

Tab. 12 Sekundarantikérper
Spezifitat Organismus Konjugation Hersteller
aMaus Ziege PE Jackson
ImmunoResearc
oRatte Ziege PE Jackson
ImmunoReseart

9 Multiplex Analysen mittels Luminex-Technologie
Reagenzien Kit A Bio-Rad
Humanes 23-Plex Zytokin-Repertoire Bio-Rad
(IL-1a, IL-2Ro, IL-3, I1L-12(p40), IL-16, IL-18, CTACK, GRQ:, HGF,

ICAM-1, IFN-02, LIF, MCP-3, M-CSF, MIF, MIGB-NGF, SCF, SCGB;

SDF-1a, TNF-8, TRAIL, VCAM-1)

Humanes 27-Plex Zytokin-Repertoire Bio-Rad

(IL-1B, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12(p70),

IL-13, IL-15, IL-17, basic-FGF, Eotaxin, G-CSF, GOBF, IFNy, 1P-10,

MCP-1, MIP-%u, MIP-18, PDGF-bb, RANTES, TNk VEGF)

Serum Diluent Human BioRad
96-LochMultiscreenPlatten Millipore
LabType[l SSO C Locus Typing Te One Lambda
LabTyped SSO KIR Typing Te: One Lambda
Bio-Plex Kalibrierungskit Bio-Rad
PCR 96-Loch-Platten NeoLab
96-Loch-Gewebekulturplatte V-Form Greiner
LiquiChip™ Control Bead Kit Qiagen
LiquiChip™ Calibration Bead Kit Qiagen
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11 Firmenverzeichnis

Agfa-Gevaert, Leverkusen IKA Labortechnik, Staufen

Amersham, Little Chalfont, England Immunotech, M#saota, USA

ATCC, Rockville, Maryland, USA Invitrogen/Life Tenblogies, Karlsuhe

Atomic Energy of Canada, Ontario, Kanadiafors AG, Bottmingen, Schweiz

Avidity, Denver, USA Julabo, Seelbach

BDK Luft- u Reinraumtechnik, Sonnenbuodak, Stuttgart

Bibby Dunn Labortechnik, Asbach Leica, Wetzlar

Beckmann Coulter/Immunotech, USA Liebherr, Biberanlder Riss

Becton Dickinson Biosciences (BD), USA  Merck, Daraak

Biochrom, Berlin Messer Griesheim, Krefeld

Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA Mettler, Giel3en

Biotec-Fischer GmbH, Reiskirchen Millipore, BadfpMassachusetts, USA

Biozym, Hess, Oldendorf Miltenyi Biotech, BergisGhadbach

BMT, Meerbusch-Osterath Nalgene, Rochester, New York, USA

Brand, Wertheim Neolab, Heidelberg

Branson Ultrasionics, Danbury, USA Novagen, WisaondSA

Braun, Melsungen Nunc, Naperville, USA

Corning, New York, USA One Lambda, siehe BMT

DAKO, Glostrup, Danemark PAN Biotech, Aidenbach

Dianova, Hamburg PerkinElmer, Massachusetts, USA

Difco Laboratories, Detroit, Michigan, Pharmacia, Uppsala, Schweden

Dynal, Oslo, Norwegen PromoCell, Heidelberg

Eppendorf, Hamburg Qiagen, Chatsworth, KalifornigBA

Falcon, Oxnard, Kalifornien, USA R&D Systems, Miapelis, USA

Invitrogen, Gaithersburg, Maryland, USA  Roche, Magim

Geneart AG, Regensburg Sartorius, Goéttingen

Genomed, Lohne Scotsman, Vernon Hills, Illinois AUS

GFL Gesellschaft fur Labortechnik, Sharp Electronics Corporation, Mahwa,
Grol3burgwedel New Jersey, USA

Greiner, Nurtingen Serotec, Oxford, UK

Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich Sigma, St. LisuMissouri, USA

Hecht-Assistent, Sondheim-Rhon Starlab, Ahrensburg

Heraeus, Hanau Stratagene, La Jolla, Kaliforniep\U

Hirschman, Unterhaching VWR International GMBH, Datadt

Hybaid, Teddington, UK Whatman Biometra, Gottingen

IBA GmbH, Goéttingen WTW Wissenschatftlich-Technische

Werkstatten GmbH, Weilheim



D Methoden

1 Methoden der Molekularbiologie

1.1 RNS-Isolierung

Fur die Isolierung von mRNS wurden zwischen 1 & a6d 5 x 16 Zellen verwendet. Das
Zellpellet wurde mit 0,2 ml Tri Reagent pro 1 x®1Rellen gemischt. Nach 5 Minuten
Inkubation bei RT wurden 4l Chloroform pro 20Qul Tri Reagent zugefiigt, 15 Sekunden
gevortext und anschlieBend bei Raumtemperatur Rlibbiten inkubiert. Nach 30 Minuten
Zentrifugation bei 12000 g und 4 °C bildete siclemkeine farblose, wéassrige Phase, in der
sich die RNS befindet. Diese Phase wurde in eirsi®eaktionsgefald tberfuhrt, mit 100
Isopropanol pro 20Qul Tri Reagent zur Féallung der RNS durch Vortexemmischt und
anschlieBend 5-10 Minuten bei RT inkubiert. Nachem Zentrifugationsschritt von 10
Minuten bei 4 °C und 12000 g wurde die RNS als VighiBs Pellet sichtbar. Der Uberstand
wurde verworfen und die RNS wurde mit 50D 75%igen Ethanol in DEPC-Wasser und
durch Zentrifugation fur 8 Minuten bei 4 °C und 020g gewaschen. Nach Abnehmen des
Uberstands wurde das RNS-Sediment 3 Minuten lufigkhet und in 2Qul DEPC Wasser
resuspendiert. Der Gehalt an RNS wurde mit einEBAVerdinnung bei einer OD (optische
Dichte) von 260 nm am Spektrometer gemessen. Hiadilte die OD 260/280-Ratio bei
einer Verdunnung in DEPC-Wasser zwischen 1,6 ufididgen. Die RNS wurde bei -20 °C

aufbewabhrt.

1.2 Reverse Transkription

Die isolierte RNS wurde durch reverse TranskripiioeDNA umgeschrieben. Dafiir wurden
1-5pug der mRNS mit 0,%ig/ul Oligo-dT Primern ad 111 DEPC Wasser fir 10 Minuten bei
70 °C inkubiert und sofort auf Eis tGberfihrt. DiégD-dT Primer binden an die polyA-Reste
der mRNS. Nach Zugabe von 8ul ReaktionsgemiscH adisst strand buffer 10 mM DTT,

0,5 mM dNTP und 200 U der reversen Transkriptaspe&aript Il, wurde der 30

Gesamtansatz in einem PCR-Geréat fur 70 MinutendBefC inkubiert. Hierbei wurde die
MRNS in cDNS umgeschrieben. In einem weiteren lakohsschritt von 5 Minuten bei

90°C wurde das Enzym deaktiviert. Die cDNA wurde-86 °C gelagert.



1.3 PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion)

Durch die PCR konnten spezifische Sequenzen genbani®NS oder der cDNS amplifiziert
werden. Um zu testen, ob diese Sequenzen in derddifalten sind, wurde die Reaktion mit
spezifischen Primern fur die entsprechenden Gemnehdefihrt. Als Positivkontrolle wurde
immer B-Actin amplifiziert. Hierbei handelt es sich um eagenanntes ,Haushaltsgen®, das
immer von jeder Zelle exprimiert wird. Als Negatoritrolle wurde in einem Ansatz die DNS

durch Wasser ersetzt.

Die folgende Tabelle zeigt die typische Zusammemsef einer PCR Reaktion und die

Endkonzentrationen der verschiedenen Reagenzien:

Eingesetzte Menge Endkonzentration Komponente Stamm  l6sung
variabel 5-15ng DNS variabel

2 ul 1x PCR Puffer 10 x

0.6 pul 1.5mM Magnesiumchlorid 50 mM

2 ul 1 mM dNTPs 10 mM
variabel 15 pMol Primer sense variabel
variabel 15 pMol Primer antisense variabel
0.2 pl 1U TagPolymerase 5 Ulul

ad 20 pl Wasser

Die Amplifikation erfolgte unter folgenden Bedingyen:

Schritt Dauer Temperatur Zyklen
Denaturierung 5 Minuten 94 °C 1
30 Sekunden 94 °C
Amplifikation 45 Sekunden 60-62°C] 30-37
1 Minute 72 °C
Endpolymerisation 10 Minuten 72 °C 1
Stopp 4°C

Nach der Amplifikation wurden die Proben zur Ubé&fpng der PCR auf ein Agarosegel

aufgetragen.

1.4 Gelelektrophorese

Die Amplifikate wurden Uber ein 1,5%-iges Agarodegafgetrennt. Dafir wurden 1.5g
Agarose in 100 ml 1x TAE Puffer in der Mikrowellafgekocht, nach dem Abkihlen wurden
6 Ml 1%ige Ethidiumbromidldsung zugegeben. Ethidiunnficb interkaliert in

doppelstrangige Nukleinsauren und emittiert unt&f-Réstrahlung sichtbares Licht. Nach

dem GielRen und der Polymerisation des Gels wurd@ esne mit Laufpuffer (1 x TAE



Puffer) gefullte Kammer gelegt und die Proben awéggen. Hierfir wurden §il der Probe
sowie der Langenstandard mit Wasser und Auftragspuflx) gemischt und in die
Geltaschen pipettiert. Die Auftrennung erfolgte emier Spannung von 100 Volt, wobei die
negativ geladene DNS in Richtung des positiven Mefs Nach Auftrennung der Proben

wurde das Gel unter UV-Licht mit einer Digitalkaradotografiert und dokumentiert.

1.5 Isolierung von DNS aus Agarosegel

Zur lIsolierung bestimmter DNS-Fragmente aus dem rdsggel wurde der QIAquick
Gelextraktionskit von Qiagen verwendet. Die Fragimemurden auf einem UV-Schirm aus
dem Gel ausgeschnitten und in einem Qiagen-Reagedal? aufgereinigt. Hierbei bindet die
DNS an eine Siliziumgel-Membran in den Reaktiong8eh. Die zugehdrigen Puffer besitzen
bestimmte Salzkonzentrationen und pH-Werte, die Baslen und Eluieren der DNS
ermoglichen. Die Bindung erfolgte hierbei bei eihehen Konzentration an chaotrophischen
Salzen, welche die Wasserstruktur modifizieren. Paffer QG 10st die Agarose und schafft
die Bedingungen fur die Bindung der DNS an die Meanb Puffer PE wascht die Salze,
Primer, Ethidiumbromid, Enzyme und Detergenzienabherund mit dem Puffer EB oder
Wasser kann die DNS anschlieRend eluiert werdes. Kitaeignet sich fir Konstrukte mit
einer GroRe von 70 bp bis 10 kb. Die Aufarbeitungrde gemafl dem Protokoll des

Herstellers durchgefihrt.

1.6 Klonierung von ULBP4syn in den pAcGFP1-N1-Vekto r

Um die bekanntermaf3en niedrige ULBP4-Expressiorelgegenfalls zu verstarken, bzw.
endogenes ULBP4 von synthetischem unterscheidekdroen, wurde fir die Klonierung

von ULBP4in den pAcGFP1-N1-Vektor eine synthtische ULBP4+8#w mit angepasster
»,Codon Usage" in einem pPCR-Script Vektor von déemmia Geneart AG bezogen. Das
synthetische Gen besitzt, trotz einer abweichendehNS-Sequenz, die gleiche
Aminosauresequenz wie das Wildtyp-Gen, und wird r als&abiler exprimiert. Die

vollstandigen ULBP4-Sequenzen sind unter Abb. 5Mhh@hg, S.148) gezeigt. Das
synthetische ULBP4 Gen wurde aus dem PCR-ScriptR4A_Bektor (Geneart) amplifiziert

und Uber die Schnittstellen der Agel und KpNI Rk&stnsenzyme in den pAcGFP1-N1-
Vektor kloniert. Das ULBP4 Gen wird so mit seinetrazytoplasmatischen Doméane mit dem
N-Terminus des AcGFP Gen fusioniert. Das ULBP4-@&ende mittels PCR aus dem pPCR-
Script Vektor amplifiziert. Hierfir wurden die Prean ULBP4syn Kpnl (sense) und

ULBP4syn Agel (antisense) mit integrierten Resimiksenzymschnittstellen verwendet



(siehe Tab. 4, Material S.28). Um die amplifizielidS-Sequenz in den Vektor klonieren zu
kdnnen, muissen anschlieRend das PCR Produkt und Véétor mit denselben

Restriktionsenzymen geschnitten werden.
Restriktionsverdau, Dephosphorylierung und Ligation

FUr den Restriktionsverdau wurden das gesamte RG&R4kt bzw. 2 ug Vektor verwendet.

Eingesetzte Menge Endkonzentration Komponente Stamm  [@sung
variabel bzw. 2 pg PCR-Produkt bzw.
Vektor
10 pl 1x Restriktionspuffer 10 x
3ul 30U Agel 10 U/ul
2 ul 30U Kpnl 10 U/ul
ad 100 pl Wasser

Der Ansatz wurde fur 3 Stunden bei 37 °C im Heizklomkubiert. Laut Hersteller ist dieser
Restriktionsverdau mit Kpnl Restriktionspuffer duofichrbar, obwohl das Enzym Agel damit
eine geringere Reaktivitat zeigt. Um einen unreg®igen Verdau zu verhindern, wurde das
Enzym Kpnl erst nach ca. 1,5 Stunden zum Ansatzelgmg Damit es bei der
Ligationsreaktion nicht zu einer unerwinschten grgion des Vektors kommt, wurden die

5’-Phosphatgruppen des restriktionsverdauten Veldarch Dephosphorylierung entfernt.

Eingesetzte Menge Endkonzentration Komponente Stamm  l6sung
100 pl Restriktionsverdau

11 pl 1x alkalische Phosphatase-Puffer1(Q x

1l 0.01U alkalische Phosphatase 1 U/l

Der Ansatz wurde fur 1 Stunde bei 37 °C im Heizklodkubiert.

Der restriktionsverdaute Vektor und das PCR-Produktden Uber Gelelektrophorese und
anschlieBender DNS-Gelextraktion aufgereinigt. DS-Konzentration wurde durch eine
photometrische Messung bei einer Wellenldnge vé@m&6bestimmt.

Die Mengen des zu ligierenden DNS-Fragments undveé&tors hangen von deren Lange ab

und mussen individuell bestimmt werden.

Eingesetzte Menge Endkonzentration Komponente Stamm  l6sung
100 ng Vektor variabel
variabel DNS-Fragment variabel
1,5 pl 1x T4 DNS-Ligase Puffer 10 x

1l 0,6 U/ul T4 DNS-Ligase 1 U/l

ad 15 pl Wasser



Der Ligationsansatz wurde fir 1 Stunde bei 22 °Kulnert und danach die Ligase fur 20
Minuten bei 65 °C inaktiviert. Zusatzlich wurdeneaviKontrollen angefertigt. Kontrollansatz

| enthalt zur Uberprifung der Dephosphorylierungktien kein DNS-Fragment, aber Ligase.
Kontrollansatz Il enthalt weder DNS-Fragment noéhake, um den Restriktionsverdau des

Vektors zu testen.

1.7 Expression in Bakterien

FUr das Ausplattieren der transformierten Baktemamden Agar-Platten gegossen, wobei
10g LB in 500 ml destilliertes Wasser in einem Enheyerkolben gelést und 7,5 g Agar
zugegeben wurden. Nach dem Autoklavieren und Algkubuf etwa 50 °C wurde die Lésung
mit Ampicillin (0,1 mg/ml) bzw. Kanamycin (0,1 mglnversetzt. Danach wurden
Petrischalen mit jeweils 25 ml des noch flissigegals beflllt und zum Aushéarten unter der
Sterilbank stehengelassen. Bei der Transformatiorden der gesamte Ligationsansatz und
die Kontrollansatze mit kompetenten Did31 Bakterien fur 30 Minuten auf Eis inkubiert.
Dann wurde der Ansatz fur 30 Sekunden bei 42 °Gieny 2 Minuten auf Eis gegeben und
anschlieend in 2501 S.0.C. Medium aufgenommen. Dieser Ansatz wur8e 3tunden bei
37 °C geschiittelt und daraufhin auf den Ampicillaw. Kanamycin-Platten ausplattiert. Die
Platten wurden bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Wagden die Klone gepickt, auf eine
Replikaplatte tUberfihrt und durch eine sogenanKiggnie-PCR" getestet. Hierfur wurde
ein PCR-Ansatz (siehe 1.3) hergestellt, anstatt DM&den jedoch ganze Bakterien
hinzugegeben. Durch die PCR mit den ULBP4 Prime8i BJLBP4syn Kpnl und BS2
ULBP4syn Agel (siehe Tab. 4, S.28) wurde die Ingertles DNS-Fragments bestétigt. Die
Replikaplatten wurden bei 37 °C inkubiert. Am falgen Tag wurden dann die
entsprechenden Klone gepickt und in 2ml LB-Mediume]ches wiederum Ampicillin bzw.
Kanamycin enthielt (0,1mg/ml), tberimpft. Diese uen wurden tber Nacht bei 37 °C im

Schittelinkubator inkubiert und fiir eine DNS Mirdparation der Plasmide verwendet.

1.8 Plasmid-Aufreinigung aus Bakterien

Mini- bzw. Maxipraparation

Die Mini- und Maxipraparation basiert auf einer aikchen Lyse der Bakterien und
anschlieRender Adsorption der DNS an eine SilizMembran in Anwesenheit einer hohen
Konzentration von Salzen. Die Minipraparation egteldurch die Verwendung des QIAprep
Spin Miniprep Kits (Qiagen) und die Durchfihrundoégte nach den Herstellerangaben. Es



wurden 2 ml Ubernacht-Bakterienkultur verwendetciNder Praparation wurde die Plasmid-
DNS durch einen Restriktionsverdau mit entsprechenBnzymen erneut Uberprift. Die
Maxi-Praparation dient zur Herstellung groRerer lyen Plasmid-DNS. Die Klone werden
dazu in 400 ml LB-Ampicillin bzw. LB-Kanamycin-Medin (0,1 mg/ml) angeimpft und tber
Nacht bei 37 °C im Schuttelinkubator angezogen. diér Praparation wurde das JetStar-
Reagenziensystem verwendet. Es basiert auf Adeogsifiulen aus Kieselerdepartikeln, die
kovalent mit einer hydrophoben Substanz beschiditel Die Durchfiihrung erfolgte nach
Herstellerangaben. Die Menge der gewonnenen DN8endurch die Messung der optischen
Dichte bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmtOR bei 260 nm entspricht 50 ug
DNS/ml). Die Plasmid-DNS wurde von der Firma Sequis in ihrer Sequenz bestatigt und

konnte dann fur die Transfektion von Zelllinienwendet werden (siehe 2.6).

2 Methoden der Zellkultur

Alle Schritte der Zellkultivierung wurden unter sken Bedingungen mit sterilen Medien,
Loésungen und Materialien an einer Sterilwerkbankckigefiihrt, um so eine Kontamination
mit Pilzen und Bakterien zu vermeiden. Die Zellkvdéin wurden bei 37 °C mit 5 % GO

inkubiert.

2.1 Isolierung der mononuklearen Zellen aus periphe  rem Blut (PBMC)

Ficoll-Separation

Durch die Ficoll-Separation wurden mononukleardefebus dem vendsen peripheren Blut
isoliert. Die Abnahmerdhrchen wurden vor Blutentmahzur Gerinnungshemmung mit 0,1
ml Heparin pro 10 ml Blut versetzt. Nach der Abnahwurde das Blut im Verhaltnis 1:2 mit

PBS verdiunnt und langsam auf 15 ml Ficoll in eirfgdhml Zentrifugenréhrchen geschichtet.
Anschlie3end erfolgte eine Zentrifugation fur 25nMtien bei 840 g ohne Bremse. Die Dichte
des Ficoll (1,077g/ml) erlaubt eine Auftrennung Bartbestandteile gemalf ihrer spezifischen
Dichte. Ficoll besitzt eine groRere Dichte als Lympyten und Monozyten und eine

geringere Dichte als Erythrozyten und den meistean@ozyten. Aus diesem Grund setzt
sich nach der Zentrifugation die oberste Schiclst@m Blutplasma und den Thrombozyten
zusammen und die mittlere aus Lymphozyten und Mgteoz(milchiger Ring, Interphase),

welche direkt auf dem Ficoll liegt. Unter dem Fidoéfinden sich die Erythrozyten und die
restlichen Granulozyten. Die Interphase wurde in fisches Rohrchen dberfihrt und

zweimal mit dem funffachen Volumen PBS gewascheagrrftt erfolgte eine Zentrifugation



fir 10 Minuten bei 540 g mit Bremse. Der Uberstanutde verworfen und das Sediment
durch Aufschitteln resuspendiert. AnschlieRend emrdlie Zellen (Lymphozyten und

Monozyten) in RPMI IlIl aufgenommen und gezahlt.

Hypotone Lyse der Erythrozyten

Durch eine hypotone Lyse wurden alle Leukozytendem vendsen, mit Heparin versetztem
Blut der Patienten isoliert. Bei der hypotonen Lyserden durch eine Salzldsung nur
Erythrozyten zerstort. Hierflr wird die Blutprobatrd Teilen Erylyse-Puffer (1 x) versetzt

und fur 5 Minuten bei RT inkubiert. AnschlieRendrde mit 20 ml PBS gewaschen und fir 8
Minuten bei 4729 zentrifugiert. Der Uberstand (ltysar Erythrozyten) wurde abgesaugt und
der Lyse-Schritt ein weiteres Mal wiederholt. AngRend wurden die Zellen in RPMI

Medium aufgenommen und gezabhit.

2.2 Isolierung der mononukleéren Zellen aus Synovia  Ifliissigkeit (SFMC)

Da in der Synovialflissigkeit weder Erythrozyterchd hrombozyten enthalten sind, erlbrigt
sich der Ficoll-Schritt bzw. die Lyse der Erythroay. Dieser Schritt musste nur durchgefihrt
werden, wenn es bei der Entnahme der Synovialfidegti zu einer Einblutung gekommen

war. Um die mononukledren Zellen und die Granuleayaus der Synovialflussigkeit der

Patienten zu isolieren wurden die Proben abzegtdft und die sedimentierten Zellen

anschlieend in 10 ml PBS aufgenommen. Nach einertengn Zentrifugationsschritt wurde

noch einmal mit PBS gewaschen. Falls sich Zellklempebildet hatten, wurden die Zellen
durch eine sterile Gaze filtriert. Anschlie3end den die Zellen gezahlt.

2.3 Bestimmung der Zellzahl

Aus einer Zellsuspension wurden fDsteril entnommen, 1:1 mit Trypanblau gemischt und
davon 10ul in eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert und amhtrukroskop ausgezahlt.
Gezahlt wurden nur die lebenden, d.h. nicht mipp@nblau gefarbten Zellen. Da sich oftmals
noch Erythrozyten in der Suspension befanden, wdadauf geachtet nicht die abgeplatteten
sondern nur die runden, kernhaltigen Zellen zu er@hiDie Zellen wurden in einem
GroRR3quadrat (16 Kleinquadrate) ausgezahlt. Diezabll pro ml Suspension ergibt sich aus
der Formel: mittlere Zahl pro GroRquadrat x Verdimgsfaktor x 16



2.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden fir die Langzeitlagerung in fligesn Stickstoff aufbewahrt. Dafiir musste
beim Einfrieren DMSO zugesetzt werden, das die uBitpl von Eiskristallen verhindert,
welche die Zellen zum Platzen bringen wirden. DaSGMauf stoffwechselaktive Zellen
toxisch wirkt, wurden alle Arbeitschritte ziigig undt gekihlten Medien sowie vorgekihlten
Einfrierrohrchen durchgefiihrt. Die abzentrifugierellsuspension wurden in 0,5 ml kaltem
FBS resuspendiert und das gleiche Volumen an 20M&® in RPMI IIl zugegeben (pro
Ampulle, 5-10 x 16 Zellen). Die Réhrchen wurden zum Transport in effigfrierbox
Uberfuhrt, anschlieBRend in Zellstoff verpackt (dsesgt flr eine langsame und schonende
Absenkung der Temperatur) und mehrere Tage beP&@ingefroren. Fur die endgultige
Aufbewahrung wurden die Zellen in der Gasphase #lissigem Stickstoff (-196 °C) in
einem Stickstofftank eingelagert. Zum Auftauen dellen wurden die gefrorenen Ampullen
in einem 37 °C warmen Wasserbad unter leichtem 8Scken angetaut. Die noch nicht
vollstandig aufgetauten Zellsuspensionen wurdenjeinl ml RPMI Il und 1 ml FBS
aufgenommen und 5 Minuten bei 540 g abzentrifugieas Sediment wurde anschlie3end
mit 5 ml RPMI 1ll gewaschen, erneut 8 Minuten bdD5y abzentrifugiert und im jeweiligen

Zellkulturmedium aufgenommen.

2.5 Kultivierung von Zellen

Kultivierung adharenter Zellen

Die Kultivierung adharenter Zellen erfolgte in déim den jeweiligen Zelltyp erforderlichen
Medium in liegenden Kulturflaschen. Das Medienvotumin kleinen Kulturflaschen (25 ém
Adharenzflache) betrug 10-12 ml, in mittleren Kdilaschen (75 cfmAdharenzflache) 12-15
ml und in groBen Kulturflaschen (125 tdharenzflache) 20-25 ml. Transfizierte Zellinien
mit definierter Antibiotikaresistenz als Selektiorerker wurden in entsprechendem
Selektionsmedium kultiviert. Alle zwei bis vier Tagvurde ein Mediumwechsel durchgefuhrt
oder die Zellen auf mehrere Kulturflaschen aufdet(gesplittet). Fir letzteres wurde das
Medium abgesaugt und die Kulturflasche mit PBS gkspann wurden 3l/cm? Zellflache
Trypsin-EDTA zugegeben und fur 1-2 Minuten bei Rdleo bei 37 °C inkubiert. Der
Trypsinierungsvorgang wurde zudem unter dem Lickitoskop kontrolliert. Nach kraftigem
Klopfen der Kulturflasche konnten die so abgelostetien in dem entsprechenden Medium

aufgenommen und auf zwei neue Kulturflaschen Jerterden.



Kultivierung nicht-adhérenter Zellen
Nicht adharente Zellen wurden in liegenden kleimeler mittleren Kulturflaschen in den
entsprechenden Medien kultiviert. Alle zwei bis rvi@fage wurde die Halfte der

Zellsuspension abgesaugt und durch frisches Medngetzt.

2.6 Herstellung von ULBP4-Transfektanten mittels EI  ektroporation

Das synthetische ULBP4-Gen wurde wie unter 1.6 lbesgen in den AcGFP1-N1 Vektor
kloniert. Um das Gen zu exprimieren, muss das Rthsmabil in Zellen transfiziert werden.
Hierfur wurde die Methode der Elektroporation geludks handelt sich hierbei um eine
physikalische Transfektionsmethode, bei der einksd&pension in Gegenwart einer DNS-
Loésung einem kurzen elektrischen Impuls ausgeseiztl. Dadurch werden in der
Zellmembran temporéare Poren erzeugt, durch weleheDdIS in die Zelle gelangen kann.
Fur die Transfektion wurden C1R-Zellen gewahlt, diese naturlicherweise kein ULBP4
exprimieren (siehe Abb. 53, Anhang S.150). Es wur@dR-Zellen mit den Plasmiden
pcDNA3.1 (Invitrogen), pcDNA3.1-ULBP4 (Labor AG k3] pAcGFP1-N1 (Clontech) und
PACGFP-ULBP4 transfiziert. Fiir die Elektroporatinmurden 4 x 10 Zellen geerntet und in
einem 15 ml Reaktionsgefal3 fur 8 Minuten bei 54@qtrifugiert. Anschlie3end wurden die
sedimentierten Zellen in einem serumfreien OptifvEdium gewaschen, da Serum im
Medium die Transfektionseffizienz negativ beeinfiels kann. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in 400 @ptimem-Medium resuspendiert und in
eine 0,4 cm Gene Pulser Kiuvette dberfuhrt und nfit iy durch Maxipraparation
aufgereinigte DNS gemischt. Den Zellen wurden disndem Elektroporationssystem Gene
Pulser Xcell™ einem elektrischen Impuls (155 V, 1000 pF) ausges&nschlieRend wurden
die Zellen mit 4 ml des entsprechenden Mediumsime &ertiefung einer 6-Loch-Platte
dberfuhrt und Gber Nacht noch ohne Zugabe von Aottkum inkubiert. Am nachsten Tag
wurde dann 0,4 mg/ml G418 (Neomycin) zugegeben. ®as fur die Neomycin-Resistenz
befindet sich auf dem pcDNA3.1- und dem pAcGFP4Rldsund die transfizierten Zellen
werden so unter Selektionsdruck gestellt. NachEdgransion der Zellen wurden die GFP-
und ULBP4 positiven Zellen durch eine Zellsortiggusoliert und einer weiteren Expansion
unterzogen. Es konnte jedoch gezeigt werden, dadBPW einer nattrlichen
Expressionskontrolle unterliegt. Deshalb konntemé&dioch ULBP4 exprimierenden Zellen
hergestellt werden (siehe Abb. 56, Anhang S.158).die Kontrolle der Transfektion wurde
die RNS der Zellen isoliert, durch reverse Trarglon in cDNS umgeschrieben und einer
PCR mit ULBP4-spezifischen Primern  unterzogen. Zude wurden  per



durchflusszytometrischer Messung die AcGFP- und B4HExpression bestatigt. Die
Funktionalitatt der  Transfektanten  wurde durch  CH38&liferationsversuche,

Chromfreisetzungsversuchen und Degranulationsvieesubestatigt (siehe Abb. 54, Abb. 55,
Anhang S.151, 152).

3  Chromfreisetzungstest

Vorbereitung der Zielzellen

Zur Untersuchung der zellvermittelten Lysecel| mediated lysis CML) wurden
Chromfreisetzungstests durchgefuhrt. Hierfir wurdenZielzellen mit radioaktivem Chrom
(NaCrQy) markiert, das bei einer Lyse der Zielzelle dudoh Effektorzelle in den Uberstand
freigesetzt wird. Etwa 3 x 2@ellen wurden in 20Qu FBS aufgenommen und mit 40-50
radioaktivem Natriumchromat (ca. 8&i, in RPMI Il verdunnt) fur 90 Minuten bei 37 °C
im Brutschrank inkubiert. In dieser Zeit wurde daslioaktive Nuklid von den Zellen
aufgenommen. Die Zellen wurden dann zweimal mitlZoML-Medium fur 5 Minuten bei
540 g gewaschen und gezahlt. Die Zielzellen wudim in das berechnete Endvolumen in
entsprechender Zellzahl (2000 Zellen{8puberfuhrt.

Direkte zellvermittelte Lyse

Die Killerzellen wurden auf 96-Loch-Rundboden-Rdatin abnehmenden Zellzahlen vierfach
titriert, indem 50 pl Volumen in 5@l vorgelegtes CML-Medium pipettiert wurden. Die Rat
lag zwischen 5:1 und 40:1. Die Chrom-markierten gegvaschenen Zielzellen wurden in
konstanter Zahl von 2000 Zellen pro Alound Loch auf die Effektorzellen verteilt. Fur ged
Probe ergab sich dadurch ein Gesamtvolumen vonulORlach Ablauf der vierstiindigen
Inkubationszeit bei 37 °C wurden 30 des Uberstandes pro Ansatz auf die Messplatten
(Lumaplatten) Ubertragen. Alle Ansatze wurden algplikate angefertigt. Zur Bestimmung
der spontanen Chromfreisetzung der Zielzellen werdeéAnsatz nur mit Zielzellen und %0
CML-Medium inkubiert. Fur die maximale Chromfremabg wurden 5Qul der Zielzellen
direkt auf die Messplatte Ubertragen und diesert\WWerde durch zwei geteilt, da aus dem

Gesamtvolumen 50% auf die Messplatte Ubertragedevur

Messung und Auswertung
Die Messplatten wurden tber Nacht zum Trocknenrwdga Abzug gestellt und am nachsten
Tag mit Folie beklebt und inTOPCountZahlgerat gemessen. Die radioaktive Strahlung

wurde durch die Beschichtung der Messplatten inhtigganten umgewandelt, die das



Zahlgerat in Lichtemissionen pro Minuteo(ints per minutecpm) berechnet. Der Prozentsatz
spezifischer Lyse ergab sich aus der Formel:

gemessene 51Cr-Freisetzung - spontane 51Cr-Fnaiggetz

x 100

(maximale 51Cr-Freisetzung : 2) - spontane 51CisEteung
Der Wert der maximalen Chromfreisetzung musste ldurwei geteilt werden, um die
Verdunnung der restlichen Proben zu bericksichtidardie Zielzellen fur diesen Wert direkt
und unverdinnt auf die Messplatte pipettiert wurden

4  Durchflusszytometrie

4.1 Allgemein

Die Durchflusszytometrie arfluorescence activated cell scann@fACS) ermdglicht eine
Analyse der Expression von bestimmten Zellmolekulgber Fluoreszenz-markierte
monoklonale Antikorper. Diese Antikorper sind spiezh fir Proteine auf der
Zelloberflache. Die Antikdrper sind mit einem Flaszenzfarbstoff gekoppelt (direkte
Markierung) oder werden mit einem fluoreszenzgekdttiep Sekundarantikorper (indirekte
Markierung) nachgewiesen. Die Messung am Durchdlytesneter beruht darauf, dass diese
Zellen einzeln in einem Probenstrom an einem Lé&sdisvorbeigeleitet und von ihm erfasst
werden. Es kommt so zur Anregung der gekoppelteoreszenzfarbstoffe. Sie emittieren
dann Licht einer bestimmten Wellenlange, welches Rbotozellen im FACS qualitativ und
quantitativ gemessen wird. Dadurch kann die Art déarkierung (Expression eines
spezifischen Molekulls) und deren Intensitat (Exgpimssstarke des spezifischen Molekiils)
auf jeder einzelnen Zelle bestimmt werden. AulRertisst sich mit dem Vorwartsstreulicht
(forward scattey FSC) eine Aussage uber die Grél3e der Zelle undlemn Seitenstreulicht
(side scatter SSC) eine Aussage Uber deren Granularitat trefsnist also moglich die
Zellen nach GroRRe, Granularitdat und Expression ifesier Molekile einzuteilen.
Monoklonale Antikorper, die fir FACS Analysen vernwdet wurden, waren entweder mit
FITC (Fluorescein-Isothiocyanat, Emissionsmaximuei 530 nm), PE (Phycoerythrin,
Emissionsmaximum bei 585 nm), PerCP (Emissionsmaximbei 678 nm), APC
(Allophycocyanin, Emissionsmaximum bei 767 nm) nmeitk Am LSRII Gerat wurden
zusatzlich APC-Cy7 (Emissionsmaximum bei 785 nn;,@/7 (Emissionsmaximum bei 785

nm) und PE-Texas Red (Emissionsmaximum bei 615mankierte Antikérper verwendet.



4.2 Direkte Farbung

Die zu messenden Zellen wurden abzentrifugiertinfACS-Puffer (PBS, 1 % FBS, 0,1 %
NaNsz) aufgenommen. Pro Ansatz wurdenB@ler Zellsuspension mit jeweils|2 von bis zu
sieben verschiedenen direkt markierten Antikorpgmn 30 Minuten im Dunkeln auf Eis
inkubiert. Pro Ansatz wurden zwischen 50.000 und.@@0 Zellen verwendet. Anschliel3end
wurden die Zellen mit FACS-Puffer fir 5 Minuten 840 g gewaschen. Der Uberstand
wurde abgeschittet und die markierten Zellen erdwed 100-150pul FACS-Puffer
aufgenommen und sofort gemessen, oder mit 1004139 PFA/PBS fixiert und innerhalb
der nachsten Tage gemessen. Zu jeder Messung wiidsitiv- und Negativkontrollen
angefertigt. Fur die Negativkontrollen dienten mispezifisch-bindende Antikdrper mit den
jeweils in der Messung verwendeten Isotypen (Idaipgrollen). Die fixierten FACS Proben

wurden im Kihlschrank aufbewahrt, um ein AusbleicHer Farbstoffe zu vermeiden.

4.3 Indirekte Farbung

Unmarkierte Antikdrper mussten indirekt nachgewneserden. Hierfiir wurden die 50.000-
200.000 Zellen wie unter 4.2 beschrieben mitpd@des ersten unmarkierten Antikdrpers
(Primarantikérper) fur 45 Minuten auf Eis inkubieiurch einen Waschschritt wurde nicht
gebundener Primarantikorper entfernt. AnschlieRendde fir 30 Minuten mit einem PE-
markierten Antikorper (Sekundarantikorper) inkubidder spezies- und isotypspezifische
Sekundarantikorper bindet an den konstanten Fc-desl Priméarantikorpers. Nach einem
Waschschritt wurden die Zellen in 100-1%0 FACS-Puffer aufgenommen und sofort
gemessen oder mit 100-150 1% PFA/PBS fixiert. Als Isotypkontrollen dientemcht

bindende und ebenfalls unmarkierte Primarantikorper

4.4 Messung und Auswertung der Daten

Die Messung der gefarbten Proben erfolgte an zersichiedenen Geréaten, abhangig davon,
wie viele Fluoreszenzen gemessen werden solltes. CSCalibur-Gerét ist mit zwei
Lasern ausgestattet (488 nm Argon und 633 nm He/Diegkt gefarbte Ansatze mit vier
Farben (FITC, PE, PerCP und APC) oder indirekteblidgen wurden an diesem Geréat
gemessen. Am FACSCalibur muss man vor jeder Messunginfach gefarbten Ansatzen in
jeder Farbe die spektralen Uberlappungen zwischem wvkrschiedenen Fluorochromen
kompensieren. Nachdem diese Einstellungen vorgermsmwurden, konnten die Zellen
gemessen werden. Die Messung und die Auswerturgjgesh mit der CellQuest 5.2.1

Software (BD Biosciences). Das LSRII-Gerat (BD RBiesces) ist mit vier Lasern



ausgestattet: ein UV Laser (355 nm), ein blauehBlager (488 nm), ein violetter VioFlame
PLUS Laser (405 nm) und ein He/Ne Laser (633 nm)k&@nen mit diesem Gerat bis zu 18
verschiedene Fluorochrome unterschieden werdenerduderfiigt das LSRIl Uber ein
digitales Aufnahmesystem, was auch eine nachtligli€ompensation erméglicht. Fur die
Messung und die Auswertung wurde die FACSDiva Saféw5.0.2 (BD Biosciences)
verwendet. Die in dieser Arbeit untersuchten Arsler®atienten wurden alle mit dem LSRII
Durchflusszytometer und der FACSDiva Software (tastfir Immunologie, Universitat
Heidelberg) analysiert. Aufgrund der unterschiddic Aufnahmesysteme unterscheidet sich
die Darstellung der durchflusszytometrischen Daten Arthrose-Patienten immer von den
Arthritis-Patienten (FACS Calibur, Institut fur Mekulare Immunologie, Minchen).

Bei indirekten FACS-Farbungen wird nur eine Fluaese gemessen. Die einfachste Form
der Auswertung stellt das Histogramm dar, welchedsralirekten Farbungen erstellt wird, da
hier nur eine Fluoreszenz gemessen wird. Bei eiftisitogramm wird die Stéarke des
Fluoreszenzsignals gegen die Anzahl der Ereigrasdgetragen. Bei der Auswertung legt
man die Histogramme der Isotypkontrolle und des umtersuchenden Antikorpers
Ubereinander und wertet den Unterschied in derrEkrenzstarke als positives Signal. Bei
direkten Farbungen erfolgte die Auswertung nacteremathematischen Methode aus der
Mengenlehre, der booleschen Algebra (Abb. 11). Nashtber GroéRe und Granularitat die
Lymphozyten definiert wurden (Region R1), wurderesai Zellen in den entsprechenden
Histogrammen durch Regionen (R3-R6) fur die jeweilFluoreszenz als positiv definiert.
Diese Regionen wurden dann unter Verwendung derrddpen UND und NICHT
miteinander kombiniert. Eine Zelle kann beispiels®epositiv fiur Region 1, positiv fur
Region 2, negativ fir Region 3 und positiv fir Reg# sein und wird als ,R1 und R2 und R4
und nicht R3* definiert. In dieser Weise wurdenrviduoreszenzen miteinander kombiniert
und es wurde allen mdglichen Kombinationen jeweitee Farbe zugeordnet. Man kann sich
die farbig definierten Zellen dann in einem zweidmionalen Dot-Plot darstellen lassen. So
kann die Beziehung zweier Fluoreszenzen auf eirgle Zgezeigt werden. Damit alle
Fluoreszenzen in ihrer Beziehung zueinander urtbtswerden konnen, wird jede
Fluoreszenz in Kombination mit allen anderen Flepemzen dargestellt. Bei vier Farben lasst
man sich also sechs Dot-Plots anzeigen. Durch Bo®lesche Methode* kann man so nicht
nur einfach- von doppelt-positiv markierten Zellenterscheiden, sondern die farbliche

Kodierung erlaubt auch eine Detektion von drei-roderfach positiven Zellen.
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Abb. 11 Auswertung direkter FACS-Farbungen nach der .Booleschen Methode"

Dargestellt ist die exemplarische Auswertung einer FACS-Messung mittels der Booleschen Methode. Zunéchst werden
die Lymphozyten nach Grofl3e und Granularitat ausgewahlt (Region R1). In Histogrammen werden die Lymphozyten dann
durch die Regionen (R3-R6) fur die jeweilige Fluoreszenz als positiv definiert. Die Regionen werden unter Verwendung
der Operatoren UND und NICHT miteinander kombiniert und jede Kombination farblich markiert. Die farbig definierten
Lymphozyten kénnen dann in Dot Plots dargestellt werden. Dadurch kann die Beziehung zweier Fluoreszenzen auf einer
Zelle dargestellt werden. Durch die farbliche Markierung werden zusétzlich drei- und vierfach gefarbte Zellen dargestellt.

5 CD107a-Degranulations-Versuch

Die Degranulation von NK- und T-Zellen wurde ubeend Nachweis der CD107-
Oberflachenmobilisierung untersucht (Betts, Breegldt al. 2003). Hierzu wurden die Zellen
bei Anwesenheit des Antikorpers fur CD107a mit Zaden stimuliert. CD107a ist ein
Membranprotein der Lysosomen und daher auch eitaBeéteil der lytischen Granula von
NK- und cytotoxischen T-Zellen. Erkennt die Killefle ihre Zielzelle und schittet ihre
Granula aus, so gelangen die CD107a-Molekule tansiuf die Zelloberflache, wo sie dann
durch den zugegeben fluoreszenzmarkierten Antikorparkiert werden kénnen (Abb. 8,
Einleitung S.15). Die daraus resultierende Fluaezntensitat, die am Durchflusszytometer
gemessen wird, ist somit proportional zum Ausmal Begranulation und kann auf

Einzelzellniveau nachgewiesen werden.

Fur den Degranulations-Versuch wurden die Effeldtien und die Zielzellen (0,3-0,5 x%0

in einem Verhaltnis von 1:1 eingesetzt. Die ZeNewrden in Vertiefungen von 96-Loch U-

Boden Platten in Tumormedium pipettiert. Als Kofirovurde ein Ansatz ohne Zielzellen

angesetzt, da in diesem die spontane Degranulagobachtet werden kann. Anschlie3end
wurde je Ansatz 10 pl Phycoerythrin (PE)- oder Fdsaeinisothiocyanat (FITC)-markierter

CD107a Antikorper zugegeben. Das Endvolumen dei&esbetrug 200 pl. Es folgte eine



einsttindige Inkubation bei 37 °C im Brutschrank séimie3end wurde in jeden Ansatz 5 pl
Monensin (2 mM) zugegeben. Monensin verhindert dieternalisierung der

Oberflachenmolekile und fihrt so zu einer Anreicghgrvon CD107a Molekilen auf der
Zelloberflache. Nach weiteren 3 Stunden Inkubakien37 °C wurden die Ansatze mit 100 pl
FACS-Puffer gewaschen und fiir 8 Minuten bei 472mgizfugiert. Danach wurden die Zellen
in 50 pl FACS-Puffer resuspendiert und mit weiteferoreszenzmarkierten Antikoérpern
gegengefarbt (z.B. CD3-PerCP, CD16-FITC, CD56-AP@) verschiedene NK- und T-
Zellpopulationen im Durchflusszytometer bestimmenknnen. Die Auswertung erfolgte

mittels der Booleschen Methode (4.4) und ist in AMb (S.76) exemplarisch dargestellt.

6 CFSE-Proliferations-Versuch

Carboxyfluorescein-Succinimidyl ESt@EFSE) ist ein Vitalfarbstoff, der passiv in diell2a
diffundiert und dort irreversibel an Zellproteinentbet. Intrazellulare Esterasen spalten die
Estergruppen des Molekils ab und wandeln es sanenefluoreszierenden, nicht mehr
membrangangigen Farbstoff um. Nach einer Anreguitgemer Wellenlange von 517 nm
emittiert das Molekdl grines Licht. Die Fluoreszeles Molekls ist sehr stabil und halt Gber
mehrere Wochen an. Mit jeder Proliferation der rreatkn Zelle, halbiert sich die Intensitat,
da sich die intrazellularen Proteine auf die zwechiterzellen verteilen. Dadurch kann der
Verlauf der Proliferation durch eine Abnahme der udfészenzintensitat am
Durchflusszytometer verfolgt werden. Die PBMC wurdeie unter 2.1 beschrieben isoliert.
Es kdnnen auch eingefrorene Zellen nach dem Auitaue unter 2.4 beschrieben verwendet
werden. 10x19Zellen wurden abzentrifugiert und in 2,5 pM CFS&stng (CFSE in RPMI
[l Medium) aufgenommen. Nach einer Inkubation 1ixr Minuten bei 37 °C und 5 % GO
wurden die Zellen in PBS resuspendiert und bei ¢#r 5 Minuten abzentrifugiert. Die
Zellen wurden in 5 ml RPMI 11l + 10 % HS aufgenonmend fir 30 Minuten bei 37 °C und
5 % CQ inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit Med wurden die Zellen erneut
abzentrifugiert und gezahlt. Pro Ansatz wurden 11® CFSE-markierte PBMC mit
bestrahlten (80 Gy) Stimulatorzellen (C1R, C1R-pélBN, C1R-ULBP4syn) fur 72 Stunden
in 24-Loch-Platten inkubiert (Endvolumen pro Lochm®). Das Effektor-Zielzell-Verhaltnis
betrug 2:1. Als Kontrolle der Proliferation dientgn Ansatz mit CFSE-markierten Zellen
ohne Stimulatorzellen. Direkt nach der Farbung war®,1 x 1& CFSE-markierte Zellen
abgenommen und mit 1 % PFA/PBS fixiert. Mit dieBeobe konnte die CFSE-Intensitat an

Tag 0 am Durchflusszytometer bestimmt werden. N@2hStunden wurden die Zellen



geerntet und in FACS-Puffer aufgenommen. Sie wudbam wie unter 4.2 beschrieben mit
fluoreszenzmarkierten Antikorpern nachgefarbt, uea ther anschlieBenden Messung am
Durchlusszytometer verschiedene Zellpopulationen tersoheiden und ihr
Proliferationsverhalten bestimmen zu koénnen. Dieswertung erfolgte mittels der
Booleschen Methode (4.4).

7  Multiplex-Analysen

7.1 Allgemein

Multiplex-Analysen basieren auf Polystyrol-Mikrop&el (O 5,6 pm), welche mit roten und
infraroten Fluoreszenzfarbstoffen gefarbt sind.emdunterschiedliche Intensitaten der zwei
Farbstoffe verwendet werden, kénnen von der Firramibex so bis zu 100 verschiedene
Gruppen an Mikropartikeln hergestellt werden (AbBA). Nachdem jede Gruppe eine eigene
»Signatur® durch die individuelle Farbung tragt,nkien diese kombiniert werden und durch
das Luminex-Gerat wieder ihrer urspringlichen Geuppgeordnet werden. Dadurch kénnen
simultan mehrere Parameter (z.B. Zytokine/Chemokiter DNS) in einer Probe gemessen
werden, was den grof3en Vorteil dieser Methode dgdman herkdbmmlichen Methoden
darstellt. Die spezielle Oberflache der Mikropastikerlaubt eine Kopplung von
~Fangermolekulen®, z.B. Antikorper, die gegen Zyitak gerichtet sind oder Oligonukleotide,
an die einzelstrangige DNS binden kann (Abb. 128 ein Parameter erfolgreich gebunden,
kann dieser in einem weiteren Schritt durch einekugdarantikdrper mit Biotinrest erkannt
werden (Abb. 12C). Phycoerythrin-(PE)-gekoppelt&ée@avidin markiert dann in einem
letzen Schritt diese Sekundarantikdrper oder dietirbilierten Oligonukleotide. Das
Luminex-Gerat (LabScalf100) basiert auf einer durchflusszytometrischenhdeée, bei der
die Mikropartikel durch eine Messkiivette an zwesémstrahlen vorbeigeleitet werden. Der
rote Detektionslaser erkennt die individuelle Fédpder Mikropartikel und kann sie so einer
bestimmten Gruppe (Region) zuordnen (Abb. 12E). gfimer Laser erkennt simultan die
orange Fluoreszenz des PE-gekoppelten Streptavidgimis kann so dem Mikropartikel
gleichzeitig eine Bindung des Parameters zuordAéb.(12D). In dieser Arbeit wurden mit
dem Multiplex-Verfahren Zytokin/Chemokin-Messungemd HLA-C/KIR-Typisierungen
durchgefluhrt
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Abb. 12 Grundlage der Multiplex-Analyse

Vereinfachte Darstellung der Multiplex-Analyse. Die Mikropartikel sind mit roten und infraroten Fluoreszenzfarbstoffen in
unterschiedlichen Intensitaten der zwei Farbstoffe gefarbt und kénnen so voneinander unterschieden werden (A). Auf den
Mikropartikeln sind spezifische Antikdrper oder Oligonukleotide gebunden (B). Ein daran gebundener Parameter wird
durch einen biotinylierten Sekundéarantikdrper und PE-gekoppeltem Streptavidin markiert (C). Im Luminex-Geréat erkennt
der rote Detektionslaser die individuelle Farbung der Mikropartikel (D) und kann sie so einer bestimmten Gruppe (Region)
zuordnen (E). Der griine Laser erkennt simultan die orange Fluoreszenz des PE-gekoppelten Streptavidins und kann dem
Mikropartikel gleichzeitig eine Bindung des Parameters und deren Intensitét zuordnen.

7.2 HLA- und KIR-Typisierung mittels Luminex Softwa re

Fir die HLA-C- und KIR-Typisierungen wurden die Mplex-Assays der Firma OneLambda
verwendet. Hierbei sind an die Mikropartikel seqspezifische Oligonukleotidsonden
gebunden, an die bestimmte Allelsequenzen der HLBz®. KIR-Gene binden kdnnen. In
dieser Arbeit wurde so der Genotyp fur HLA-C undndkIR-Lokus von gesunden
Normalspendern und den Patienten hochauflosendrivest

Die Typisierung wurde gemafl dem Protokoll des ledess durchgefuhrt. Die zu
untersuchende DNS wird in einer Polymerase-Kettktien mit spezifischen biotinylierten

Primern amplifiziert. Hierbei werden mit den gesehien Primern Exon 2 und Exon 3 des



HLA-C Gens und Exon 3+4, Exon 5 und Exon 7-9 deR Kbcus amplifiziert. Exon 2 und 3
von HLA-C kodieren fur dienl- undoa2-Doméane der Peptidbindungsfurche und stellen die
hoch polymorphen Sequenzen der HLA-Molektile daddanen sich die verschiedenen Allele
unterscheiden. Die amplifizierten Exons der KIR-&dwdieren flir die verschiedenen extra-
und intrazellularen Doméanen der 16 KIR-Gene, inethesich sowohl die Rezeptor- als auch
die allelspezifischen Unterschiede befinden. NagehRICR erfolgten eine Denaturierung der
doppelstrangigen DNS-Ampkifikate und eine Neutedlmn dieser Reaktion. Wahrend eines
Hybridisierungsschrittes kénnen die biotinyliertemzelstrangigen DNS-Amplifikate Gber
ihre komplementaren Oligonukleotidsonden an dierbplartikel binden. Durch mehrmaliges
stringentes Waschen werden nicht spezifisch gemeB&S-Strange entfernt. Anschliel3end
werden die, Uber die Primer biotinylierten, DNS&8tse mit PE-gekoppeltem Streptavidin
(SAPE) markiert. Die Intensitat des SAPE-Signaddltsein Mal3 fur Hybridisierung dar und
kann durch die Messung an einem Luminex-Durchfiualysegerat (LabScdA100)

detektiert werden.

Die Messung wurde am LabScdi00-Gerat mit der Software Luminex 100 IS 2.3
durchgefuhrt. Zur Auswertung wurden die Dateien dat HLA-Visual Software (Version
2.2.0, OneLambda) analysiert. Vor jeder Messungsnuas Gerat mit Kalibrierungs- und
Kontrollmikropartikeln (LiquiChip) kalibriert und dntrolliert werden. Die Software erlaubt
eine intermedidr auflosende Typisierung der Alleklam HLA-C sind heute 350 Allele
bekannt, die 274 Proteine kodieren (IMGT/HLA Datank). Von den 16 KIR-Genen sind
mittlerweile tGber 100 Allele bekannt (Carrington03). HLA-C und KIR-Allele werden in
ahnlicher Weise benannt, indem ein mehrstelligenlefecode nach den Richtlinien der
NMDP (National Marrow Donor Program) verwendet wiHlLA-Gene werden durch einen
8-stelligen Zahlencode unterschieden. Die ersteei Ziffern beschreiben immer das Allel
und die beiden nachsten Ziffern den Subtyp dedAlklele, deren Zahlencodes sich in den
ersten vier Stellen unterscheiden, weisen immee @&lokleotidaustausch auf, der zu einer
veranderten Aminosauresequenz des kodierten Psdignt. Allele die sich nur durch stille,
also nicht-kodierende Nukleotidaustausche unterdehe werden durch Unterschiede an
vierter und funfter Stelle des Codes beschriebea.|®zten Ziffern bezeichnen Allele, die
nur Veranderungen in nicht-kodierenden Bereicherg imtrons oder Promotorregionen,
aufweisen. Bei den KIR-Genen unterscheiden dieeerdtei Zahlen Exonsequenzen, die zu
einer veranderten Aminosauresequenz fuhren. Dibstéic zwei Zahlen bezeichnen Allele,
die nicht-kodierende Veranderungen aufweisen. &igén Ziffern bezeichnen wieder Allele,

die nur Veranderungen in nicht-kodierenden Beregichgweisen. Die HLA-Visual Software



liefert eine intermediar auflosende Typisierung aiiter Genauigkeit von mehr als 2 Ziffern
nach dem ,** - z.B. Cw*0601. Bei der Bestimmung delativen Haufigkeiten der HLA-C-

bzw. KIR-Allele wurde auf eine Berechnung nach detardy-Weinberg-Gleichgewicht

verzichtet, da es sich in meinem Fall nicht um Eiequenzen einzelner Allele, wie z.B.
Cw*0601 handelt, sondern die relativen Frequenzatzer Allel-Gruppen (z.B. alle Cw*06-

Allele) berechnet wurden.

7.3 Zytokinmessung mittels Bioplex Software

Fur die Zytokin- und Chemokinmessungen wurden didtiplex-Assays der Firma BioRad
verwendet. Hierbei sind an unterschiedliche Mikrtigal Antikrper gebunden, die gegen
unterschiedliche Zytokine oder Chemokine gericktetl. Mit dem Luminex-Gerat konnten
so im Serum oder Plasma der Spender und Patiergezulb0 Analyte simultan gemessen

werden.

Die Durchfuihrung erfolgte laut Herstellerprotokdfor der Messung wurden die Proben 1:1
mit Serum Diluent (BioRad) verdinnt, wodurch die n§lavitat erhoht wird. Die
Mikropartikel und das Serum wurden in einer 96-L-&3b-Plex MCV-Platte miteinander
inkubiert. Durch mehrmaliges Waschen wurden ungeéene Zytokine/Chemokine und alle
anderen Bestandteile des Serums/ Plasmas entfarathlielend erfolgte eine Inkubation
mit dem sekundaren Dbiotinylierten Detektionsantigiy welcher nach einigen
Waschschritten mit PE-gekoppeltem Streptavidin mearkvurde. Zusatzlich zu den Proben
wurden immer Standardkonzentrationen jedes ZytéRimsmokins eingesetzt, welche in
einer Verdunnungsreihe hergestellt wurden und soQ@iantifizierung jedes Analyten Uber
individuelle Standardkurven ermdglichen. Die Flezenzintensitat stellt ein Mafd fur die
Bindung der Zytokine/Chemokine dar und kann durah Messung an einem Luminex-
Durchflussanalysegerét (LabSE¥n00) detektiert werden.

Die Messung wurde am LabSc¥A400-Gerat mit der Software Bioplex Manager 4.1.1
durchgefuhrt. Mit dieser Software wurde anschlieRaach die Auswertung durchgeftihrt, da
diese uber die einzelnen Standardkurven der Anafjite jeweiligen Zytokin- oder

Chemokinkonzentrationen berechnen kann und soganaue Quantifizierung der Analyte

erlaubt.



8 Herstellung monoklonaler ULBP4-spezifischer Antik Orper

Da ULBP4 (Antigen fur die Immunisierung) nicht infgereinigter Form vorlag, wurde fir
die Erzeugung der monoklonalen Antikorper ein sgtitithes Peptid verwendet. Das Peptid

KNLFLOYNSDNNMVC stellt eine Aminosduresequenz aus a@&fDomane von ULBP4 dar

(siehe Abb. 13), welche in ULBP1-3 nicht zu findety obwohl sich diese in ihreml- und

a2-Domanen stark &hneln.

Signal-Sequenzal-Doméane [BE@28D6Mane, .. Transmembrandomat@zytoplasmatische Doméane

Abb. 13 Aminosauresequenz ULBP4wt

Es wurden Long-Evans-Ratten subkutan mit dem Peptid CFA (omplete Freud’'s

adjuvan) immunisiert (Labor Dr. E. Kremmer, GSF). Nach 7o8Nen erfolgte eine

Auffrischung der Immunisierung (,Boost”). 6 Tagechader Auffrischung wurden B-Zellen
aus der Milz der Ratten isoliert und mit Ag8-Myeloelen fusioniert. Die daraus
resultierenden Hybridomzellen vereinigen in siche dréahigkeiten einer Plasmazelle
Antikérper zu produzieren, und die Fahigkeit eifemmorzelle sich unbegrenzt zu teilen.
Nach einer Klonierung und Expansion dieser Zellemden 17 Hybridomuberstand in einem
ersten Antikorpertest getestet.

Hierzu wurden C1R-pcDNA3.1, C1R-ULBP4syn, C1R-AcGH¥1 und C1R-AcGFP-

ULBP4syn in einer indirekten FACS-Farbung mit deybHdomuberstadnden inkubiert. Eine
spezifische Bindung der im Hybridomuiberstand emginain Antikbrper wurde dann durch
einen Sekundarantikérper detektiert. 5 der Ubedstipeigten eine spezifische ULBP4-
Bindung auf den C1R-ULBP4syn-Zellen. Die ULBP4-Bing auf den C1R-AcGFP-

ULBP4syn Zellen war ebenfalls spezifisch, fiel jedoetwas schwacher aus, was durch
Konformationsanderungen des ULBP4-Molekils durct decGFP-Rest hervorgerufen

werden kann, da die Antikdrper aus sterischen Gairaft nicht mehr so gut binden kdnnen.
Nach mehrmaliger Reklonierung wurden die funf Adtperkandidaten erneut in einer
FACS-Farbung mit den C1R-Transfektanten getestiet.ethaltenen monoklonalen ULBP4-



Antikorper 7H2, 7H7, 8G1, 1B3 und 6F4 zeigen einge@Bindung von ULBP4syn auf der
Oberflache der Transfektanten. Das AcGFP-Fusiotsipravird nur von den Antikdrpern
7H2 und 7H7 schwach gebunden, die Antikérper 1B31 8und 6F4 erkennen das
Fusionsprotein nicht. In Abb. 14 sind exemplarideghFACS-Farbungen mit den Antikérpern
7H2 und 8G1 dargestellt.

A 7TH2 8G1 7H2 8G1
o
—[ S
gl
Slg
(U]
Nl o M\
©
o 1 I
< | ‘ it
O y
N ¥ !
W '] ‘-p" ‘M\Mm ¥ “M\“h
o 3
100 10' 102 10® 104 10° 10t 102 10% 104 10° 10' 10?2 103 10* 100 10' 102 103 104
C1R-pcDNA3.1 C1R-AcGFP ULBP4
C1R-ULBP4
Abb. 14 Untersuchung der ULBP4-Expression von C1R-T  ransfektanten mit den ULBP4-Antikorpern

Dargestellt ist die durchflusszytometrische Farbung der ULBP4-Transfektanten C1R-ULBP4 (rote Linie) und C1R-AcGFP-
ULBP4 (griine Linie) mit den monoklonalen Antikérpern ULBP4-7H2 und ULBP4-8G1. Als Vektorkontrollen dienten C1R-
pcDNAS3.1- und C1R-AcGFP-Transfektanten (schwarze Linien). Die Bindung der unmarkierten ULBP4-Antikorper wurde
Uber einen PE-gekoppelten Sekundarantikérper nachgewiesen.

9  Statistik

Die Berechnung der statistisch signifikanten Urtielesde der synovialen und peripheren NK-
Zellen und der Zytokinmessungen erfolgte mit dermiMeVhitney-U-Test, da es sich auf
Grund der Ausreil3er nicht um normalverteilte, sondeém nicht-parametrische Datensatze

handelt. Fur die Berechnung wurde die Software SEES&Gverwendet.



E Ergebnisse

1 NK-Zellen im Kontext autoimmuner und nicht-autoi mmuner
Gelenkerkrankungen

Im Zuge dieser Arbeit wurden die NK-Zellen im Koxiteerschiedener Gelenkerkrankungen
(Arthropathien) untersucht. Hierbei lag der Fokus auf dem Vergleidm autoimmunen
Gelenkerkrankungen (Arthritiden) mit nicht-autoimmen Gelenkerkrankungen (Arthrosen).
Die Rheumatoide Arthritis (RA) zahlt zu den entzictten, autoimmunen Erkrankungen,
und verlauft als rheumatisch bedingte Gelenkerluagk haufig in Schiben. Zu dem
Kollektiv der Arthritiden gehdren auch drei weiteeatziindliche, aber nicht-autoimmune
Erkrankungen: die Lyme-Arthritis (Gelenkentzindumgch Infektion mit dem Bakterium
Borrelia burgdorfer), die aktivierte Arthrose (Entzindung des Geleaks$ der Grundlage
einer Arthrose) und die Arthritis urica (Gicht, 8teechselkrankheit mit Ablagerung von
Harnsaurekristallen in Gelenken). Wahrend die rapiftatienten eine Rheumatoide Arthritis
vorwiesen, lag von diesen drei Erkrankungen jeweilseine Probe vor. In den Tabellen Tab.
7 und Tab. 8 (S. 32, 33) sind die Informationerden Patientenkollektiven gezeigt. Die drei
nicht-autoimmunen Krankheiten, zwei Reaktive AtikfPatienten, finf Patienten mit
undifferenzierter Oligo- und Polyarthritis, sowignf Patienten mit unbekannter Diagnose
wurden zusammen mit den Rheumatoiden Arthritisdpégn als ,Arthritis-Patienten”
zusammengefasst, da sich bezuglich der untersucR@mameter keine signifikanten
Unterschiede aufweisen lieRen. Als Vergleich zu demoimmunen Gelenkerkrankungen
wurde ein Gonarthrose-Patientenkollektiv (Arthrodes Kniegelenks) untersucht. Bei
Arthrose handelt es sich um eine degenerative ®etkrankung nicht-autoimmunen
Ursprungs. Im Vergleich zu den Arthritiden findegibei eine leichtere Entziindungsreaktion
der Gelenke (zunachst Knorpel, spater auch Knocstait) welche durch Abnutzung oder ein
Trauma ausgelost wurde. Die Synovialflissigkeihéhtin diesem Fall wesentlich weniger
lymphozytares Infiltrat. Aus diesem Grund stand diesen Proben nur wenig Zellmaterial
fur funktionelle Untersuchungen zur Verfugung. Algiteres Kontrollkollektiv wurden
Blutproben von gesunden Spendern untersucht. E(plginotypische Untersuchung des NK-
Zellinfiltrats wurden mononukleare Zellen wie ung&R beschrieben (Methoden, S. 43) aus
der Synovialflissigkeit (SFMC) der Kniegelenke Batienten, und wie unter 2.1 beschrieben
(Methoden, S. 42) aus dem Blut der Patienten undmidispender (PBMC) isoliert.

AnschlieRend wurde das zellulare Infiltrat phéandagp mittels Durchflusszytometrie in
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der NK-Zellen lag.

1.1 Der Einfluss der Autoimmunitat auf das NK-Zelli nfiltrat

Seit 1980 konnte in mehreren kleinen Studien gézeigrden, dass bei verschiedenen
autoimmunen Erkrankungen eine Assoziation mit eugringerten Frequenz an peripheren
NK-Zellen vorliegt (Hoffman 1980, Herold, Huen ét 4984, Negishi, Waldeck et al. 1986,
Lorini, Moretta et al. 1994, French and Yokoyama40 Diese NK-Zell Degeneration

konnte auch bei Patienten mit juveniler Rheumatoidehritis und der Rheumatoiden

Arthritis in der Peripherie gezeigt werden (Gromllanueva et al. 2003). Die Frequenz der
NK-Zellen unterscheidet sich aber laut Literatuchhiimmer zwischen den SFMC und den
PBMC von Arthritis-Patienten (de Matos, Berg et24107).
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Abb. 15 Frequenz der NK-Zellen in Synovialflissigke it und Blut

Die aus der Synovialflissigkeit (SFMC) und dem Blut isolierten (PBMC) monounkle&ren Zellen wurden mit CD56 und CD3
Antikdrpern geféarbt. Bei der FACS-Auswertung wurden die Lymphozyten nach GroRRe und Granularitét definiert.
AnschlieRend wurde der prozentuale Anteil der CD56°CD3” NK-Zellen an den gesamten Lymphozyten bestimmt. Die Linie
markiert den Mittelwert (MW). STABWN: Standardabweichung. NS: Normalspender. Die Berechnung der Signifikanzen
erfolgte nach dem Mann-Whitney-U-Test.



Der prozentuale Anteil der NK-Zellen an den Lympyten im Blut der Arthritis-Patienten
(n=14, 11,&7,9 %) ist nicht signifikant niedriger als im Blder Normalspender (n= 18,
17,6t11,3 %) (p=0,16), obwohl man eine Tendenz dahinggherkennen kann. In der
Synovialflissigkeit der Arthritis-Patienten ist di@equenz der NK-Zellen im Vergleich zu
den autologen PBMC ebenfalls nicht signifikant ednigt (n=23, 8,67,4 %, p= 0,21). Im
Blut (9,8t7,3 %) der Gonarthrose-Patienten (n=8) ist die N#l-Erequenz im Vergleich zu
den Normalspendern dagegen signifikant verringerD(035). Die NK-Zell-Frequenz zeigt
hier jedoch keinen Unterschied zu den autologero@giflissigkeiten (n=4, 16,4 %) und
zu den PBMC der autoimmunen Gelenkserkrankunge8£1,0 %) (p=0,6). Dieser Aspekt
widerspricht den bisherigen Vero6ffentlichungen, ehel eine verringerte Frequenz der NK-
Zellen mit Autoimmunitat korrelieren. Die Unterswucty der Patienten ergab nur eine
signifikante Abnahme der NK-Zell-Frequenz in deripleerie der Gonarthrose-Patienten. Als
weiteres Kontroll-Patientenkollektiv wurden in deesArbeit Psoriasis vulgaris Patienten
untersucht. Die durchflusszytometrischen Analysergaleen, dass auch bei dieser
autoimmunen Erkrankung in der Peripherie keine ingerte NK-Zell-Frequenz vorliegt
(siehe Abb. 37, S. 100).

1.2 Anreicherung der CD56 9" NK-Zellen in der Synovialfliissigkeit

Alle NK-Zellen exprimieren auf ihrer Oberflache C&®5edoch in unterschiedlicher Dichte.
CD56“™ NK-Zellen exprimieren CD56 zu einem moderatem édiu und stellen bei
gesunden Normalspendern 90% der peripheren NK+Zeltg. Die CD56™9" NK-Zellen
exprimieren CD56 sehr hoch und stellen 10% derpperen NK-Zellen dar (Cooper,
Fehniger et al. 2001). Die Mehrzahl der CBB@NK-Zellen exprimiert CD16 (ReRezeptor
1), die CD56™" NK-Zellen sind dagegen meistens CD16 negativ. Beimalspendern
findet man im Blut also zwei NK-Zell-SubpopulationeCD56"CD16"" NK-Zellen und
CD56""9" CD16™" NK-Zellen (Lanier, Le et al. 1986), die sich dufusszytometrisch gut
darstellen lassen (siehe Abb. 16A).
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Abb. 16 NK-Zell-Subpopulationen im peripheren Blut und in der Synovialflissigkeit

Dargestellt ist exemplarisch eine durchflusszytometrische Farbung von PBMC und SFMC mit CD56 und CD3 Antikdrpern.
Gegatet auf Lymphozyten und CD56°CD3" NK-Zellen. In der Peripherie (PBMC) teilen sich die NK-Zellen immer in ca.
90% CD56°"CD16™ und 10% CD56™"CD16"" Zellen auf. Es treten hierbei keine Unterschiede zwischen
Normalspendern und Arthritis- oder Arthrose-Patienten auf. In den Synovialflissigkeiten (SFMC) Uberwiegen bei Arthritis-
und Arthrose-Patienten die CD56"9" NK-Zellen gegeniiber den CD56"™ NK-Zellen. Die Arthrose-Patienten wurden immer
am LSRII Durchflusszytometer gemessen und mit der Diva Software ausgewertet. Daher kénnen sie sich in der
Darstellung von den Messungen und Auswertungen, die mit dem Calibur Durchflusszytometer und der CellQuest
Software durchgefuhrt wurden, unterscheiden.

Im Blut der Arthritis und Arthrose-Patienten liegeiie NK-Zellen im Vergleich zu den
Normalspendern in der gleichen Verteilung vor, Uréalgig davon ob es sich um
autoimmune oder nicht-autoimmune Erkrankungen Ha(éleb. 16). NK-Zellen stellen auch
in der Synovialflissigkeit eine signifikante Fraiti der infiltrierenden Lymphozyten dar.
Interessanterweise dominiert aber in den Synousdigkeiten unseres Arthritis-
Patientenkollektivs die CDS®™ Subpopulation, wie in Publikationen bereits beistien
(Dalbeth and Callan 2002, Dalbeth, Gundle et al0420 Dies ist unabhangig vom
Krankheitsbild, da die Dominanz dieser Subpopufatiei Rheumatoider Arthritis und
Psoriasis Arthritis als auch bei Patienten mit Riesy welche auch bei rheumatischen
Krankheiten auftreten kann, beobachtet werden K&aibeth and Callan 2002, Dalbeth,
Gundle et al. 2004). Diese Verschiebung der NKa&eteilung in der Synovialfliissigkeit der
Patienten konnte auch in dem hier untersuchtemriankollektiv gezeigt werden (siehe Abb.
16B). Nachdem alle NK-Zellen CD56 exprimieren unidhsdie CD56-Expression bei
Aktivierung von NK-Zellen erhéhen kann, kann mam difiltration nicht direkt mit der
CD56-Expression korrelieren. NK-Zellen sind zusétrldurch die Expression von CD16
charakterisiert, welches bei Normalspendern iibemvid auf CD58™ NK-Zellen exprimiert
wird. Aus diesem Grund wurde die Korrelation defiltrmtion mit der Abwesenheit von
CD16 auf synovialen NK-Zellen untersucht (Abb. 17).
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CD16-Expression auf NK-Zellen im Blut und i
Durchflusszytometrische Farbung mit CD56, CD16 und CD3 Antikérpern von PBMC und SFMC von Normalspendern,
Arthritis- und Arthrose-Patienten. Fir die Auswertung wurden die Lymphozyten nach GréRe und Granularitét definiert und
die CD16-Expression auf den CD56'CD3” NK-Zellen untersucht. Einteilung in CD16+ im Vergleich zu CD16- CD56“™ und
CD56™"™ NK-Zellen. Dargestellt ist die Auswertung des prozentualen Anteils bezogen auf die Anzahl der gesamten NK-
Zellen. A. PBMC Normalspender, n=17 B. PBMC Arthritis-Patienten, n=14 C. PBMC Arthrose-Patienten, n=8 D. SFMC
Arthritis-Patienten, n=22 E. SFMC Arthrose-Patienten, n=4 mit einem ,Ausrei3er* (o). Die Linie markiert den Mittelwert
(MW), STABWN: Standardabweichung

n der Synovialflissigkeit

Abb. 17 zeigt, dass CD16-positive COBBNK-Zellen im Blut von Normalspendern (Abb.
17A, 87,&5,5 % der gesamt NK-Zellen), im Blut von Patienteib Gelenkentziindung (Abb.
17B, 84,312,5 %) und von Arthrose-Patienten (Abb. 17C, 88,% %) die grofdte NK-
Zellfraktion darstellen. Durch die oben gezeigtesébiebung der NK-Zell-Subpopulationen,
dominieren folglich in der Synovialfliissigkeit voxrthritis (Abb. 17D, 60,217,9 %) und
Arthrose-Patienten (Abb. 17E, 6&®,0 %) im Vergleich mit den autologen PBMC hoch
signifikant die CD16-negativen CD%8™ NK-Zellen (Arthritis SFMC p<0,001, Arthrose
SFMC p=0,007). Dieser signifikante Unterschied kdntratz eines ,Ausreil3ers” unter den

Gonarthrose-Patienten

zustande

(gekennzeichnet h dunc in

Abb. 17E). Die

Synovialfliissigkeit der Arthrose-Patienten wurde éieer Operation zum Kniegelenkersatz



entnommen. Die sonst gelbliche Synovialflissigkdés ,Ausreiers® war durch die
Erythrozyten rot gefarbt, und deshalb liegt dierWetung nahe, dass die Synovialflissigkeit
wahrend der Operation durch eine Einblutung miigheren Lymphozyten ,kontaminiert*
worden ist. Die noch in der Synovialflissigkeit vAarthritis-Patienten vorhandenen CD16
NK-Zellen exprimieren ein hohes Niveau an CD56, vead einen aktivierten Zustand
hindeuten kdnnte. Dieser Unterschied ist hoch 8igmt (p<0,001). Interessanterweise ist
die CD56-Expression auf CD16NK-Zellen in der Synovialfliissigkeit von Arthrose-
Patienten nicht signifikant erhoht (p=0,07, ohneswif3ero). Bei der Beurteilung der
statistischen Auswertung darf die geringe Patiezgbhim Gonarthrose-Kollektiv (n=4) nicht
vernachlassigt werden. Ob wirklich ein Unterschieder Aktivierung synovialer NK-Zellen
zwischen einer autoimmunen und einer nicht autoimenuKrankheit vorliegt, kann erst
durch die Analyse weiterer Arthrose-Patienten beartet werden. Deutlich ist aber, dass
neben der Dominanz der COB%" NK-Zellen in der Synovialfliissigkeit die verbleitmen
CD16 NK-Zellen eine erhthte CD56-Expression aufweigeD16 ist auf synovialen NK-
Zellen aber sehr heterogen verteilt, deshalb kaesed Marker nicht als zufriedenstellender

Infiltrationsmarker flr synoviale NK-Zellen betraehwerden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in der Syn  ovialflissigkeit von Arthritis-

bright

und Arthrose-Patienten eine Dominanz an CD56 NK-Zellen beobachtet werden

kann. In den autologen PBMC liegen die Subpopulatio nen im Vergleich zu

Normalspendern unverédndert vor. Diese Veranderung i m NK-Zell-Repertoire ist
unabhangig vom Krankheitsbild, da kein Unterschied zwischen autoimmunen und
nicht-autoimmunen gefunden werden konnte. Es zeigte sich die Tendenz einer

erhohten CD56-Expression auf den synovialen CD16 * NK-Zellen von autoimmunen
Arthritis-Patienten im Vergleich zu nicht autoimmun en Patienten. Trotz der
Verschiebung der NK-Zell-Subpopulationen findet man in der Synovialflissigkeit
immer noch CD56 “™ Zellen. CD56 und CD16 kénnen also nicht als zufrie  denstellende

Infiltrationsmarker auf NK-Zellen in die Synovialfl Ussigkeit angesehen werden.



1.3 Veranderung der Killer-immunglobulin-&hnlichen Rezeptor-

Expression auf synovialen NK-Zellen

Es ist bekannt, dass die Expression von aktivierenthd inhibierenden KIR-Rezeptoren auf
NK-Zellen mit der CD16-Expression korreliert, algdR nur auf CD58™ NK-Zellen zu
finden sind (Moretta, Bottino et al. 1990). Um #ilR-Expression auf synovialen NK-Zellen
im Vergleich zu peripheren NK-Zellen zu untersuchemurden PBMC und SFMC
durchflusszytometrisch auch bezuglich dieser Oéentnexpression untersucht. Von jedem
KIR existiert eine inhibierende und aktivierendeftsm vor, welche identische extrazellulare
Doméanen besitzen und sich nur in ihrem Transmenbtditaond der zytoplasmatischen
Doméne unterscheiden. Mit den KIR-spezifischen Kipern kann also zwischen den
inhibierenden und den aktivierenden Isoformen nighterschieden werden. Der Antikorper
p58.1 erkennt den inhibierenden KIR2DL1 und denvakenden KIR2DS1, der p58.2-
Antikorper bindet KIR2DL2 und KIR2DS2. Der p70-Akdirper erkennt allerdings nur
KIR3DL1 und der p50.3-Antikérper bindet spezifisein KIR2DS4. Die Frequenz KIR-
positiver NK-Zellen kann in PBMC gesunder Spendarksvariieren und resultiert aus einem
im Detail noch nicht verstandenem ,Lizensierungszi€hungsprozess der NK-Zell-
Vorlaufer im Knochenmark (Anfossi, Andre et al. B)®Raulet and Vance 2006, Yokoyama
and Kim 2006). Diese Variabilitat spiegelt sich laiurc den Patientenkollektiven dieser Arbeit
wieder (Abb. 18).
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Abb. 18 KIR-Expression auf peripheren und synoviale  n NK-Zellen

Exemplarische Darstellung einer durchflusszytometrischen Farbung von PBMC und SFMC mit CD56, CD16, p58.1
(KIR2DL/S1), p58.2 (KIR2DL/S2), p70 (KIR3DL1), p50.3 (KIR2DS4) und CD3 Antikdrpern. Es ist jeweils ein
reprasentativer Spender gezeigt: PBMC Normalspender MS, PBMC Arthritis-Patient SYN#01 und die autologen SFMC
SYN#01. Die Lymphozyten wurden nach GréRe und Granularitat definiert und die KIR-Expression auf den CD16/CD16
NK-Zellen ausgewertet (CD56'CD3). In den Graphen ist die Auswertung des prozentualen Anteils der KIR" NK-Zellen
bezogen auf die gesamte NK-Zellanzahl gezeigt (PBMC NS n=16, PBMC Arthritis n=14, SFMC Arthritis n=21). Die Linie
markiert den Mittelwert (MW). STABWN: Standardabweichung



Abb. 18A zeigt, dass sich die KIR-Expression aef @D16-positiven NK-Zellen beschrankt.
Da die Spender immer verschiedene KIR-Genotyperizees(siehe Tab. 18 und Tab. 17,
Anhang S.160, 161) variiert die KIR-Expression \@®pender zu Spender. Im Durchschnitt
exprimieren 10,3 % der CD16NK-Zellen KIR2DLS/1, 15,7 % KIR2DL/S2, 13,8 %
KIR3DL1 und 14,3 % KIR2DS4. Die hohe Standardabweng bei KIR2DS4 kommt daher
zustande, dass das Nullallel von KIR2DS4 in derdearung eine Frequenz von 84% besitzt
und viele Spender KIR2DS4 somit gar nicht exprimmerkonnen (Carrington 2003).
Nachdem sich die Frequenz der CD16 positiven NKezieim Blut von Arthritis-Patienten
nicht verandert (Abb. 17C) findet hier auch keinedArung der KIR-Expression statt (Abb.
18B). In der Synovialflissigkeit von Arthritis-Patiten liegen signifikant weniger
CD16'CD56"™ NK-Zellen vor (p<0,001, Abb. 17D) als in der Pépie der Patienten.
Dementsprechend verringert sich die KIR-Expressanifikant (Abb. 18C, KIR2DL/S1
p=0,003, KIR2DL/S2 p<0,001, KIR3DL1 p=0,004, KIR2D$=0,13). Die Patienten, welche
das Nullallel von KIR2DS4 besitzen konnen natirlidsine Anderung in der KIR2DS4-
Expression zeigen. Die vollstandigen Typisierursgsh der Normalspender und Patienten
sind in Tab. 17 und Tab. 18 (Anhang S. S.160, I@&Fkigt. Die synovialen NK-Zellen der
Arthrose-Patienten konnten phénotypisch nicht allf-Expression untersucht werden, da zu
wenig SFMC vorlagen. Die Frequenzen der KIR-Expogsentsprechen aber auf peripheren
NK-Zellen von Arthrose-Patienten denen von ArtBefiatienten (Daten nicht gezeigt). Durch
ihren synovialen KIR-negativen Phanotyp kénnen NHleh nicht Gber die Interaktion mit
HLA-C- oder Bw4-Molekilen reguliert werden. Fur diehibitorische Funktion muissen
synovialen NK-Zellen also andere Rezeptoren zufidemng stehen, weshalb die wichtigsten
NK-Rezeptoren untersucht wurden. Der inhibierend€y@-Lektin Rezeptor NKG2A liegt
immer als Heterodimer mit CD94 vor, wird jedoch rauf einem Teil der NK-Zellen
exprimiert und erkennt das nicht klassische HLA-BI&Ul. CD94 wird von allen NK-Zellen
exprimiert und kann auch als Heterodimer mit dentivedtenden NKG2C-Rezeptor

vorliegen.
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Abb. 19 CD94- und NKG2A-Expression auf peripheren u  nd synovialen NK-Zellen

Dargestellt ist eine exemplarische durchflusszytometrische Farbung von PBMC und SFMC mit CD56, CD94, NKG2A und
CD3 Antikdrpern. Es ist jeweils ein reprasentativer Spender gezeigt: PBMC Normalspender MS, Arthritis-Patient SYN#01
(PBMC und autologe SFMC). A. Die Lymphozyten wurden nach GréRe und Granularitat definiert und die CD94 und
NKG2A-Expression auf den CD56°CD3" NK-Zellen mittels der Booleschen Methode ausgewertet B. Der Graph zeigt die
kombinierte Auswertung des prozentualen Anteils der CD94" und NKG2A" NK-Zellen bezogen auf die gesamte NK-
Zellanzahl (PBMC NS n=16, PBMC Arthritis n=13, SFMC Arthritis n=22).

Abb. 19 zeigt, dass der prozentuale Anteil der CD®4G2A" NK-Zellen in der
Synovialflissigkeit von Arthritis-Patienten im Véegh zur Peripherie stark erhdht ist.
86,8t8,4 % der synovialen NK-Zellen von Arthritis-Patien exprimieren NKG2A, aber nur
42,6:18,7 % der autologen peripheren NK-Zellen sind NR@Dsitiv, was der Frequenz von
Normalspendern (50#14,9 %) entspricht. Da CD94 auf nahezu allen NKefekonstant
exprimiert wird, kann die Zunahme der NKG2A-postivNK-Zellen mit einer Abnahme von
NKG2C" NK-Zellen in der Synovialfliissigkeit einhergehebie NKG2C-Expression auf
synovialen NK-Zellen konnte jedoch nicht untersuebtden, da zu Beginn der Arbeiten mit
Patientenmaterial kein direkt markierter NKG2C-Autiper vorlag und sich die Isolation von

NK-Zellen aus den SFMC sehr schwierig gestaltetef NK-Zellen stehen inhibierende



Rezeptoren immer in einem Gleichgewicht mit akterelen Rezeptoren. Ein wichtiger
aktivierender Rezeptor, welcher auf allen NK-Zeléqprimiert wird, stellt NKG2D dar, dem
eine Rolle bei der Rheumatoiden Arthritis in detetatur bereits zugeschrieben wurde (Groh,

Bruhl et al. 2003).
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Abb. 20 NKG2D-Expression auf peripheren und synovi  alen CD56°®" und CD56 ™ NK-Zellen

Die PBMC und SFMC wurden mit dem NKG2D-spezifischen Antikérper in Kombination mit CD56, CD16 und CD3
Antikorpern gefarbt. Die Lymphozyten wurden nach GréRe und Granularitéat definiert und auf die CD56°CD3" NK-Zellen
gegatet. Die NKG2D-Expression wurde auf CD56”" und CD56"™ NK-Zellen ausgewertet. Die Graphen zeigen die
kombinierte Auswertung des prozentualen Anteils der NKG2D" und der CD56%"/CD56"""-Expression bezogen auf die
gesamte NK-Zellanzahl.

Abb. 20 zeigt in der Tat, dass NKG2D auf nahezemaNK-Zellen vorhanden ist und daher
die Expression mit der Verschiebung der NK-Zelldaganen in der Synovialflissigkeit
einhergeht. In der Peripherie Uberwiegen sowohINmmalspendern (892,8 %) als auch
bei Arthritis-Patienten (84#9,9 %) die NKG2DCD56'™ Zellen, wohingegen in der
Synovialfliissigkeit 82,214,4 % der NK-Zellen CD38%™ NKG2D exprimieren.

Als weitere NK-Zellrezeptoren wurde die Expressider NCR QNatural Cytotoxicity

Receptors NKp30, NKp44 und NKp46 analysiert, wobei NKp30duNKp46 die besten NK-
spezifischen Rezeptoren darstellen und auf allenZ&hen exprimiert sind. Auch in den
untersuchten Normalspender- und Patientenkollektiveirden 100% der NK-Zellen als
NKp30 und NKp46 positiv bewertet. Die Ergebnissendsiin folgender Tabelle

zusammengestellt, wobei die ExpressionsdichtearBéwertung einging.



- keine Expression

(+) schwache Expression

+ hohe Expression

++ sehr hohe Expression

PBMC NS PBMC Arthritis SFMC Arthritis
CD56"™ | CD56™" | CD56"™ | CD56°" | CD56"™ | CD56”"
NKp30 (+) (+) (+) () - -
NKp44 - - - - - -
NKp46 (+) ++ (+) ++ (+) ++
Tab. 13 Expression der NCR auf peripheren und synov  ialen NK-Zellen

Die PBMC und SFMC wurden mit dem NCR-spezifischen Antikdrper NKp30, NKp44 und NKp46 jeweils in Kombination
mit CD56, CD16 und CD3 Antikdrpern gefarbt. Die Lymphozyten wurden nach GréRe und Granularitat definiert und auf
die CD56'CD3" NK-Zellen gegatet. Die NCR-Expression wurde auf CD56”9" und CD56"™ NK-Zellen ausgewertet.
Dargestellt ist die Expressionsdichte, wobei zwischen sehr hoch ++, hoch +, schwach (+) und negativ — unterschieden
wurde.

Auf peripheren NK-Zellen von Normalspendern undhitis-Patienten wird NKp30 generell
schwach exprimiert, auf den synovialen CPB%8 NK-Zellen konnte NKp30 nicht
nachgewiesen werden. Da NKp44 auf NK-Zellen nuhnaktivierung induziert wird (Vitale,
Bottino et al. 1998), war auf den peripheren NKI&elder hier untersuchten Normalspender
und Patienten keine NKp44-Expression nachweisb&p44d konnte nicht auf synovialen
NK-Zellen nachgewiesen werden, obwohl schon puitizivurde, dass es sich hierbei um
einen aktivierten Phanotyp handelt (de Matos, Bxrgl. 2007). Sivori et al haben bereits
beschrieben, dass NKp46 auf NK-Zellen unterscrobdéixprimiert sein kann. Bei manchen
Individuen sind alle NK-Zellen homogen NKp48", bei anderen Individuen existiert neben
diesen Zellen noch eine NKp2% Population (Sivori, Pende et al. 1999). Die Dichitr
NKp46-Expression korreliert dabei mit der lytischARtivitat. Bei den hier untersuchten
Spendern und Patienten, war NKp46 ebenfalls heteraxprimiert: CD58™ NK-Zellen
waren NKp46" und CD56"" NK-Zellen entsprechend NKp28™ In dieser Arbeit konnte
also bestatigt werden, dass die Anreicherung der5&8" NK-Zellen in der
Synovialfliissigkeit von Arthritis-Patienten mit d&nreicherung von NKp48%™ NK-Zellen
einhergent.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich das R epertoire der inhibitorischen
aktivierenden NKG2/NCR-Rezeptoren auf synovialen NK-Zellen
bigt CD16~ Population verandert. Daher
n, dafir verstarkt NKG2A/CD94
ht durch die KIR-Liganden
herweise durch die Interaktion
mit dem NKG2A/CD94-Liganden HLA-E. Die synovialen C D569 NK-Zellen
exprimierten interessanterweise weder NKp30 noch NK  p44, dafir aber verstarkt

Is CD56 bright NKp46 bright CD94bright

KIR sowie der
entsprechend der Anreicherung der CD56
exprimieren synoviale NK-Zellen keine KIR-Rezeptore
und NKG2D. Synoviale NK-Zellen scheinen deshalb nic

HLA-C und HLA-Bw4 reguliert zu sein, sondern méglic

NKp46. Der Phanotyp der synovialen NK-Zellen kann a
NKG2A"NKG2D" KIR" beschrieben werden.



1.4 Korrelation der Infiltration mit CD6

Neben den schon beschriebenen Oberflachenmarkemdevauch die CD6-Expression auf
synovialen NK-Zellen untersucht, da CD6 in unsekdveitsgruppe als differentieller NK-
Marker identifiziert wurde. Bisher konnte in detdriatur gezeigt werden, dass CD6-mRNS in
peripheren CD58" NK-Zellen, nicht jedoch in CD3E'™ NK-Zellen nachweisbar ist
(Koopman, Kopcow et al. 2003). Die Expression dé&-®/olekils auf der Oberflache von
NK-Zellen wurde nur in einer Publikation gezeigbea nicht ndher analysiert (Zimmerman,
Joosten et al. 2006).
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Abb. 21 CD6-Expression auf peripheren NK-Zellen von Normalspendern, Arthritis- und Arthrose-Patienten
Exemplarische Farbung von PBMC eines Normalspenders und eines Arthritis- bzw. Arthrose-Patienten mit CD56, CD16,
CD6 und CD3 Antikérpern. Gegatet auf CD56'CD3" NK-Zellen. Analyse der CD6-Expression auf NK-Zellen mittels der
Booleschen Auswertung. Die Arthrose-Patienten wurden immer am LSRIlI Durchflusszytometer gemessen und mit der
Diva Software ausgewertet. Daher kann sich die Darstellung von den Messungen und Auswertungen, die mit dem Calibur
Durchflusszytometer und der CellQuest Software durchgefiihrt wurden, unterscheiden.

In Abb. 21 sieht man deutlich, dass sich die penph NK-Zellen hinsichtlich ihrer CD6-
Expression unterscheiden und in zwei Subpopulati@ieteilen lassen. Bei Normalspendern
exprimiert die Mehrheit der CD8BCD16" NK-Zellen CD6 deutlich auf ihrer Oberflache
(dunkelblau). Die CD58%" NK-Zellen sind hingegen CD6-negativ (Abb. 21), binangig
davon ob sie CD16 exprimieren oder nicht (CD3@lb und CD16orange). Durch die
Farbgebung ist deutlich zu erkennen, dass in demovigiflissigkeiten beider
Patientengruppen die CD6-positiven NK-Zellen (helhd dunkelblau) nahezu vollstandig

fehlen. In Abb. 22 sind die durchflusszytometristhHergebnisse zur CD6-Expression auf



NK-Zellen von allen untersuchten Normalspendern @atienten zusammengefasst und

graphisch dargestellt.

PBMC NS n=17 PBMC Arthritis n=14 PBMC Arthrose n=8
1007 100 100 T
3 907 ' 90 90 -
N 80 . | ' . 80
X 704 4 80 1 . | .
z ! 707 . 70 i
§ 60 ] 60 1 [ ! 60 Ll -
B ] 4 - 4 ]
£ 50 . 50 I 50
@ 401 T 40 . ' . 407 -
= 307 : 30 : . 30 | .
S 20- T 2 ' . 20 - '
= 101 'i' ! 107 T ' ' Wl .+
= = f
0 0 0
cp6* | coe\ CcD6* | cm;»\ coe* | cpe ‘ coe* | cpe ‘ cD6* | CDG“ co6* | CDG“
CD56** CD56dm CD56*+ CD56dim CD56*+ CD56dim
MW 1,2 54 705 229 14 9,1 438 457 1,4 6,5 58,3 33,9
STABWN 0,8 3,2 11,5 10,7 0,9 9,1 254 222 1,0 2,1 121 124
SFMC Arthritis n=22 SFMC Arthrose n=4
100~
100+ : ] "
90
& % 1 80 v
N 807 ! 70
X 70’ [ ] 607
Z 60- . ]
p_,E) 50 50 o .
S 40 . . 407
2 304 . H 30
& 204 . 20
©
o 104 & 101 —
DI 2 + | P
CD6* \ CD6 \ CD6* \ CD6 ‘ CD6* \ CD6 \ CD6+‘ CD6’~
CD56*+ CD5gdm CD56* CD564m
MW 3,1 82,2 24 12,2 2,8 883 08 8,4
STABWN 2,7 15,1 49 116 1,2 4,4 0,4 3,7
Abb. 22 CD6-Expression auf CD56 und CD56 %™ NK-Zellen von Normal spendern, Arthritis- und Arthr ose-
bb i f bright undl dim [ Ispend h d Arth

Patienten

Durchflusszytometrische Farbung mit CD56, CD6 und CD3 Antikérpern von PBMC und SFMC von Normalspendern,
Arthritis- und Arthrose-Patienten. Fir die Auswertung wurden die Lymphozyten nach GréRe und Granularitat definiert und
die CD6-Expression auf den CD56°CD3" NK-Zellen untersucht. Einteilung in CD6+ im Vergleich zu CD6- CcD56"™ und
CD56™™ NK-Zellen. Dargestellt ist die Auswertung des prozentualen Anteils bezogen auf die gesamt NK-Zellanzahl.
PBMC Normalspender, n=17, PBMC Arthritis-Patienten, n=14, PBMC Arthrose-Patienten, n=8, SFMC Arthritis-Patienten,
n=22, SFMC Arthrose-Patienten, n=4 mit einem ,Ausreier* (o). Die Linie markiert den Mittelwert. STABWN:
Standardabweichung

Abb. 22 zeigt, dass bei Normalspendern 70,5 % NHKeZeCD56'™CD6" und 22,9 % NK-
Zellen CD56™CD6 sind, wohingegen 5,4 % NK-Zellen COS8'CD6 und nur 1,2 %
CD56""CD6" sind. Bei Arthritis-Patienten ist die CD6-Expressiauf peripheren CDS8
NK-Zellen bereits signifikant geringer (p=0,01), daer nur 43,8 % NK-Zellen den
CD56"™CD6" Phanotyp aufweisen. Es exprimieren somit deutligniger CD58™ NK-
Zellen den CD6-Marker als bei Normalspendern. Dabldnde CDG6-Expression auf den
CD56”"9" NK-Zellen andert sich jedoch nicht (p=0,6). Bettkpse-Patienten zeigen sich die
gleichen Tendenzen, wobei auch hier 58,3 % depperéen NK-Zellen CD58"CD6" sind,



was im Vergleich zu den Normalspendern einer 8igmten Abnahme (p=0,05) entspricht.
Betrachtet man nun die SFMC der Arthritis-Patientéfit auf, dass die CD6-Expression auf
allen NK-Zellen, unabhangig davon, ob sie CP¥%® oder CD58™ sind, fast vollstandig
verschwunden ist. Im Vergleich zu den autologen EBMer Patienten liegen in der
Snyovialfliissigkeit signifikant weniger CD88CD6" NK-Zellen vor (2,4 %, p<0,001), es ist
also nur noch eine kleine Fraktion C86NK-Zellen CD6-positiv. Auch in der CDS&"
Fraktion sind nur wenige NK-Zellen CD6-positiv (3%). Die groldte Zellfraktion in der
Synovialfliissigkeit stellen somit die CD%8" CD6 NK-Zellen dar (82,2 %). Im Vergleich
zu den autologen PBMC ist diese Fraktion in derdSiaifliissigkeit hochsignifikant ernoht
(p<0,001). Vernachlassigt man den Ausreil3grifei den SFMC der Arthrose-Patienten, so
sieht man hier ebenfalls die Dominanz der CD6-riegatNK-Zellen (CD58"™ 88,3 %,
CD56"™ 8,4 % der NK-Zellen) gegeniiber den CD6-positivef-Zéllen. Die Fraktion der
CD56"" CD6 NK-Zellen ist im Vergleich zu den autologen PBMBeafalls signifikant
erhoht (p=0,01). Auch hier fehlt auf den NK-Zellen der Synovialflissigkeit der CD6-
Marker (p=0,01). Die Verteilung des CD6 Molekild geripheren NK-Zellen von Arthritis
und Arthrose-Patienten stellt eine Art ,Zwischeriangl“ zwischen den PBMC von
Normalspendern und den SFMC dar. Somit kdnnte @i&iMlerung der CD6-Expression in
der Peripherie der Patienten bereits einen Hinwefseine inflammatorische Erkrankung
geben. Bei nicht autoimmunen Arthrose-PatientedéstUnterschied der CDSBCD6" NK-
Zellpopulation im Vergleich zu den Normalspendeiohtso grof3 (p=0,05) wie bei den
autoimmunen Arthritis-Patienten (P=0,01). DieserfuBd konnte einen Hinweis auf die
starkere Entzindungsreaktion bei autoimmunen Ratiemarstellen. Diese Vermutung
konnte durch die Untersuchung von PBMC von Psariaslgaris-Patienten (siehe Abb. 38,
S.101) untermauert werden, da hier die Frequen£8&6"™CD6" NK-Zellen im Vergleich
zu Normalspendern ebenfalls abnimmt und den WelterArthrose-Patienten entspricht. Bei
Psoriasis vulgaris wurde ebenfalls eine Anhaufuag €D58""CD16 Zellen im Gewebe
(Haut) beschrieben (Ottaviani, Nasorri et al. 2006vas einen weiteren
Uberschneidungspunkt mit den Arthritis- und ArtledZatienten liefert.

Da die CD58™-NK-Population mit der CD16-Expression assoziistt liegt die Annahme
einer starken CD6-Expression nahe, weshalb naclba@eschen Logik die CD6- mit der
CD16-Expression kombiniert analysiert wurde (AbB).2
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Abb. 23 CD6-Expression auf CD16 ~und CD16" peripheren und synovialen NK-Zellen von Normalspen  dern,

Arthritis- und Arthrose-Patienten

Durchflusszytometrische Farbung mit CD56, CD6, CD16 und CD3 Antikorpern von PBMC und SFMC von
Normalspendern, Arthritis- und Arthrose-Patienten. Fur die Auswertung wurden die Lymphozyten nach Gréf3e und
Granularitat definiert und die CD6- und CD16-Expression auf den CD56"CD3" NK-Zellen untersucht. Einteilung in CD6+
im Vergleich zu CD6- auf CD16" und CD16™ NK-Zellen. Dargestellt ist die Auswertung des prozentualen Anteils bezogen
auf die gesamten NK-Zellen. PBMC Normalspender, n=17, PBMC Arthritis-Patienten, n=14, PBMC Arthrose-Patienten,
n=8, SFMC Arthritis-Patienten, n=22, SFMC Arthrose-Patienten, n=4 mit einem ,Ausreier* (o). Die Linie markiert den
Mittelwert. STABWN: Standardabweichung

Analog zu der Korrelation des CD6-Markers mit CBB6NK-Zellen (Abb. 22), ist die
Mehrzahl der CD16 NK-Zellen im Blut auch positiv fir CD6 (69,2 %), olsei kein
signifikanter Unterschied zwischen PBMC von Norrpalsdern und Arthrose-Patienten zu
sehen war. Bei Arthritis-Patienten ist die Anzaét @D16CD6" NK-Zellen im Blut (44,4 %)
im Vergleich zu Normalspendern jedoch signifikaetringert (p=0,01). Entsprechend der
Anreicherung der CD38*™ CD16 NK-Zellen, ist in der Synovialfliissigkeit der Aiiteler
CD16CD6 NK-Zellen bei Arthritis- und Arthrose-Patienten iergleich zu den autologen
PBMC signifikant erhoht (SFMC Arthritis 65,7 %, p€01, SFMC Arthrose 66,2 %,
p=0,007). Interessanterweise weisen die verbleiendD16 NK-Zellen ebenfalls einen



CD6-negativen Phanotyp auf (Arthritis 28,7 %, Adbe 18,8 %), wobei diese Anderung im
Vergleich zu den autologen PBMC signifikant ist t#itis p=0,02, Arthrose p=0,01 ohng.

Da CD6 bekanntermal3en am starksten auf allen T-bpayien exprimiert wird (Mayer,
Funke et al. 1990, Gimferrer, Calvo et al. 2004mférrer, lbanez et al. 2005), wurde
untersucht, ob auch das T-Zellinfiltrat in der Syiadflissigkeit durch das Fehlen des CD6-
Markers charakterisiert war.
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Abb. 24 CD6-Expression auf T-Zellen eines Normalspe  nders, eines Arthritis- und eines Arthrose-Patients

Dargestellt ist eine exemplarische FACS-Farbung mit CD3 und CD6 Antikdrpern von PBMC eines Normalspenders, eines
Arthritis- und eines Arthrose-Patienten. Im Vergleich dazu sind die SFMC der gleichen Arthritis- und Arthrose-Patienten
gezeigt. Es wurde auf die CD3" T-Lymphozyten gegatet und die CD6-Expression der T-Zellen dargestellt.

Im Gegensatz zu den NK-Zellen wiesen sowohl dieipperen T-Zellen von
Normalspendern, als auch die der Arthritis-Patier@me hohe CD6-Expression auf. In Abb.
24 ist exemplarisch jeweils nur ein Patient damgj#stdiese Beobachtung wurde jedoch bei
allen untersuchten Patienten, unabhangig von dkraBkung gemacht. Diese Ergebnisse
lassen darauf schlieRen, dass CD6 auf NK-Zellere eandere Funktion als auf T-
Lymphozyten ausitbt und somit einen nur fir NK-Zelkpezifischen Infiltrationsmarker
darstellt.



Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass CD6 NK- Zellen in zwei
Subpopulationen unterteilt und so neben CD16 einen differentiellen Marker auf
CD56"™ NK-Zellen darstellt. Die Analyse der CD6-Expressio  n zeigt, dass dieser Marker
wesentlich besser fur die Charakterisierung der syn ovialen NK-Zellen geeignet ist, als
die Einteilung durch CD56 und CD16. In der Synovial flissigkeit zeichnen sich die NK-
Zellen durch das Fehlen des CD6-Markers aus, unabha ngig davon, ob es sich um
CD56"™ oder CD56 ™" NK-Zellen handelt. Die Abwesenheit von CD6 korreli  ert also mit
der Infiltration der NK-Zellen in die Synovialfliss igkeit. Daruber hinaus ist eine
Verschiebung des peripheren NK-Zellrepertoires bei Patienten zu beobachten, welche
sich bei autoimmunen Arthritis-Patienten starker be merkbar macht, als bei Arthrose-
Patienten. Da diese Verénderung durch die alleinige Betrachtung von CD56 und CD16
nicht zu erkennen ist, stellt CD6 nicht nur einen d ifferentiellen Marker auf NK-Zellen
dar, sondern seine Expression bedeutet eine Art ,Au sschlusskriterium® fur die NK-
Zellinfiltration in die Synovialflissigkeit. Die pr azise Beschreibung des Phéanotyps der
synovialen NK-Zellen kann also auf CD6 ~CD56"9" CD16™ CD94™" NKp46™'9" NKG2A*
NKG2D" KIR™ erweitert werden.



2  Zytotoxische Funktion der synovialen NK-Zellen

In der Literatur wird den beiden peripheren NK-gefpulationen eine unterschiedliche
Aktivitat Zytotaitat
zugeschrieben. Dabei wird die zytotoxische Eigeafiotlen CD16CD56"™ NK-Zellen und
die Zytokinfreisetzung den CDIBD56°"9" NK-Zellen zugeschrieben, die hauptsachlich auf
die ,Signatur“-Zytokine IFN, TNFa und die Chemokine IL-8 (CXCL8) und MIR31
(CCL13) beruht. Die Zytotoxizitat der verschiedendK-Zellen wurde mittels CD107a-
da bei diegdethode

verschiedenen NK-Belbpopulationen

bezuglich der Effektorfunktionen und Zytokinfreisetzung

bestimmit,

die
Funktionalitat auf Einzelzellniveau unterscheidemik Die Degranulationsversuche wurden
wie auf S. 50 (Methoden, 5.) beschrieben durchgefiin Abb. 25 ist die Auswertung der
CD107a-Degranulation nach der Booleschen Methodehneben.

Degranulationsversuchen man heterogene

Effektorpopulationen, also in ihrer
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Abb. 25 Auswertestrategie fir CD107a-Degranulations  versuche nach ,Boole*
Exemplarisch gezeigt ist die Farbung von PBMC eines Normalspenders mit CD107a FITC, CD56 PE, CD3 PerCP und
CD16 APC Antikorpern. Das Gate wird fir aktivierte Lymphozyten nach Grof3e und Granularitat gelegt und anschlie3end
auf CD56'CD3” NK-Zellen gegatet. Uber die Histogramme der jeweiligen Fluoreszenz werden die verschiedenen Marker
als positiv bzw. negativ definiert (z.B. R3 = CD16+, nicht R3 = CD16-). Uber die boolesche Logik werden die Marker R3,
R4 und R5 miteinander kombiniert und farblich markiert. Graphisch dargestellt ist der prozentuale Anteil an CD107a-
positiven Zellen bezogen auf die gesamten NK-Zellen (11% CD107a” CD56"™ NK-Zellen und 60 % CD107a" CD56™™"
NK-Zellen nach Inkubation mit K-562, linker Graph) bzw. der prozentuale Anteil der CD107a-positiven Zellen bezogen auf

die CD56"9" und CD56°™ Subpopulationen (rechter Graph).



Die IL-2 aktivierten PBMC (48 Stunden, 500 U IL-g1l) wurden nach der 4-stindigen
Inkubation mit den Zielzellen und dem CD107a Antp&r mit CD56, CD16, CD6 und CD3
Antikdrpern nachgefarbt. Fir die Auswertung wurd@enachst die aktivierten Lymphozyten
uber die GréRe und Granularitat ausgewahlt. AnsBeind wurde auf die CD5€&D3 NK-
Zellen gegatet. Von den NK-Zellen wurden dann distég§ramme der Fluoreszenzen
angezeigt. Uber drei Regionen R3, R4 und R5 wumienjeweiligen Marker als positiv
definiert. Die Ereignisse die nicht in diesen Reegio liegen stellen die, fir den jeweiligen
Marker, negativen Zellen dar. Durch boolesche Mathték wurden dann die Regionen in
verschiedenen Kombinationen miteinander verknupid wlurch einen Farbcode markiert
(siehe auch S.48, Methoden 4.4). Lasst man sich6CiZgen CD107a in einem Dot Plot
anzeigen, so kann man Uber den Farbcode und die dagezeigte Statistik gut die
degranulierenden, also CD107a-positiven Zellen revke und mit der spontanen
Degranulation ohne Zielzelle vergleichen. Fir drappische Darstellung der Ergebnisse
kann man entweder den prozentualen Anteil der CB4Waitiven NK-Zellen an der Anzahl
der gesamt NK-Zellen angeben oder den prozentuafdgril der CD107a-positiven NK-
Zellen auf die zwei NK-Zell-Subpopulationen beziehBa bei Normalspendern die CHY56
NK-Zellen die Mehrheit der NK-Zellen reprasentiereergibt sich in der ersten
Darstellungsweise eine hohere Degranulation der 82P3\K-Zellen. Aus diesem Grund
wurde in dieser Arbeit die zweite, relative Darstejsweise gewahlt, da hier zusatzlich der

Anteil der jeweiligen Subpopulation an der Gesalmitdar NK-Zellen beriicksichtig wird.

2.1 Die zytotoxische Eigenschaft der NK-Zellen

Die klare ,Rollenverteilung” der Effektorfunktionesuf die zwei NK-Zell-Subpopulationen
wird mittlerweile vor allem im Gewebe immer mehr knage gestellt. Aus diesem Grund
wurde auch in dieser Arbeit die Degranulationsfiéigder beiden NK-Zell-Subpopulationen
untersucht. Hierfir wurden PBMC gesunder NormaldpenPBMC von Arthritis-Patienten
und SFMC von Arthritis-Patienten 48 h mit IL-2 (5Q0ml) aktiviert und anschlie3end mit
dem CD107a Antikorper und den HLA-Klasse-I-negativ&elzellen K-562, L721.221 und
Daudi inkubiert. In Abb. 26 sind exemplarisch diggé&bnisse von einem dieser

Degranulationsversuche dargestellt.
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Abb. 26 Degranulation der CD56 "™ und CD56 *™ NK-Zell-Subpopulationen aus PBMC eines Normalspend  ers im Vergleich mit PBMC und SFMC eines Arthritis-  Patienten (SYN#20)

Die PBMC und SFMC wurden 48 h mit IL-2 stimuliert (500 U/ml). AnschlieRend wurden sie fir 4 h mit Zielzellen und dem CD107a Antikorper inkubiert. Als Kontrolle der spontanen Degranulation
diente ein Ansatz ohne Zielzellen. Die Zellen wurden dann mit CD56, CD3 und CD16 Antikdrpern gegengeférbt. Auswertestrategie siehe Abb. 25. A. PBMC Normalspender MS B. PBMC Atrthritis-
Patient SYN#20 C. SFMC Arthritis-Patient SYN#20



Abb. 26A zeigt exemplarisch den Degranulationswversuit Normalspender PBMC (Spender
MS) (NK-Zellen: 15 % CD5%" und 85 % CD58™). In der graphischen Darstellung sieht
man, dass 85 % der CO%8" NK-Zellen nach Erkennung der K-562 Zellen degraevel,
bei L721.221 degranulieren 81 % und bei Daudi 78é6 CD58"™ NK-Zellen. CD56™
NK-Zellen weisen mit 68 % nach Erkennung von K-562,% bei L21.221 und 52 % bei
Daudi eine etwas schwachere Degranulation auf. dxie Zielzellen zeigen keine Expression
von HLA-Klasse-I-Molekullen, exprimieren jedoch argle Liganden fur NK-
Adhasionsmolekiile bzw. NK-Rezeptoren (z.B. ICAM-UFA-3, MICA/B, ULBP1-3)
unterschiedlich stark und werden deshalb unterdtibire gut von NK-Zellen erkannt. Die
Degranulation der peripheren NK-Zellen eines AtisiiPatienten (SYN#20) ist in Abb. 26B
dargestellt. Hier degranulieren 89 % der CP¥8B NK-Zellen gegen K-562, 72 % gegen
L721.221 und 83 % gegen Daudi; 60 % der Ct¥5BIK-Zellen degranulieren gegen K-562,
33 % gegen L721.221 und 55 % gegen Daudi. Die pergn NK-Zellen eines Arthritis-
Patienten weisen also in etwa die gleiche FahigiaitDegranulation auf wie periphere NK-
Zellen eines Normalspenders. Diese Ergebnisse rzeigmss CD58Y™ NK-Zellen
zytotoxische Eigenschaften besitzen. Die Degraimmasynovialer NK-Zellen (Arthritis-
Patient SYN#20, Abb. 26C) zeigt deutlich, dass diieninierenden CD58®™ NK-Zellen
auch in diesem Kompartiment prinzipiell in der Lagied zu degranulieren, wobei die
Effizienz geringer zu sein scheint. 68 % der CH%6 NK-Zellen degranulieren nach
Erkennung von K-562, 41 % mit L721.221 und 53 % Deiudi Zellen. Die Degranulation
der synovialen CD58" NK-Zellen wurde nicht angegeben, da bei dem hézeigten Patient
SNY#20 nur 7 % der synovialen NK-Zellen den C5’86Phanotyp aufweisen. Die
prozentuale Auswertung der CD107a-positiven NK-@teNerfalscht die Ergebnisse aufgrund
der geringen Zellzahl und ist deshalb nicht gezelgjese Degranulations-Experimente
wurden mit 10 Normalspendern durchgefuhrt. Fur Ek@erimente lag nur Material von 4
Arthritis-Patienten vor, da das Infiltrat meist zauenig Leukozyten fir funktionelle

Untersuchungen enthielt, bzw. sich kryokonserveelaterial als unbrauchbar erwies.

Da in dieser Arbeit das CD6-Molekil als Infiltratmarker auf NK-Zellen identifiziert
wurde, wurde im Folgenden auch die Funktionalitézilglich der CD6 und CD6 NK-
Zellpopulationen untersucht. Es konnte leider Réamgleich mit der Degranulation der NK-

Zellen von Arthrose-Patienten angestellt werdemidiat genug Probenmaterial vorlag.
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Abb. 27 Degranulation der CD6 * und CD6 "~ NK-Zell-Subpopulationen aus PBMC eines Normalspend  ers im Vergleich mit PBMC und SFMC eines Arthritis-  Patienten (SYN#20)

Die PBMC und SFMC wurden 48 h IL-2 stimuliert (500 U/ ml). Anschlieend wurden sie fur 4 h mit Zielzellen und CD107a Antikdrper inkubiert. Als Kontrolle der spontanen Degranulation diente
ein Ansatz ohne Zielzellen. Die Zellen wurden dann mit CD56, CD3 und CD6 Antikdrpern gegengeférbt. Auswertestrategie siehe Abb. 25. A. PBMC Normalspender MS B. PBMC Arthritis-Patient
SYN#20 C. SFMC Arthritis-Patient SYN#20



In Abb. 27A ist exemplarisch die Degranulation @$06-negativen und CD6-positiven NK-
Zellen eines Normalspenders zu sehen. InsgesantdewurO Normalspender untersucht. 76
% der CDECD56”"9™ NK-Zellen degranulieren durch die Stimulation #5662, 73 % mit
L721.221 und 69 % mit Daudi. Nachdem alle CP¥8® NK-Zellen CD6 negativ sind,
entsprechen diese Werte den Werten der CD16-Ausmgraus Abb. 26A. Bei diesem
Spender exprimieren 66 % der CE8ENK-Zellen CD6 (Vgl. mit Abb. 22), wobei diese NK-
Zellen anscheinend eine geringere zytotoxischeviéitials die CDECD56™ NK-Zellen zu
besitzen, da im Gegensatz zu den TDHE™ NK-Zellen (51 %) nur 17 % der
CD6'CD56"™ NK-Zellen mit K-562 degranulieren. Die periphefsi-Zellen des Arthritis-
Patienten SYN#20 entsprechen in ihrer zytotoxisehidivitat denen des Normalspenders. In
der Synovialfliissigkeit (Abb. 27C) befinden sichssehlieRlich CDED56™™ NK-Zellen,
die mit 61 % gegen K-562 schwacher degranuliereandi¢ autologen peripheren CD6
CD56”"9" NK-Zellen (81 % gegen K-562). Die in der Synoviakigkeit verbliebenen CD6
CD56"™ NK-Zellen zeigen mit 31 % gegen K-562 eine schwea€fegranulation, welche
aufgrund der geringen Zellzahl aber nicht gewentetden kann. Dieses Experiment wurde
mit 4 Patientenproben durchgefuhrt, wobei sich Eligebnisse ausgezeichnet reproduzieren

lieRen. Auf eine statistische Auswertung wurde aufd der geringen Fallzahlen verzichtet.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass bei Nor  malspendern sowohl die
CD56"9" als auch die CD56 “™ NK-Zellen gegen HLA-Klasse-I-negative Zielzellen
degranulieren. Prozentual auf die Subpopulationen b ezogen degranulieren sogar mehr
CD56"9" NK-Zellen als CD56 ™ NK-Zellen. Die CD6 CD56%™ NK-Zellen degranulieren
etwas starker als CD6 *CD56°™ NK-Zellen. Die peripheren NK-Zellen eines Arthriti  s-
Patienten zeigen die gleich zytotoxische Funktional itdt wie die eines Normalspenders.
In der Synovialfliissigkeit dominieren die CD6  "CD56”™ NK-Zellen und degranulieren
nach der Erkennung von K-562 etwas schwacher als di e autologen peripheren NK-

Zellen desselben Phanotyps.



2.2 Vergleich der NKG2D-vermittelten Aktivierung zw  ischen synovialen

und peripheren NK-Zellen

NKG2D ist einer der wichtigsten aktivierenden NKzRptoren, der im Humansystem auch
konstitutiv auf CD8 T-Lymphozyten, den meisted T-Zellen und aktivierten Makrophagen
exprimiert wird (Bauer, Groh et al. 1999, Raulet02D Da synoviale NK-Zellen keine
aktivierenden KIR-Rezeptoren, aber vor allem der@2R-Rezeptor hoch exprimieren (Vgl.
mit Abb. 18 und Abb. 20), wurde im Folgenden didi®&won NKG2D fir die Degranulation
im Detail analysiert. Hierzu wurden als Zielzellem Degranulationsversuch ULBPA4-
transfizierte C1R-Zellen verwendet, da ULBP4 (RAE)J heben MICA, MICB und ULBP1-
3 einen nur in der Haut exprimierten Liganden fén dktivierenden NK-Rezeptor NKG2D
darstellt. ULBP4 wurde in den pcDNA3.1- (Labor Ralind in den pAcGFP-Vektor kloniert
und in C1R-Zellen transfiziert. Die Expression wardnit eigens dafur hergestellten
monoklonalen Antikdrpern (7H2, 7H7, 8G1, 1B3 unddbRatte IgG2a, Kollaboration E.
Kremmer) kontrolliert (siehe Abb. 14, Methoden $.57
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Abb. 28 Degranulation der CD6 * und CD6° NK-Zell-Subpopulationen gegen C1R-ULBP4 Transfekta nten aus PBMC eines Normalspenders im Vergleich zu PBMC und SFMC eines

Arthritis-Patienten (SYN#20)

CD56%™ NK-Zellen

Die PBMC und SFMC wurden 48 h mit IL-2 stimuliert (500 U/ ml). AnschlieRend wurden sie fur 4 h mit den Zielzellen und dem CD107a Antikorper inkubiert. Als Kontrolle der spontanen
Degranulation diente ein Ansatz ohne Zielzellen. Die Zellen wurden dann mit CD56, CD3 und CD6 Antikdrpern gegengeféarbt. Auswertestrategie siehe Abb. 25. A. PBMC Normalspender MS B.

PBMC Arthritis-Patient SYN#20 C. SFMC Arthritis-Patient SYN#20



C1R-Zellen sind nicht vollstandig HLA-Klasse-I-n¢iga sondern exprimieren schwach
HLA-Cw*0403 und Bw*3501. Sie werden daher ahnliakt gvie K562-Zellen von 71 % der
CD6CD56™" NK-Zellen des Normalspenders MS erkannt (Abb. 28Bgr zusatzliche
NKG2D-Ligand ULBP4 bewirkt keine weitere Steigerudgr Degranulation im Vergleich
mit der Vektorkontrolle. 34 % der CBBD56"™ NK-Zellen dieses Spenders degranulieren
mit C1R-pcDNAS3.1, ULBP4 erhoht diese Degranulataai 40 %, wohingegen nur 8 % der
CD6'CD56"™ NK-Zellen gegen C1R-pcDNA3.1 degranulieren und B4Ekeine zusétzliche
Aktivierung bewirken konnte (11 %). Dagegen stdidé¢ktBP4 bei dem Arthritis-Patienten
SYN#20 die Degranulation der peripheren CP¥8% NK-Zellen im Vergleich mit der
Vektorkontrolle von 61 % auf 81 % (Abb. 28B). Audie CD56™ NK-Zellen lassen sich
durch ULBP4 zusatzlich aktivieren, da 41 % der C&ktorkontrolle 22 %) und 13 % der
CD6" (Vektorkontrolle 3 %) CD58" NK-Zellen degranulieren. Auch die synovialen NK-
Zellen lassen sich durch ULBP4 zusétzlich aktivierda 58 % der CDED56™"" NK-Zellen
degranulieren (Abb. 28C). Da in dieser SynoviaHlgkeit kaum CD58™ NK-Zellen
vorhanden waren, konnte diese Subpopulation vel@sgigt werden. Das Experiment wurde

insgesamt mit 4 Patientenproben und 10 Normalsperdigchgefihrt.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass eine zusatzlich e NKG2D-Stimulation durch
ULBP4 bei Normalspendern nur eine geringe Aktivitdit  ssteigerung der CD6 ~ CD56%"
NK-Zellen bewirkt. Bei Arthritis-Patienten werden s  owohl die peripheren CD6 -
CD56™" als auch CD56 %™ NK-Zellen zusatzlich durch NKG2D aktiviert.
Interessanterweise hat die ULBP4-vermittelte NKG2D- Bindung keine aktivierende

+

Funktion auf die peripheren CD6 NK-Zellen. Im Gegensatz zu der postulierten
Behauptung, dass der NKG2D-Rezeptor auf synovialen NK-Zellen aufgrund
konstitutiver Exposition mit Liganden, z.B. MICA, n icht mehr reaktiv ist, konnte an
diesen Proben eindeutig gezeigt werden, dass die sy  novialen CD6 - CD56°"" NK-Zellen

gut durch den NKG2D-Liganden ULBP4 aktiviert werden kénnen.



Anhand dieser Beispiele konnte gezeigt werden, dasmhl synoviale CDED56"" als
auch CDBCD56'™ NK-Zellen eine geringere Zytotoxizitat aufweisers alie autologen
peripheren NK-Subpopulationen. Nachdem sich abeiPtdénotyp zwischen den peripheren
und synovialen CDZ8%™ NK-Zellen nicht &ndert, sondern sich diese nur der
Synovialflissigkeit anreichern, ware es moglich, ssda das unterschiedliche
Zyokin/Chemokinmilieu in der Synovialflissigkeit swirkungen auf die Funktionalitat der
NK-Zellen besitzt. Aus diesem Grund wurden PBMC Jatienten 48 h mit 10 % der
Uberstande der autologen Synovialfliissigkeiten lidat und anschlieRend die Degranulation
nach Erkennung von K-562, L721.221 und Daudi unts Die Stimulation mit dem
synovialen Zytokin/Chemokinmuster hatte keine Aukwmngen auf die Degranulation der
PBMC (Daten nicht gezeigt) (Pridgeon, Lennon e2@03).

Neben der Zytotoxizitat stellt die Zytokinfreisetmy die zweite Effektorfunktion der NK-
Zellen dar. IFNy wird in der Literatur als das , Signatur“-ZytokiridNK-Zellen beschrieben.
Um das gesamte Zytokin- und ChemokinrepertoireNBrZellen zu untersuchen, wurden in
unserer Arbeitsgruppe die NK-Zelllinien NK92, NKLnd YT fur 24 Stunden mit
PMA/lonomycin stimuliert. Die Zellen wurden dannsigrt und die Lysate in einem
Multiplex-Versuch analysiert (siehe Abb. 58, AnhaBd57). Die Ergebnisse entsprechen
also denen einer intrazellularen Farbung der enereAnalyte, da die sezernierten Molekiile
nicht erfasst wurden. Dieser Versuch zeigte, daksZbllen nach einer unspezifischen
Stimulation kein PDGF, IL-4/3, IL1-RA, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-12(p70), IL-
15, IL-17, Eotaxin, b-FGF, G-CSF und IL-2Ra produwen. Die Linie NK92 produziert
konstitutiv IL-8, IP-10, MCP-1 und VEGF. Nach deintulation konnten bei NK92 IL-10,
IFN-y, MIP13 und RANTES nachgewiesen werden. Die Linie NKL pzdrt konstitutiv nur
MIP-1p3 und RANTES, die Produktion von IL-8, IL-10, IFy-TNF-a, TNF{3, IP-10 und M-
CSF konnte durch die Stimulation induziert werdere Linie YT produziert konstitutiv IL-
10, IFNy, IP-10, SDF-&r, HGF und VEGF und nach Stimulation zusatzlich MpPund
RANTES. ICAM-1, MIF und GM-CSF produzieren alle dreinien konstitutiv. Diese
Ergebnisse zeigen, dass NK-Zellen dazu in der Lsage, eine Vielzahl an Zytokinen zu
produzieren. Im Folgenden wurden die Zytokine, Chldnme und Wachstumsfaktoren in der

Synovialfliissigkeit und den Seren der Patienteergotht.



3  Definition autoimmuner und nicht-autoimmuner Zyto Kin- /

Chemokinmuster

Aus der Literatur sind mehrere Zytokine und Chemekibekannt, die in der
Synovialflissigkeit von Arthritis- und Arthrose-Ratten erhoht sind und fir den
Entzindungsprozess verantwortlich gemacht werden. dtrekter Vergleich mehrerer
Zytokine/Chemokine zwischen den Synovialflissigkeit beider Erkrankungen in
Kombination mit autologem Serum und gesunden Nap®aidern wurde bislang in diesem
Umfang noch nicht publiziert. Daher stellt diesefassende Analyse von 50 Zytokinen,
Chemokinen und Wachstumsfaktoren ein einzigartiatenpaket dar, das die Definition
eines autoimmunen und nicht-autoimmunen Musteebt! In der Multiplexanalyse kénnen
50 Analyte parallel in einer Probe quantifiziertrden. Verglichen wurden die Arthritis-
Patientengruppe der entzindlichen, autoimmunen n&etkrankungen und die Arthrose-
Gruppe der nicht-autoimmunen und nicht-entziindhickRekrankungen. Aus der statistischen
Einzelauswertung ging hervor, dass die meisten5@eParameter zwischen den Arthritis-
Patienten und den Arthrose-Patienten signifikartenschiedlich waren (siehe Tab. 14 und
Tab. 15, Anhang S.155, 156). Diese Parameter stetbenit den Unterschied zwischen dem
autoimmunen und dem nicht-autoimmunen Zytokinmusdar, wobei zunadchst diese
einzelnen ,Leit-Zytokine" im Detail besprochen werdsollen, bevor auf die Musterbildung

eingegangen wird.

3.1 Chemokine und Rekrutierung von CD56 9" NK-Zellen

CD56"™ und CD56"" NK-Zellen unterscheiden sich bekanntermaRen irEdteression von
Chemokinrezeptoren auf ihrer Oberflache (Campligh, et al. 2001). CD56°"CD16 NK-
Zellen weisen eine hohe Expression von CCR5, CARXECR3 und CXCR4 auf, exprimieren
CX3CR1 und CXCR2 nur sehr gering und zeigen keirpré&ssion von CXCR1, CXCR2,
CXCR5 und CCR1-4 und CCR9. CO¥BCD16" NK-Zellen hingegen exprimieren CXCR1,
CX3CR1 und CXCR4 hoch, zeigen eine geringe Expsasgon CXCR2 und CXCR3, und
keine CCR1-7 Expression. Diese Expressionsmustedemuan peripheren NK-Zellen von
Normalspendern  weitgehend  bestétigt. Da das Chemulieu wahrend
Entzindungsreaktionen eine grof3e Rolle bei der Riekung von NK-Zellen spielt
(Gregoire, Chasson et al. 2007), werden zunachst NiK-Zell-relevanten Chemokine

besprochen.
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Abb. 29 Chemokinrezeptor-Liganden in der Synovialfl Ussigkeit von Arthritis- und Arthrose-Patienten im

Vergleich zu den autologen Seren und Normalspenders  eren
Angegeben sind die Konzentrationen der Chemokinrezeptorliganden in den Synovialflissigkeiten und den Seren der
untersuchten Arthritis- und Arthrose-Patienten. Im Vergleich dazu sind die Normalspenderseren gezeigt. Die
Konzentration ist in pg/ml angegeben und die Linie markiert den Mittelwert. Normalspender Seren (NS Se) n=23, Arthritis-
Patienten Seren (Se) n=13, Arthritis-Patienten Synovialflissigkeiten (SF) n=23, Arthrose-Patienten Seren (Se) n=18,
Arthrose-Patienten Synovialflissigkeiten (SF) n=19. Die Signifikanzwerte sind im Anhang in Tab. 14 (S.155) gezeigt.

In Abb. 29 sind die gemessenen KonzentrationenGltemokine von Normalspendern und
Patienten dargestellt. Aus Griinden der Ubersidikéit wurden die Signifikanzwerte im
Anhang dargestellt (siehe Tab. 14, S.155). Zudemder Parameter mit Konzentrationen <
20 pg/ml trotz signifikanter Anderungen als biokudi nicht relevant eingestuft. Der CCR2
Ligand MCP-1 (CCL2) und die CXCR3 Liganden IP-10X{.10) und MIG (CXCL9) sind

in den Synovialflissigkeiten von Arthritis und Artise-Patienten erhéht. Der CCR1/5 Ligand
MIP-113 (CCL4), die CCR1/2 Liganden IL-8 (CXCL8) u@RCa (CXCL1) und der CXCR4
Ligand SDF-Ir (CXCL12) sind nur in der Synovialflissigkeit vontAritis-Patienten erhoht.



Der CCR1/5 Ligand MIP4 (CCL3) und der CCR2 Ligand MCP-3 (CCL7) zeigenatrkch

zu erhOhten Konzentration in der Synovialflissigkeine Erhéhung in den Seren der
Arthritis-Patienten. Die Werte des CCR3 Ligandenakm (CCL11) zeigen ebenfalls diese
Tendenz, die Unterschiede sind jedoch nicht sigguifi. Der CCR1/5 Ligand RANTES
(CCL5) war das einzige Chemokin, das in beiden 8watitiissigkeiten im Vergleich zu den
autologen Seren signifikant verringert war. Mogéiolieise haben die CCR5 exprimierenden
CD56""9" NK-Zellen in den Synovialflissigkeiten RANTES geblen und es ist daher
l6slich nicht mehr zu messen. Bei CTACK (CCL27) kteneine signifikante Verringerung
der Konzentration in der Synovialflissigkeit derthkose-Patienten und im Serum der
Arthritis-Patienten detektiert werden. Es ist jedd@aglich, ob diese biologisch relevant ist,
da in allen Patientengruppen und den NormalspeBdexn hohe Konzentrationen vorliegen.
Nachdem die Dominanz von synovialen CB88 CD6-negativen NK-Zellen sowohl in
Arthritis- als auch in Arthrose-Patienten auftiiggf3 sich eine gute Korrelation auch zwischen
geringen Chemokinkonzentrationen und der Infilbratvon NK-Zellen in den Arthritis- und

Arthrose-Patienten feststellen.

Die Chemokine IP-10, MIG, MIP-1 B, MIP-1a und SDF-1a kénnen Uber die Bindung an
CXCR3, CCR5 und CXCR4, welche vorwiegend auf CD56 " NK-Zellen exprimiert sind,

zur Rekrutierung der NK-Zellen in die Synovialfliss  igkeit fuhren.

3.2 IL-17 als Leitzytokin der T y17-Antwort in der autoimmunen

Rheumatoiden Arthritis

Die CD56"" NK-Zellen werden generell als die zytokinprodugiete NK-Zell-
Subpopulation angesehen. Da die synovialen NK-Zelle CD58™" CD6 definiert wurden,
lag ein Hauptaugenmerk auf den von NK-Zellen betemmal3en sezernierten Zytokinen. Die
detaillierte Analyse der Zytokin/Chemokin-Produktider NK-Subpopulationen sowie der
verantwortlichen Rezeptoren ist Bestandteil der tDi@beit von Monika Braun (AG Falk).
Neben dem {1-Hauptzytokin IFNy konnen NK-Zellen nach Stimulation mit Zielzelledeo
IL-2 eine Vielzahl anderer Zytokine produzierengusder TNFe, GM-CSF, IL-10 und IL-13
(eigene Beobachtungen Monika Braun)(Cooper, Fehragal. 2001). Peritt et al schlugen
eine Klassifizierung der NK-Zellen auf der Grunddader Zytokinproduktion in NK1 und
NK2 Zellen vor (Peritt, Robertson et al. 1998). NE#&llen produzieren demnach IRN-



TNF-B und IL-10, NK2 Zellen produzieren IL-5 und IL-13F0r proinflammatorische

Prozesse in Synovialflissigkeiten von Arthritis-duArthrose-Patienten stellt laut Literatur
jedoch IL-17 das Leitzytokin dar (Singh, Aggarwabé 2007), dessen Produktion bisher nur
von CD4 Tul7-Zellen bekannt ist. Abb. 30 zeigt, dass die Kmtm@tion an IL-17 in der

Synovialfliissigkeit von Arthritis-Patienten tatshich signifikant erhdht ist. Zudem ist die IL-

17-Konzentration in den Seren von Arthritis- undthhose-Patienten im Vergleich zu

Normalspendern ebenfalls erhoht (p<0,001), wohiergegs in der Synovialflissigkeit von

Arthrose-Patienten vollstdndig fehlt. Dies stelknd gréf3ten Unterschied zwischen der

autoimmunen Arthritis und der nicht-autoimmunenhfaose in den Synovialfllissigkeit dar

(p<0,001). Zu diesem Bild passt, dass in Seren Swdovialflissigkeiten der Arthritis-

Patienten im Vergleich zu den Arthrose-PatientenItdi15- und IL-6-Konzentrationen viel

starker erhoht sind

vollstandig fehilt.
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Gezeigt ist das Tyl17-Zytokinmuster der Arthritis-Patienten im Vergleich zu Arthrose-Patienten und Normalspendern. Die
IL-17-Konzentration ist in der Synovialfliissigkeit von Arhtritis-Patienten und in den Seren der Arthritis- und Arthrose-
Patienten signifikant erhdht. In der Synovialflissigkeit von Arthrose-Patienten fehlt IL-17 vollstéandig, was den grof3ten
Unterschied zwischen autoimmunen und nicht-autoimmunen Patienten darstelt. Die Konzentrationen sind in pg/ml
angegeben und die Linie markiert den Mittelwert. Normalspender Seren (NS Se) n=23, Arthritis-Patienten Seren (Se)
n=13, Arthritis-Patienten Synovialflissigkeiten (SF) n=23, Arthrose-Patienten Seren (Se) n=18, Arthrose-Patienten
Synovialflissigkeiten (SF) n=19. Die Signifikanzwerte sind im Anhang in Tab. 14 (S.155) gezeigt.
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Fur die Differenzierung derylL7-Zellen spielen IL& und IL-6 eine wichtige Rolle, da sie T-

Helferzellen zur IL-17 Produktion anregen (AcostadRguez, Napolitani et al. 2007, Wilson,
Boniface et al. 2007, Gaston 2008). IL-15 stimtliebenfalls die IL-17 Produktion von



primaren PBMC (Ziolkowska, Koc et al. 2000, Gasgfi®8). Aul3erdem isiL-23 essentiell
fur die Expansion und das Uberleben voii7-Zellen und wird fiir die Initiierung deryI7
vermittelten Immunantwort benétigt (Langrish, Clegral. 2005). IL-23 ist ein heterodimeres
Protein aus einer p19 und p40 Untereinheit und $eihe p40 Untereinheit mit IL-12 (p35
und p40 Untereinheit). IL-12 und IL-23 werden hadghlich von Dendritischen Zellen
produziert, die somit festlegen kénnen, ob sigh-Toder T;17-Zellen entwickeln.

Die Anwesenheit von IL-17 hat Auswirkungen auf aied@ytokine. So wurden in den
Synovialfliissigkeiten von Arthritis-Patienten awgesentlich héhere Konzentrationen afL T
Zytokinen detektiert. Neben ILEL IL-6, IL-12(p70) und IL-12(p40), der gemeinsamen
Untereinheit von IL-12 und IL-23 (Abb. 30), domire@ in der Synovialflissigkeit von
Arthritis-Patienten signifikant noch weitere prdarhmatorische Zytokine, wie IFM-IFN-a

und TNFa (Abb. 31).

IL-17 ist nicht nur an den EntzindungsprozesserGielenk beteiligt, sondern wirkt auch
direkt auf den Knorpel und den Knochen, wobei es 8¢offwechsel der Chondrozyten
inhibiert, und die Produktion von Metalloproteasgimuliert. IL-17 ist mit TNFe, M—CSF
und RANKL an der Entwicklung von Osteoklasten H&keiund stimuliert synoviale
Fibroblasten und Endothelzellen zur Produktion vibr6, 1L-8 und G-CSF (Kotake,
Udagawa et al. 1999, Sato 2008) unserem Labor konnte gezeigt werden, dass NkeZel
nach der Stimulation aktivierender Rezeptoren WiH &€ NKp30, NKp46 und NKG2C nach
48 bzw. 96 Stunden ebenfalls dazu in der Lage $lnd/ zu produzieren (Daten Monika
Braun, AG Falk). Somit kdbnnen auch die synovialdt-Zellen fir das {17 Zytokinmuster
mit verantwortlich sein. Diese Hypothese wird initediihrenden Experimenten mit frischen
Synovialfliissigkeiten bearbeitet.
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Abb. 31 T w1- und andere pro-inflammatorische Zytokine

Gezeigt ist das Tyl-Zytokinmuster und weitere pro-inflammatorische Zytokine der Arthritis-Patienten im Vergleich zu
Arthrose-Patienten und Normalspendern. In der Snyovialflissigkeit von Arthritis-Patienten dominieren Tyl Zytokine wie
IFN-a, IFN-y und TNF-a. Die Konzentrationen sind in pg/ml angegeben und die Linie markiert den Mittelwert.
Normalspender n=23, Arthritis-Patienten Seren (Se) n=13, Arthritis-Patienten Synovialflissigkeiten (SF) n=23, Arthrose-
Patienten Seren (Se) n=18, Arthrose-Patienten Synovialflissigkeiten (SF) n=19. Die Signifikanzwerte sind im Anhang in
Tab. 14 (S.155) gezeigt.

Abb. 31 zeigt auch, dass in der Synovialfliissigkeint Arthritis-Patienten wesentlich héhere
Konzentrationen weiterer pro-inflammatorischer Xyte detektierbar sind als in der
Synovialfliissigkeit von Arthrose-Patienten. Dazin@# auch LIF, welches mit gp130 die
gleiche Rezeptorkomponente wie IL-6 verwendet. Ad&® sind auch der T-

Zellwachstumsfaktor IL-2, dessen l6slicher IL-2 Bgor (CD25), das DC stimulierende
Zytokin 1L-3 und die hamatopoetischen Faktoren G-C&6nd GM-CSF, sowie MIF

signifikant erhoht. IFN, TNFa, MIF, IL-2, G-CSF undSM-CSF waren bereits im Serum der
Patienten signifikant erhoht, was auf eine Uber daslenk hinausgehende pro-

inflammatorische Situation in der Peripherie hirtéeu



Die Ty1l/Ty17-Zytokinantwort dominiert eindeutig das Geschelmeder Synovialflissigkeit
von Arthritis-Patienten, dennoch konnten auch e@rligR-Zytokine detektiert werden, welche
jedoch in wesentlich geringeren Konzentrationerektetrbar waren, und vor allen in den

Arthrose-Synovialflissigkeiten kaum messbar waddrb( 32).
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Abb. 32 T2 Zytokine in den Snyovialflissigkeiten und Seren v on Arthritis- und Arthrose-Patienten im

Vergleich zu Normalspender Seren
Die Ty2-Zytokine IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 waren in den Seren und Synovialfliissigkeiten von Arthritis-Patienten in sehr
geringen Konzentrationen messbar. Bei Arthrose-Patienten konnten sie kaum detektiert werden. Die Konzentrationen sind
in pg/ml angegeben und die Linie markiert den Mittelwert. Normalspender Seren (NS Se) n=23, Arthritis-Patienten Seren
(Se) n=13, Arthritis-Patienten Synovialfliissigkeiten (SF) n=23, Arthrose-Patienten Seren (Se) n=18, Arthrose-Patienten
Synovialflissigkeiten (SF) n=19. Die Signifikanzwerte sind im Anhang in Tab. 15 (S.156) gezeigt.

Die Ty2-Zytokine IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 waren in deBynovialflissigkeit und in den
Seren der Arthritis-Patienten erhoht, IL-13 war&umbch im Serum der Arthrose-Patienten
erhoht. In der Synovialflissigkeit von Arthritistianten scheint also ein Mosaikmuster aus
einer Ty1, Ty2 und einer {17 Antwort vorzuliegen, das zwar in der Literatostuliert wird
(Sato 2008), in dieser Arbeit aber zum ersten Mualdirekten Vergleich dargestellt werden
konnte. Weitere Daten von hier nicht aufgefuhrtgtokKinen und Chemokinen finden sich im
Anhang Abb. 57 (S.154). Aus Platzgrinden wurdeeinué detaillierte Darstellung an dieser
Stelle verzichtet, da weitere pro-inflammatoris@ysokine, wie IL-1a, I1L-16, 1L-18, M-CSF,
TNF-B, IL-7 und IL-9 wie zu erwarten in Konsequenz aas starken Inflammation ebenfalls
erhoht sind. Interessanterweise ist der IL-1-Remeptagonist (IL-1RA) in den
Synovialflissigkeiten und den Seren der Arthritedi€énten ebenfalls erhoht, was auf den
Versuch des Immunsystems hindeutet, die Inflammafatzufangen”. Durch die extensive

Dysregulation vieler Komponenten ist dies jedodemdichtlich nicht erfolgreich.



3.3 Wachstumsfaktoren fir Knorpel- und Knochenkompo nenten in der

Synovialflussigkeit

Synoviale Fibroblasten sind in der Lage, versched#&/achstumsaktoren zu produzieren,
welche an den Vaskularisations- und den Entzinguogsssen in den Gelenken der
Arthritis und Arthrose-Patienten beteiligt sind.r$ehiedene Wachstumsfaktoren, wie HGF,
VEGF, b-FGF und PDGF sind auch an der Hyperplasiesgnovialen Membran beteiligt und
verbinden so die Signale der Entzindung mit derd@igung des Knorpel@Mclinnes and

Schett 2007). Beispielhaft fir das Netzwerk an Vgaahnsfaktoren sei HGF erwahnt, das bei
synovialen Fibroblasten die MCP-1 (CCL2) Sekretinoduziert, was wiederum zu einer

Infiltration von Monozyten und Makrophagen beitragt
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Abb. 33 Wachstumsfaktoren in Synovialfliissigkeiten von Arthritis- und Arthrose-Patienten im Vergleich pal|
autologen- und Normalspender-Seren

Die Konzentrationen der Wachstumsfaktoren HGF und VEGF sind in den Synovialflissigkeiten von Arthritis- und
Arthrose-Patienten erhoht. b-FGF und PDGF sind im Gegensatz dazu nur in den Seren der Patienten signifikant erhdht.
Die Konzentrationen sind in pg/ml angegeben und die Linie markiert den Mittelwert. Normalspender Seren (NS Se) n=23,
Arthritis-Patienten Seren (Se) n=13, Arthritis-Patienten Synovialflissigkeiten (SF) n=23, Arthrose-Patienten Seren (Se)
n=18, Arthrose-Patienten Synovialflissigkeiten (SF) n=19. Die Signifikanzwerte sind im Anhang in Tab. 15 (S.156)
gezeigt.

In beiden Synovialflussigkeiten sind die Konzentratfir HGF und VEGF signifikant erhdht
(Abb. 33, Signifikanzen siehe Tab. 15, Anhang S)15® Gegensatz dazu ist b-FGF im
Vergleich zu Normalspender-Seren nur in den SeegrPdtienten signifikant erhéht, in den
Synovialflissigkeiten der Patienten dagegen erigedr PDGF ist der einzige

Wachstumsfaktor, der sowohl in den Seren als auchdan Synovialfliissigkeiten der
Patienten eine signifikante Erniedrigung zeigt.



In den Synovialflissigkeiten von Arthrtits- und Art hrose-Patienten liegen im Vergleich
zut den autologen Seren erhthte Chemokin-Konzentrat  ionen vor, wobei bei Arthrose-
Patienten wesentlich weniger Faktoren erhoht sind. Dies deutet auf eine selektive
Rekrutierung von CD56 "9™CD6 NK-Zellen hin, wobei auch T-Zellen durch die
Chemokine rekrutiert werden konnen. In der Synovial  flussigkeit von Arthritis-
Patienten liegt im Vergleich zu Arthrose-Patienten eine dominante T y17-Immunantwort
vor, die vor allem von T jl1-Zytokinen, abgeschwacht auch von T ,2-Zytokinen,
eskortiert wird. Bei Arthritis-Patienten liegt also vorwiegend ein T 41/Ty17-
Mosaikmuster vor, das durch das T {17-Milieu dominiert wird, welches wiederum die
Produktion anderer Zytokine maf3geblich beeinflusst. Im Unterschied dazu findet in
den Synovialflussigkeiten der Arthrose-Patienten ke ine IL-17-Produktion statt,
wodurch die positive Rickkopplung und Amplifikation der autoimmunen
Entzindungsreaktion fehlt. Hier finden sich zwar T  11-Zytokine, die jedoch immer in
wesentlich geringeren Konzentrationen als bei Arthr itis-Patienten vorliegen. Die
Verschiebung der Wachstumsfaktoren-Verhéaltnisse zu Ungunsten der PDGF/b-FGF-
Signale kodnnte einen Beitrag zu einem Knorpel-Knoch  enabbau durch fehlende

Regenerationssignale leisten.

3.4  Zytokinmuster in der Synovialflissigkeit im Ver gleich zum Serum

der Arthritis- und Arthrose-Patienten

In den vorhergehenden Abschnitten wurden die Zpwki Chemokine und

Wachstumsfaktoren einzeln analysiert und di@ 7Fimmunantwort in den Arthritis-Patienten

im Gegensatz zu den Arthrose-Patienten als Hawgroiteidungsmerkmal identifiziert. Es

gestaltete sich jedoch schwierig, das vollstandigeimmune Zytokinmuster anhand der

Einzelbetrachtung der 50 verschiedenen Faktoresefinieren. Aus diesem Grund wurde fir

die Muster-bezogene Auswertung keine quantitativarsi2llung der Einzelergebnisse

gewahlt, sondern die Ratio aus der Zytokin/Chemakmzentration in der Synovialflissigkeit

und der Konzentration im autologen Serum des Ratiegebildet. Es wurde manuell eine

sogenannte ,Heatmap“ angefertigt, die aus den mEK8essionsanalysen bekannt ist.

Hierdurch wird deutlich, welche Faktoren sich wiark am Ort der Entziindung, namlich in

der Synovialflissigkeit, verandern.
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Abb. 34 Anderung der Zytokine in der Synovialflissi gkeit von autoimmunen und nicht-autoimmunen
Gelenkentziindungen im Vergleich zu autologem Serum

Gezeigt ist die Ratio der Zytokinkonzentrationen der Synovialflissigkeiten und des jeweiligen autologen Serum. Die Skala

links gibt den Faktor der Erniedrigung bzw. Erhohung der Konzentrationen in der Synovialflissigkeit an. Blau:

Konzentration verringert sich in der Synovialflissigkeit um mehr als den Faktor 0,01, rot: Konzentration ist in der

Synovialflissigkeit um mehr als das 100-fache erhéht.
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In der Patientengruppe aus der Rheuma-Ambulanzntiefa sich neben den eindeutig
diagnostizierten Arthritis-Patienten auch drei hicdutoimmune Arthritis Erkrankungen

(SYN#10 Lyme Arthritis, SYN#18 Arthritis urica, SYN9 Aktivierte Arthose) und funf

undifferenzierte Poly- oder Oligoarthrosen, welaieenfalls nicht als autoimmun definiert
waren (SYN#04, #06, #16, #17 und #23). Diese Ptrerverblieben zunachst in der
Arthritisgruppe, da sie sich beziglich der NK-Zdiltration nicht von den autoimmunen

Patienten unterscheiden. Bezuglich des Zytokinmsisteeigten sich jedoch deutliche
Unterschiede, die in Abb. 34 dargestellt sind. lesdr Abbildungen sind nur diejenigen
Patienten gezeigt von denen sowohl Synovialflissigkls auch autologes Serum vorlag, so
dass die Ratio berechnet werden konnte. Man erkdass sich vier Patienten aufgrund ihres
Zytokinmusters, hervorgehoben durch die farblichariverung, deutlich von den restlichen

Patienten abheben und ein ,anti-inflammatorischdsister aufweisen. Durch diese Ratio-



bezogene Darstellungsweise fallt zwar die dominanig7-Antwort in der autoimmunen
Synovialflissigkeit nicht ins Auge, da sich die kentration im Vergleich zum autologen
Serum erniedrigt (Abb. 30), die Zytokine IL-6 undlp, welche fur die IL-17 Produktion
essentiell sind, sind jedoch am starksten erhdnded sieht man deutlich die Erhéhung der
Chemokine MIG (CXCL9), IL-8 (CXCL8) und IP-10 (CX@D) (Vgl. mit Abb. 29). Zudem
sind andere proinflammatorische Faktoren wie MIE;16, IL-1RA, LIF und der
Vaskularisierungsfaktor VEGF stark erhdht. Dagefidih die untergeordnete Rolle dep2-
Zytokine auf (Vgl. mit Abb. 32), da IL-4, IL-5, 110 und IL-13 tendenziell herunterreguliert
werden, oder im Vergleich mit dem Serum unveranbieiben. Einige Faktoren, wie PDGF,
RANTES, b-FGF und Eotaxin, bleiben in der SynoVlim$igkeit interessanterweise stark
erniedrigt. Das Zytokinmilieu in nicht autoimmuneentztindlichen Gelenkerkrankungen
weist grof3e Unterschiede zu diesem autoimmunenrifisthuster auf. Man findet hier
vermehrt eine Verringerung vieler Faktoren in dgn&ialflissigkeit, z.B. werden MIPed,
IL-2 und IL-12(p70) im nicht-autoimmunen Kontexth®an den T2-Zytokinen IL-4, IL-5, IL-

10 und IL-13 in der Synovialfliissigkeit im Vergleizum Serum herunterreguliert. Die
Erhéhung von IL-6, MIF, MIG, VEGF und IL-16 Ubersehdet sich dagegen mit den
autoimmunen Arthritiden. Diese Faktoren stelleroalge allgemeinen Entziindungsmarker
dar, welche immer erhoht sind. Bemerkenswert s$sdich die Lyme-Arthritis (Borreliose,
SYN#10), welche durch eine bakterielle Infektiont nBorrelia burgdorferi Bakterien
verursacht wird, von den drei anderen ebenfallstraatoimmunen Arthritiden unterscheidet,
wobei sich auch hier keine Erhdhung der allgemeiBetziindungsfaktoren zeigt. Um den
Unterschied des autoimmunen Musters zu dem nidoiramunen Muster nochmals zu
bestatigen, wurde die Anderung des Zytokin/Chemukisus auch in der
Synovialfliissigkeit von nicht-autoimmunen Arthrd2atienten untersucht, und ebenfalls die
Ratio zwischen Synovialflissigkeit und Serum geddild



Ergebnisse 97

nicht-autoimmune Arthrosen

x-fache

ﬁ"m‘ TEP 3W | TEP4W TEPG6W | TEP 7TW  TEP W TEP 10W TEP 8W TEP 11W TEP 23W TEP 1M TEP 5M TEP 14W TEP 15 W TEP 16W TEP 17W TEP 7M TEP 8M
e IL6
“"“.’9‘“"‘ mE — —
MIG
= :n'LE1G6F | || | I | .
10 s
3 IL1B
(Lo | I *
05 |
IP-10
o GROa
0.02 T [ T I ||
0.01 RTINS
b-NGF
MCP-1
SCGF-B
e I ——
IL9 | . |
MIPAB
IFN-a2
IL-1a
IL-2Ra
IL3 || ]
IL-12 (p40)
1L-18
CTACK
SCF
SDF-1a
TNF
TRAIL
HGF
M-CSF
MCP-3
ICAM-1
VCAM-1
MIP-1a
IL2 I
L4
IL-5
IL-13
IL-10
IL-12(p70)
G-CSF
IFN-y
IL-7
IL17
Eotaxin
FGF basic
PDGF
RANTES
Abb. 35 Anderung der Zytokine in der Synovialflussi gkeit von Gonarthrose-Patienten im Vergleich zu

autologem Serum
Gezeigt ist die Ratio der Zytokinkonzentrationen der Synovialflissigkeiten und des jeweiligen autologen Serums. Die
Skala links gibt den Faktor der Erniedrigung bzw. Erhdhung der Konzentrationen in den Synovialfliissigkeit an. Blau : Die
Konzentration verringert sich in der Synovialflissigkeit um mehr als den Faktor 0,01. Rot: Die Konzentration ist in der
Synovialflissigkeit um mehr als das 100-fache erhoht.

In Abb. 35 ist deutlich zu erkennen, dass das Muster Veranderungen in der
Synovialflissigkeit bei nicht-autoimmunen Gonardao stark dem der vier nicht-
autoimmunen Arthritis-Patienten &hnelt. Auch ben dethrose-Patienten sind IL-6, MIF,
MIG und VEGF erhoht, was bedeutet, dass auch diente Entziindungsprozesse stattfinden.
Dagegen werden IL-1RA, TNF und IL-9 in den Synovialflissigkeiten von Arthrese
Patienten immer deutlich herunterreguliert. Zudemd swie bei den nicht-autoimmunen
Arthritis-Patienten MIP-&, IL-2, IL-12(p70) und die #2-Zytokine herunterreguliert. Aus
diesen Abbildungen wird klar, dass das deutlicheienmune Arthritis-Muster einem nicht-
autoimmunen Arthrose-Zytokinmuster gegenuber steht.

Um diese manuell erstellten Muster nochmals bestéti zu lassen, wurden die
Zytokin/Chemokindaten der Patienten und der Norpeaider mit der ,,Genepilot*-Software
analysiert. Hierbei handelt es sich um eine prodestle Software zur Erstellung von mRNS
Expressionsanalysen, welche tberprift, ob sich &ust den gemessenen Daten erkennen



98 Ergebnisse

lassen und ob dadurch die Klassifizierung der Rtgre und Normalspender in relevante
klinische Gruppen moglich ist. Die Daten wurderribé ,unsupervisedanalysiert, das heif3t
die Software erhalt vor der Berechnung keine Inftitan Gber die klinische Herkunft der
verschiedenen Patienten- bzw. Normalspendergruppén. Ergebnisse werden von der
Software in einer hierarchischen ,Cluster-Analyse angeordnet, dass &ahnliche Daten
nebeneinander stehen. Dabei ergibt sich die clarsksche Darstellungsweise des Cluster-
Dendrogramms, einer so genannten ,Heatmap“. Rbt kierbei fur eine hohe Konzentration
der Zytokine/ Chemokine und grun fir eine niedkgmzentration.
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Abb. 36 Analyse der Zytokinexpressionsmuster mit Hi Ife der Genepilot-Software
Mittels der Genepilot-Software erfolgte eine ,unsupervised* Cluster-Analyse der Rohdaten der Zytokin/ Chemokin-
Multiplexanalyse. Die Software gruppierte die Patienten und Normalspender anhand der Messwerte, ohne dass sie vorher
Infrmationen tber den klinischen Hintergrund der Spender und Patienten erhalten hat.

Abb. 36 zeigt einen Ausschnitt der Heatmap, welebe der Genepilot-Software erstellt
wurde. Vertikal sind die Patienten- und Normalsgptbben aufgetragen, horizontal die 50

verschiedenen in der Multiplex Analyse gemesserakiofen. Man sieht deutlich, dass die



Software eine klare Gruppierung der Patienten uondrdispender anhand der Messwerte
durchfihren konnte, in der jeweils eine Gruppe Mermalspender (grin), der Seren beider
Patientengruppen (lila) und der Synovialflissigkist autoimmunen Arthritis-Patienten (rot)
zu erkennen sind. Eine vierte Gruppe beinhaltet Sigmovialflissigkeiten der nicht-
autoimmunen Arthrose-Patienten (blau). Diese Grupipe durch zwei Normalspenderseren
und drei Synoviallfissigkeiten aus dem ArthritisHiéktiv durchbrochen, wobei es sich exakt
um die nicht-autoimmune aktivierte Arthrose und deiden diagnostisch unklaren
Arthritiden handelt. Diese ,Heatmap” entsprichtvireiten Teilen der manuell angefertigten
Zuordnung (Abb. 34 und Abb. 35) und ermoglicht eimesatzliche Integration der
Normalspenderseren, zu denen natirlich keine Sgiflisgsigkeiten vorliegen. Die Genepilot
Software war dazu in der Lage, das autoimmune Zytolster der Synovialflissigkeit der
Arthritis-Patienten klar von den Seren, und dethnautoimmunen Synovialflissigkeit zu

trennen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass durch die umfassende Zytokin-/
Chemokinanalyse in dieser Arbeit erstmals ein autoi mmunes, von einem nicht-
autoimmunen Zytokinmuster unterschieden werden konn te. Nicht autoimmune
Arthritis-Patienten unterscheiden sich in diesem Mu ster deutlich von Reaktiven und
Rheumatoiden Arthritis-Patienten. Es war zudem mog| ich, dieses Muster durch eine
Softwareanalyse bestétigen zu lassen, welche ebenfa lls klare Gruppierungen von

Normalspendern und Patienten erstellen konnte.



4  NK-Zellen im Kontext der Psoriasis vulgaris

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden die NK-Zellem iKontext autoimmuner Arthritiden
beschrieben. Als Vergleich mit einer anderen Autoimkrankheit wurden NK-Zellen im
Kontext der Psoriasis vulgaris untersucht. Dabeidelt es sich um eine T-Zell-vermittelte
Autoimmunkrankheit, die sich hauptsachlich an dautdaber zum Teil auch als Psoriasis
Arthritis an den Gelenken manifestiert. Interessameéise kamen die ersten Hinweise flr eine
Rolle der KIR-Gene in der Autoimmunitat aus demeiehr der Psoriasis Arthritis. Von den
Psoriasis-Patienten lagen leider nur Blutproben gaher konnten nur periphere NK-Zellen
und nicht die NK-Zell-Rekrutierung in die Synoviélsigkeit der Psoriasis Arthritis bzw. in
die Haut untersucht werden. Dartber hinaus wurderfangreiche Experimente mit
peripheren NK-Rezeptor-positiven T-Zellen durchgef{idie aus Platzgrinden jedoch keinen

Eingang in die schriftliche Arbeit gefunden haben.

4.1 Verringerte Frequenz peripherer CD56 “™CD6" NK-Zellen bei

Psoriasis vulgaris
Die Frequenz der gesamten peripheren NK-ZellerPBeriasis-Patienten ist im Vergleich zu
Normalspendern nicht signifikant verringert (Abb7)3 Dieses Ergebnis entspricht den
Frequenzanderungen bei Arthritis und Arthrose-Rggie (siehe Abb. 15). Die NK-Zell-
Degeneration bei Autoimmunkrankheiten konnte alsocha durch das Psoriasis-

Patientenkollektiv nicht bestatigt werden.
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Abb. 37 Frequenz der peripheren NK-Zellen bei Psori  asis vulgaris-Patienten

Dargestellt sind die Ergebnisse durchflusszytometrischer Analysen. Es wurden PBMC von 39 Psoriasis-Patienten mit CD3
und CD56 Antikorpern gefarbt und der prozentuale Anteil der CD3'CD56" NK-Zellen an der gesamten Lymphozytenzahl
ausgewertet. Die Linie markiert den Mittelwert. Die Statistik wurde mittels Mann-Whitney-U-Test berechnet.



Nach langer Kontroverse uber die Anwesenheit von-2¢en in der Haut, kann bei
Psoriasis vulgaris ebenfalls eine Anhaufung von €% CD16 Zellen in der Haut
beobachtet werden (Ottaviani, Nasorri et al. 200&chdem meine Untersuchungen der
Gelenkerkrankungen eine herausragende Rolle von @Banfiltrationsmarker auf NK-
Zellen ergaben, wurde die Expression von CD6 aufA¢Ken auch in den PBMC von
Psoriasis-Patienten untersucht. Wie in Abb. 22 ehes ist, lag im Blut von Arthritis-
Patienten eine Art ,Zwischenzustand“ der CD®&IK-Zell-Population vor. Hier sollte nun
eruiert werden, ob diese verschobene NK-Zell-Viengj auch im Blut von Psoriasis-
Patienten vorliegt. Es wurden dazu die PBMC vonP4briasis-Patienten isoliert. Die NK-
Zellen wurden dann phanotypisch durch FACS-Analyderakterisiert.
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Abb. 38 CD6-Expression auf peripheren CD56 "9 und CD56 “™ NK-Zellen bei Psoriasis-Patienten
Farbung von PBMC, isoliert aus Psoriasis-Patienten, mit CD56, CD6 und CD3 Antikdrpern. Gegatet auf CD56'CD3” NK-
Zellen. Analyse der prozentualen CD6-Expression auf NK-Zellen bezogen auf die gesamte Anzahl der NK-Zellen. PBMC
PSO n=23. Linie markiert den Mittelwert. STABWN: Standardabweichung

Bei Normalspendern korreliert die CD6-Expressioh@eripheren NK-Zellen stark mit dem
CD56"™ Phanotyp (Vgl. Abb. 22), wobei 70,5 % der NK-Zalleier CD56™ CD6' sind. Bei
Psoriasis-Patienten ist die CD6-Expression auf CPH5BIK-Zellen signifikant niedriger
(60,8+17,8 %, p=0,05), und entspricht damit der Yothrose-Patienten (58,3 12,1 %, p=
0,6) (Vgl. Abb. 22). Vergleicht man die PBMC deroRasis-Patienten mit den ebenfalls
autoimmunen Arthritis-Patienten (Abb. 22), so sien, dass diese tendenziell weniger
CD6'CD56"™ NK-Zellen (43,8 %) besitzen, wobei dieser Unteisghedoch nicht signifikant

ist (p=0,2). Diese Ergebnisse bestatigen die Veumnwiner Art des ,Zwischenzustand” in



der Peripherie der drei Patientengruppen (Vgl. 2.40). Die Modulation des peripheren NK-
Zell Repertoires konnte demnach mit dem Schweregdsadl Entzindungsreaktion
zusammenhangen, da diese bei Arthritis-Patientesentlich starker ausfallt, weshalb diese

sich am starksten von Normalspendern unterscheiden.

4.2 KIR" T-Zellen bei Psoriasis vulgaris

Bei Psoriasis Arthritis (Martin, Nelson et al. 200%/illiams, Meenagh et al. 2005) und
Psoriasis vulgaris (Luszczek, Manczak et al. 2004yrde als eine der ersten
Autoimmunkrankheiten eine genetische Assoziatiom d&@m Polymorphismus des KIR-
Genlokus beschrieben. Nachdem Psoriasis vulgarisviegend eine T-Zell-vermittelte
Autoimmunkrankheit darstellt (Prinz, Vollmer et dl999, Nickoloff, Bonish et al. 2000,
Vollmer, Menssen et al. 2001) und bei anderen autainen Erkrankungen, wie zum
Beispiel der Rheumatoiden Arthritis (Yen, Mooreakt2001), KIR-positive CD4CD28 T-
Zellen gefunden wurden, wurde im Zuge dieser ArbitFrequenz von peripheren KIR-
Zellen bei Psoriasis-Patienten untersucht. Es ldgjeer keine Gewebeproben aus der Haut
vor, aus denen die Zellen isoliert hatten werdemnk®, weshalb diese T-Zellpopulation nur
im Blut von Psoriasis-Patienten untersucht werdamke.
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Abb. 39 KIR-Expression auf peripheren T-Zellen bei  Psoriasis-Patienten im Vergleich zu Normalspendern

Farbung von PBMC isoliert aus Psoriasis-Patienten und Normalspendern mit CD3, p58.1 (KIR2DL/S1), p58.2
(KIR2DL/S2), p70 (KIR3DL1) und p50.3 (KIR2DS4) Antikorpern. Gegatet auf CD3" Lymphozyten. Analyse ders
prozentualen Anteils der KIR" T-Zellen bezogen auf die gesamte Anzahl der T-Zellen. PBMC PSO n=23, PBMC NS n=13.
Die Linie markiert den Mittelwert (MW). mAK: monoklonale Antikdrper — erkennen inhibierende und aktivierende KIR-
Isoformen, STABWN: Standardabweichung



Die monoklonalen Antikdrper gegen die KIR2D1- bz@iR2D2-Rezeptoren kénnen nicht
zwischen den langen inhibierenden und den kurzéviedenden Isoformen unterscheiden, da
deren extrazellulare Domanen identisch sind. Datied die Daten als KIR2DL/S1 und
KIR2DL/S2 angegeben. Der prozentuale Anteil von Hidsitiven T-Zellen an den
peripheren T-Zellen von Psoriasis-Patienten unbeiset sich nicht signifikant von dem der
Normalspender (KIR2DL/S1 p=0,4, KIR2DL/S2 p=0,9,R8DL1 p=0,9, KIR2DS4 p=1,0)
(Abb. 39), wobei in beiden Gruppen alle T-Zellemz&D3 CD8" zytotoxischen T-Zell-
Phanotyp gehoren. Im Blut der Psoriasis-Patienggeh also nicht mehr KIRT-Zellen vor,
welche in die Haut einwandern und dort das autoimenglytokinmilieu vermitteln kdnnten.
Um dies jedoch genauer zu klaren, mussten Gewebepraus der Haut genommen und die
dort infiltrierenden T-Zellen untersucht werden. Bach die Auswertung weiterer 15 NK-
und T-Zellmarker in PBMC von Psoriasis-Patientergeggiber Normalspendern keine
signifikanten Unterschiede ergab, wurde auf dididuwlche Beschreibung an dieser Stelle
verzichtet. Dieser Befund unterstreicht jedoch gieRe Bedeutung des Mikromilieus im
entsprechenden Gewebe fir die Analyse der autoiramianozesse, die sich offensichtlich

nur selten in der Peripherie nachweisen lassen.

Zusammenfassend lasst sich aus den Untersuchungen a n PBMC von Psoriasis-
Patienten fesstellen, dass mit dem CD6-Marker auch in diesem Kollektiv in der
Peripherie ein signifikanter Unterschied zu den ges  unden Kontrollspendern detektiert
werden konnte, da die CD6-Expression auf den CD56 %™ NK-Zellen signifikant
erniedrigt ist. Dies unterstreicht die Bedeutung de s CD6-Markers fur die

Charakterisierung der NK-Zell-Subpopulationen im au  toimmunen Kontext.



5 Genetische Assoziationen des HLA-C- und KIR-Lokus mit

Autoimmunkrankheiten

5.1 HLA- und KIR-Assoziation bei Psoriasis vulgaris

Wie bei anderen Autoimmunerkrankungen scheint abeh Psoriasis-Patienten eine
genetische Pradisposition aufzutreten, namlich déwhandensein bestimmter NK-
Rezeptoren in Kombination mit bestimmten HLA-Klagg#llelen. Bei Psoriasis ist seit
Jahrzehnten eine starke Assoziation HIitA-Cw6 bekannt (Tiilikainen, Lassus et al. 1980,
Mallon, Bunce et al. 1997), deren Ursprung bis Eatdeckung der HLA-C-KIR-Interaktion
vollkommen unklar war, und erst dadurch wieder @& &entrum des Interesses geruckt ist.
Die genetische Assoziation ist also eine Kombimaaos HLA-C und den KIR-Genen. Bei
Psoriasis vulgaris liegt laut Literatur eine gesdte Pradisposition vorwiegend mit dem
aktivierenden Rezeptor KIR2DS1 vor, dem RezeptorHLUA-Cw6 (Luszczek, Manczak et
al. 2004). Auch bei Patienten mit Psoriasis Arthinird eine genetische Pradisposition fur
KIR2DS2 und KIR2DS1 in Abwesenheit bestimmter HLAAGele beschrieben (Martin,
Nelson et al. 2002, Williams, Meenagh et al. 20@g.der KIR-Genlokus auf Chromosom
19913.4 neben dem MHC-Komplex zu den extrem polpmen Genregionen zahlt, bietet
sich eine Kombination dieser beiden Genorte an.eDalerden zunachst die HLA-C-Allele
jedes Individuums in die beiden Gruppen C1 und @§enrdnet, so dass fir jeden Patienten
die Definition seiner individuellen C1/C1, C2/C2epdC1/C2 Kombination moglich ist. Fur
den KIR-Lokus existieren zwei Haupt-Haplotypen, AduB, wobei Haplotyp A durch das
Fehlen der aktivierenden KIR-Gene KIR2DS1, KIR2DS8IR2DS5 und KIR3DS1
charakterisiert ist, bzw. nur der aktivierende KIFG% exprimiert wird. Haplotyp B stellt die
»Vollausstattung“ mit aktivierenden und inhibiereamdKIR-Genen dar, wobei B-Haplotypen
auch einzelne aktivierende KIR fehlen kénnen (\Mghb. 59, Anhang S.158). Um diese
genetischen Pradispositionen auch in dem hier suntbten Patientenkollektiv zu
untersuchen, wurden HLA-C- und KIR-Typisierungenr dRatienten durchgefuhrt. Dazu
wurde aus PBMC genomische DNS isoliert und die €gionen wie unter 7.2 (Methoden,
S.53) beschrieben typisiert. Die Rohdaten der HL-A46d KIR-Typisierungen sind in Tab.
16 (Anhang, S.159) und Tab. 18 (Normalspender, Agh&.161) dargestellt.



18 der 41 typisierten Psoriasis-Patienten besittasn HLA-Cw*06 Allel (siehe Tab. 16,
Anhang, S.159), was einer Frequenz von 44 % entdprDie in dieser Arbeit typisierten
Normalspender besitzen eine HLA-Cw*06-Frequenz b6, welche aufgrund der geringen
Spenderzahl jedoch nicht aussagekraftig ist. Lawt,dllelefrequencies“-Datenbank betragt
die Frequenz von HLA-Cw*06 in einer WesteuropaischBopulation von gesunden
Normalspendern nur 16-20 % (www.allelefrequencits,neine weitere grof3e Studie von
Normalspendern ergab eine Frequenz von 14 % (BeThken et al. 2003) (Rohdaten selbst
ausgewertet), d.h. die Haufigkeit des HLA-Cw*06€Ml in dem hier untersuchten
Patientenkollektiv ist im Vergleich um mehr als daweifache erhoht. Dieses Ergebnis
bestatigt eindrucksvoll die genetische Assoziatiom HLA-Cw*06 bei Psoriasis vulgaris
Patienten. HLA-Cw6 gehért zur C2-Gruppe und die eh@w6-Frequenz kann somit zur
hohen Anzahl der C1/C2 heterozygoten Individuerdgen. Tatsachlich besitzen 51 % der
Psoriasis-Patienten C1/C2, 20 % sind C2/C2 und28ufo sind homozygot C1/C1. Diese
Werte unterscheiden sich jedoch nicht von den hietersuchten Normalspendern
(C1/C2=62%, C2/C2=23 %, C1/C1=15 %). Eine grof3e tkxistudie mit 163 Spendern
ergab ebenfalls ahnliche Frequenzen von 47 % CHC% C1/C2 und 39 % C1/C1 (Becker,
Tonn et al. 2003) (eigene Auswertung der Rohdatsaopei hier C1/C1 hohere Frequenzen
zeigt, als bei den in dieser Arbeit durchgefuhigpisierungen.

Psoriasis vulgaris Patienten n=41 Normalspender n=13
HLA-Cw homozygot heTeLrg-ziévot HLA-Cw homozygot heT:rg-zC):/;vot
Ci/Cc1 c2/c2 c1/c2 Ci/c1 cz/c2 ci/c2
12 8 21 2 3 8
HLA-Cw*06 7 11 HLA-Cw*06 1 3
Abb. 40 HLA-C Gruppen und HLA-Cw*06-Frequenz der Ps  oriasis-Patienten und Normalspender

Gezeigt ist die Einteilung der HLA-Cw-Molekile in die C1- und C2-Gruppen. Die C1-Gruppe besitzt an
Aminosaureposition 80 ein Asparagin und stellt die Liganden fir KIR2DL/S2 und KIR2DL/S3 dar. Die Molekiile der C2-
Gruppe besitzten an Aminosaureposition 80 ein Lysin und sind Liganden fiir KIR2DL/S1. Heterozygote C1/C2 Individuen
exprimieren somit beide HLA-C Allele und kénnen mit KIR2DL/S1-3 interagieren.

Neben HLA-Cw*06 ist bei Psoriasis vulgaris aul3erdeime genetische Assoziation mit
KIR2DS1, dem Rezeptor fur HLA-Cw6, publiziert (Legek, Manczak et al. 2004, Suzuki,
Hamamoto et al. 2004), welche auch bei Psoriadisrifis bekannt ist (Martin, Nelson et al.



2002). Interessanterweise besitzen nur 11 dernypesierten Patienten dieses Gen, was einer
Frequenz von 27 % entspricht, und damit den pusten Daten von 85 % deutlich
widerspricht (Luszczek, Manczak et al. 2004) und oer HLA-Cw*06 Frequenz der
Normalspender (31 %) Ubereinstimmt. In einem puddien Normalspender-Kollektiv betrug
die Frequenz des KIR2DS1 Gens 39,4 % (Becker, Tatrad. 2003). Die hier untersuchten
Psoriasis-Patienten haben also sogar eine vertendgerequenz an KIR2DS1 und die
genetische Assoziation mit diesem Gen konnte riestatigt werden. Das Vorhandensein
und die Anzahl der KIR-Gene variiert zwischen vhrsdenen Haplotypen (siehe Tab. 16,
Anhang, S.159). Die so genannten Framework KIR-G8md 3, 3DP1, 2DL4 und 3DL2)
sind bei jedem Haplotyp vorhanden. Die Einteilurey Haplotypen in die zwei Gruppen A
und B folgt hauptsachlich Uber das Vorhandensegr dads Fehlen von aktivierenden KIR-
Genen. Haplotyp A beinhaltet 6 inhibierende KIR &€ADL1, 2DL3, 2DL4, 3DL1, 3DL2
und 3DL3) und nur ein aktivierendes KIR Gen (KIR2DDie Sequenz des KIR2DS4 Gens
kann eine Deletion aufweisen, es liegt dann eindNel vor, welches nicht exprimiert wird.
Dieser Haplotyp exprimiert also gar keinen aktigreden KIR auf NK-Zellen und wird hier
als AA bezeichnet. Haplotyp B beinhaltet eine VielzahlKambinationen aus aktivierenden
und inhibierenden KIR Genen. 44 % der Psoriastef&n (n=41) besitzen Haplotyp A/A,
32 % sind homozygot fir HaplotypXund besitzen somit gar keinen aktivierenden KIR und
12 % der Patienten exprimieren den aktivierendeR2KIS4 (7 % Haplotyp A/A, 5 %
Haplotyp A/A). 41 % der Patienten besitzen mehreatgen aktivierenden KIR, da sie den
Haplotyp A/B besitzen und 15 % haben mehr als akévierende KIR in ihrem KIR-Lokus,
da sie den Haplotyp B/B besitzen. Die in diesereftrtypisierten Normalspender weisen eine
Frequenz von 15 % fur &XAA, 23 % AA/A, 0 % A/A, 54 % A/B und 8 % B/B auf, wobei
auch an dieser Stelle wieder auf die geringe Speatkehingewiesen werden muss. Becker et
al beschreiben in ihrer Studie eine Haplotyp A-lesz von 31 %, wobei sich dieser aus 2 %
AANAA, 8% AA/A und 21 % A/A zusammensetzt (Becker, Tonn et al320Rohdaten selbst
ausgewertet). Interessanterweise findet man bePdeniasis-Patienten eine starke Erhéhung
der AA/AA-Frequenz, was ein Fehlen von aktivierenden KIR ebext. Bisherige
Untersuchungen postulieren jedoch eine Assoziatmiinden aktivierenden KIR2DS2 und
KIR2DS1 in Abwesenheit bestimmter HLA-C-Allele (Miax, Nelson et al. 2002, Williams,
Meenagh et al. 2005).
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Abb. 41 Frequenz der KIR-Haplotypen bei Psoriasis-P  atienten und Normalspendern

Dargestellt ist die Frequenz der KIR-Haplotypen der Psoriasis-Patienten (n=41) und der Normalspender (n=13). Haplotyp
AA/AA besitzt keinen aktivierenden KIR, da das KIR2DS4-Nullallel vorliegt. Die Haplotypen AA/A und A/A besitzen den
aktivierenden KIR2DS4. Haplotyp A/B beinhaltet mehr als einen aktivierenden KIR, da zusatzlich zu KIR2DS4 noch
weitere aktivierende KIR-Gene vorliegen, und Haplotyp B/B besitzt mehr als drei aktivierende KIR, da eine Vielzahl an
aktivierenden KIR vorliegen kann.

Vor allem bei der Regulation von NK-Zellen spietia KIR-Rezeptoren eine wichtige Rolle.
Um die funktionellen Auswirkungen auf die Regulation NK-Zellen zu untersuchen, muss
jedoch immer die Kombination aus HLA-C und KIR-Mkigen betrachtet werden. So wurde
z.B. fur Psoriasis Arthritis eine genetische Praoisstion der aktivierenden KIR2DS2 und
KIR2DSL1 in gleichzeitiger Abwesenheit der Ligandénihre homologen inhibierenden KIR-

Rezeptoren, C1 bzw. C2 gezeigt (Martin, Nelson let 2802). Diese Situation kann

theoretisch zu einer Aktivierung der NK-Zelle fuhyeda die inhibierenden Signale fehlen
(Vgl. Abb. 9, Einleitung S.19). In dieses Schemardein also Patienten mit dem KIR-
Haplotyp A/B und B/B fallen, da diese aul3er KIR2D&éhr als einen aktivierenden KIR
besitzen und NK-Zellen diese Rezeptoren auch exgrem. Fallen diese Patienten in eine
homozygote HLA-C-Haplotypgruppe, so erhéht das Wahrscheinlichkeit, dass keine
Liganden fur diese inhibierende KIR vorhanden simie Auswertung der HLA-C

Haplotypen in Kombination mit den KIR-Haplotypergab jedoch, dass nur 9 (5+2+2) der
untersuchten Psoriasis vulgaris-Patienten (22 #gedKombination aufweisen (Abb. 42, grau
unterlegt). Bei Normalspendern besitzen 23 % diesmbination, weshalb entgegen den
publizierten Daten keine Assoziation mit dieser tetlation und dem autoimmunen Kontext

vorliegt.



Psoriasis vulgaris-Patienten n=41 Normalspender n=13

HLA-Cw homozygot HLACw HLA-Cw homozygot HLACw
HLA-C heterozygot HLA-C heterozygot
Haplotyp Haplotyp
C1/C1 C2/C2 C1/C2 Ci1/C1 c2/c2 c1/c2
kein akt. KIR kein akt. KIR
ANAA 3 4 6 ANAA 1 1
ein akt. ein akt.
KIR (2DS4) 2 2 2 KIR (2DS4) 1 2
KIR ANA, AIA KIR ANA, AA

Haplotyp Haplotyp

Abb. 42 HLA-C- und KIR-Kombinationen bei Psoriasis vulgaris-Patienten
Ausgewertet wurde die Kombination aus den HLA-C- und den KIR-Haplotypen, da die KIR-Rezeptoren nur funktionell sein
kénnen, wenn ihre entsprechenden Liganden vorhanden sind. Liegt ein heterozygoter C1/C2 Haplotyp vor, so finden alle
inhibierenden Rezeptoren ihre Liganden. Die NK-Zelle wird also, unabhéngig davon ob aktivierende Rezeptoren
vorhanden sind, inhibiert. Liegt ein homozygoter HLA-C Haplotyp in Kombination mit dem A-Haplotyp von KIR vor, so
findet zwar nicht jeder inhibierende Rezeptor seinen Liganden, die NK-Zelle befindet sich aber trotzdem in einem
Ruhezustand, da auBer KIR2DS4 die aktivierenden Rezeptoren bei Haplotyp A vollstandig fehlen. Liegt jedoch nur eine
HLA-C Gruppe in Kombination mit einem B-Haplotyp von KIR vor, so besteht die Mdoglichkeit, dass Liganden fir
inhibierende Rezeptoren fehlen und die NK-Zelle aktiviert wird (grau unterlegt).

5.2 HLA- und KIR-Assoziation bei Rheumatoider Arthr itis

Bei Rheumatoider Arthritis wurden Assoziationen wérschiedenen HLA-DR Molekilen
beschrieben, welche ein gemeinsames Epitop zwisé&remosaure 70 und 74 besitzen
(Nepom, Byers et al. 1989). Auf diese Assoziatiammde in dieser Arbeit nicht eingegangen,
da in Bezug auf NK-Zellen nur die HLA-C Molekilesdliganden der KIR-Rezeptoren eine
Rolle spielen und Rezeptoren fir HLA-Klasse-lI-Malee nicht bekannt sind. Bei
Rheumatoider Arthritis wurden auRerdem, wie beiridsis, KIR-positive CDACD28 T-
Zellen beschrieben, welche vorwiegend den aktividgea KIR2DS2 exprimieren (Yen,
Moore et al. 2001). Eine erhéhte Frequenz KIRLymphozyten bei Rheumatoiden Arthritis-
Patienten im Vergleich zu Normalspendern konnte nieiner Arbeit jedoch nicht
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Es riegeinige widersprichliche
Veroffentlichungen bezuglich einer KIR-Assoziatioor, wobei in einer Studie einer
Taiwanesischen Population eine erhthte FrequenzK¥B2DS4 postuliert wurde, welche
mit der Anwesenheit des Liganden HLA-Cw4 zusammaegh@yen, Lin et al. 2006). Hierbei
muss beachtet werden, dass die KIR2DS4-FrequenaNdewalspenderkollektivs, welche
normalerweise ca. 90 % betragt (Becker, Tonn e2@03), in dieser Studie sehr gering war
(59,4 %) und deshalb die erhohte KIR2DS4 Frequemizdbn Patienten zustande kommen
kann. Diese Vermutung unterstreicht eine Untersnghiordirischer Patienten, durch welche
keine Assoziation mit KIR-Rezeptoren festgesteblirden konnte (Middleton, Meenagh et al.

2007). Eine weitere Studie zeigt ebenfalls, dags KIR-Frequenzen von Rheumatoiden



Arthritis-Patienten denen von Normalspendern eetdpn (Majorczyk, Pawlik et al. 2007),
jedoch konnte hier gezeigt werden, dass die Frempurefur KIR2DS1 und KIR3DS1 in den
Patienten geringer waren, die keinen Knochenvesggtdufwiesen und dass KIR2DL2 und
KIR2DS2 in Patienten, bei denen sich die Entzindangh aufl3erhalb der Gelenke
manifestiert (Rheumatoide Vaskulitis), erhdht varkoen. Die Expression des aktivierenden
KIR2DS2 konnte auch schon in einer anderen Pulibkamit einem erhdhten Risiko fur
Rheumatoide Vaskulitis korreliert werden (Yen, Meet al. 2001). Um die KIR- und HLA-
C-Assoziationen in meinem Kollektiv zu untersuchemyden die HLA-C-Molekile in die
Gruppen C1/C1, C1/C2 und C2/C2 und die KIR-Hapletypn A und B eingeteilt. Die
Rohdaten der Typisierungen sind in Tab. 17 (Anh&60) und Tab. 18 (Normalspender,
Anhang, S.161) gezeigt. Da das Arthritis-Patientdiektiv verschiedene Krankheiten
enthielt, wurden hier nur die eindeutig diagnostitan autoimmunen Rheumatoiden Arthritis-
Patienten (SYN#03, 05, 08, 09, 11-14, 20, 22, 2¥iglich der genetischen Assoziationen

untersucht, um die Ergebnisse nicht zu verfalschen.

Rheumatoide Arthritis-Patienten n=11 Normalspender n=13
HLA-Cw HLA-Cw
HLA-Cw homozygot HLA-Cw homozygot
heterozygot heterozygot

cil/c1 cz/c2 cl/c2 cil/c1 cz/c2 c1l/c2

5 1 5 2 3 8

HLA-Cw*06 1 2 HLA-Cw*06 1 3

Abb. 43 HLA-C-Gruppen und HLA-Cw*6-Frequenz der Rhe umatoiden Arthritis-Patienten und Normalspendern

Gezeigt ist die Einteilung der HLA-Cw-Molekile in die C1- und C2-Gruppen. Die C1-Gruppe besitzt an
Aminosaureposition 80 ein Asparagin und stellt die Liganden fir KIR2DL/S2 und KIR2DL/S3 dar. Molekiile der C2-
Gruppe besitzen an Aminosaureposition 80 ein Lysin und sind Liganden fir KIR2DL/S1. Heterozygote C1/C2 Individuen
exprimieren somit beide HLA-C-Allele und kdnnen mit allen KIR interagieren.

Die Frequenz von HLA-Cw*06 betragt bei Rheumatoidethritis-Patienten, wie bei den
Psoriasis-Patienten, 27 % und unterscheidet st mon der Frequenz bei Normalspendern
(31 %). 45,5 % der RA-Patienten besitzen C1/C2 dgibiCl und 9 % sind homozygot
C2/C2. Im Vergleich zu den Psoriasis-Patienten $%61C1/C2, 29 % C1/C1) und den
Normalspendern (62 % C1/C2, 15 % C1/C1) ist hier @il-Gruppe tendenziell starker
reprasentiert. In einer grof3en Studie wurden jedamaeth 47 % C1/C2 und 39 % C1/C1l
Zuordnungen gefunden (Becker, Tonn et al. 2Q8)hdaten selbst ausgewertet). Alle der



hier untersuchten Rheumatoiden Arthritis-Patieriiesitzen das KIR2DS4-Gen, wobei dies
ebenfalls bei den Normalspendern der Fall ist. WiAbb. 44 zu sehen ist, kbnnen 27 % der
Patienten dennoch kein KIR2DS4 auf NK-Zellen expenen, da sie zum KIR-Haplotyp
AA/AA gehoren. Bei Normalspendern zahlen nur 15 % zsedieHaplotyp, wobei Becker et
al. in ihrer Studie sogar nur eine Frequenz von ZiPAA/AA zeigen (Becker, Tonn et al.
2003) (Rohdaten selbst ausgewertet). Da im Velgldazu auch bei den Psoriasis-Patienten
eine erhohte Frequenz von KIR2DS4 auftritt (32 %@nnte dieser aktivierende KIR mit
einem autoimmunen Kontext in Zusammenhang gebragnten. Die Assoziationen mit
KIR2DS1, KIR3DS1, KIR2DL2 und KIR2DS2 in Bezug auflen Grad der
Knochenschadigung und einer bestehende Vaskutitiatien in dieser Arbeit nicht analysiert

werden, da die entsprechenden Informationen zuRkientenkollektiv nicht vorlagen.
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Abb. 44 Frequenz der KIR-Haplotypen bei Rheumatoide  Arthritis-Patienten und Normalspendern

Dargestellt ist die Frequenz der KIR-Haplotypen der Rheumatoiden Arthritis-Patienten (n=11) und der Normalspender
(n=13). Haplotyp AA/AA exprimiert keinen aktivierenden KIR, da das KIR2DS4-Nullallel vorliegt. Die Haplotypen AA/A und
A/A exprimieren den aktivierenden KIR2DS4. Haplotyp A/B exprimiert mehr als einen aktivierenden KIR, da zusatzlich zu
KIR2DS4 noch weitere aktivierende KIR-Gene vorliegen, und Haplotyp B/B exprimiert mehr als drei aktivierende KIR, da
eine Vielzahl an aktivierenden KIR vorliegen kann.

Die Auswertung der KIR-Haplotypen in Kombinationtngien HLA-C-Haplotypen ergab,

dass 4 (3+1) der Rheumatoiden Arthritis-Patient8@%) die tendenziell ,aktivierende”

Kombination von HLA-C- und KIR-Molekulen besitzt ph. 45, grau unterlegt), wie sie bei
Psoriasis vulgaris postuliert wurde (Martin, Nelset al. 2002). Dies wirde einer
tendenziellen Erh6hung gegentber den Normalspenelaisprechen (23 %). Die geringe
Patientenzahl darf bei der Analyse dieser Ergebnjsgoch nicht aulBer Acht gelassen
werden, da bei einer groRen Kontrollstudie 39 % Nemalspender in diese Gruppe fallen
(Becker, Tonn et al. 2003) (Rohdaten selbst ausgetye



Rheumatoide Arthritis-Patienten n=11 Normalspender n=13

HLA-Cw homozygot HLACw HLA-Cw homozygot HLACw
HLA-C heterozygot HLA-C heterozygot
Haplotyp Haplotyp
C1/C1 C2/C2 C1/C2 Ci1/C1 c2/c2 c1/c2
kein akt. KIR kein akt. KIR
ANAA 2 1 ANAA 1 1
ein akt. ein akt.
KIR (2DS4) 1 KIR (2DS4) 1 2
KIR ANA, AIA KIR ANA, AA
Haplotyp Haplotyp
3 1 3 2 1 4
1

Abb. 45 HLA-C- und KIR-Kombinationen bei Psoriasis vulgaris-Patienten
Ausgewertet wurden die Kombinationen aus den HLA-C- und KIR-Haplotypen, da die KIR-Rezeptoren nur funktionell sein
kénnen, wenn ihre entsprechenden Liganden vorhanden sind. Liegt ein heterozygoter C1/C2 Haplotyp vor, so finden alle
inhibierenden Rezeptoren ihre Liganden. Die NK-Zelle wird also, unabhéngig davon ob aktivierende Rezeptoren
vorhanden sind, inhibiert. Liegt ein homozygoter HLA-C-Haplotyp in Kombination mit dem A-Haplotyp von KIR vor, so
findet zwar nicht jeder inhibierende Rezeptor seinen Liganden, die NK-Zelle befindet sich aber trotzdem in einem
Ruhezustand, da auBer KIR2DS4 die aktivierenden Rezeptoren bei Haplotyp A vollstandig fehlen. Liegt jedoch nur eine
HLA-C Gruppe in Kombination mit einem B-Haplotyp von KIR vor, so besteht die Mdoglichkeit, dass Liganden fir
inhibierende Rezeptoren fehlen und die NK-Zelle aktiviert wird.

Aus diesen Daten kann man zusammenfassen, dass eine rseits die publizierten
genetischen Assoziationen zum Teil nicht bestatigt wurden, wobei die geringe
ProbengroRRe, vor allem bei den Rheumatoide Arthriti  s-Patienten, fiir die Diskrepanz
verantwortlich sein kdnnte. Andererseits deuten die Befunde dennoch darauf hin,
dass auch bei den hier untersuchten Autoimmunerkran kungen die Kombination der
unabhangig voneinander vererbten KIR- und HLA-C-Gen e im Vergleich zu gesunden

Normalspendern verschoben ist.



F Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten zunéchst, dasssynoviale Repertoire beziglich der
beiden NK-Subpopulationen CD1&€D56" und CD16 CD56'™ in entzundlichen
Gelenkerkrankungen im Vergleich zur Peripherie ukebet ist, wobei sich die NK-Zell-
Populationen zwischen Arthritis- und Arthrose-Pai® nicht signifikant unterscheiden.
Schon in friiheren Studien konnte gezeigt werdess die CD18CD56°"9™ NK-Zellen in der
Synovialfliissigkeit von Arthritis- und Arthrose-Ratten dominieren und die CDABD56™"
NK-Zellen nahezu vollstandig fehlen (Dalbeth andl&ea2002, Pridgeon, Lennon et al. 2003,
de Matos, Berg et al. 2007). In meiner Arbeit kenith erstmals zeigen, dass der Marker
CD6 einen differentiellen Marker auf CDIBD56"™ NK-Zellen darstellt und dass die
synovialen NK-Zellen CD6-negativ sind. Im Gegensaizdiesem identischen Phéanotyp des
zellularen Infiltrats bezlglich der NK-Zellen, weislas Zytokin/Chemokinmilieu grol3e
Unterschiede zwischen Arthritis- und Arthrose-Raga auf. Aus den umfangreichen
Statistiken der 50 Parameter konnten ,Leit"-Zytakimefiniert, und das autoimmune
Zytokinmuster (Arthritis) von einem nicht-autoimmem (Arthrose) deutlich unterschieden

werden.

1 Die Dominanz der CD56 °"%" CD6 NK-Zellen in der
Synovialflissigkeit von Arthritis- und Arthrose-Pat ienten

In den Synovialflisigkeiten der Arthritis- und Ardse-Patienten liegt eine Dominanz der
CD56""MCD16CD6 NK-Zell-Population gegeniiber den COB&D16'CD6" NK-Zellen
vor. Es konnte hier gezeigt werden, dass die tafiin wesentlich starker mit der
Abwesenheit des CD6-Markers als mit der C¥88 oder der fehlenden CD16-Expression
korreliert. Dieser neue Befund meiner Arbeit bekigider Infiltration der CD589™ NK-
Zellen bestatigt publizierte Ergebnisse, liefereraburch den CD6-Marker in Bezug auf die
kontroverse Diskussion der Beziehung der beiden 2¢k-Populationen zueinander ein
wichtiges Argument firr die selektive InfiltratioredCD56"" NK-Zellen und damit gegen
die Differenzierung der CD%8' in CD56"9" NK-Zellen.

Bis jetzt ist die Entwicklung der NK-Zellen und di¥erwandtschaft der beiden
Subpopulationen nicht eindeutig geklart, da mehrkomtroverse Hypothesen dartber
bestehen. Einerseits wird ein gemeinsamer NK-ZelRufer im Knochenmark diskutiert,



welcher sich durch unterschiedliche Signale in Ct¥6oder CD58™ NK-Zellen entwickeln
kann. Andererseits besteht auch die Moglichkeiergthiedlicher Vorlaufer-Zellen fir diese
beiden NK-Zell-Subpopulationen. AuBerdem wurde piést, dass CD589"CD16 NK-
Zellen die Vorlaufer der CDSB'CD16" NK-Zellen darstellen kénnen, aber auch umgekehrt,
dass sich diese selbst aus den CH®16" NK-Zellen entwickeln kénnen (Loza and
Perussia 2004, Freud, Becknell et al. 2005, Madl|idlber et al. 2005, Romagnani, Juelke et
al. 2007). Neben der Entwicklung ist auch die Fiarkivon CD56 noch nicht vollstandig
bekannt, wobei es Hinweise gibt, dass es in deromalen Entwicklung beteiligt ist und eine
homophile Adhasion zwischen NK-Zellen vermitteltit(tl, Yagita et al. 1989). Daruber
hinaus kdnnen NK-Zellen tiber CD56 heterophile Bimgkn mit anderen Zelltypen, wie z.B.
Fibroblasten eingehen (Chan, Hong et al. 2007)liésem Kontext ist CD56 ein Ligand fur
den Fibroblasten-Wachstumsfaktor Rezeptor FGFRlkalestitutiv auf Fibroblasten, sowohl
membrangebunden als auch in sezernierter Formjneept ist (Root and Shipley 2000).
Chan et al postulierten, dass periphere CI86 NK-Zellen durch den Kontakt mit
synovialen Fibroblasten iber FGFR1 in CBBA\K-Zellen differenzieren kénnen (Chan,
Hong et al. 2007), wobei in dieser Analyse nichd dasamte Repertoire der NK-Rezeptoren
untersucht wurde. Eine weitere Hypothese ist, dies CD56'™ NK-Zellen nach einer
Anderung ihres Chemokinrezeptorrepertoires dend@rt Entziindung oder das lymphoide
Gewebe wieder verlassen, was dort dann zu der tielsehen CD589™ NK-Zell-Dominanz
fuhren wirde. Die Differenzierung durch Fibrobladtentakt ist jedoch noch nicht far
synoviale NK-Zellen gezeigt, da diese Untersuchang&ar mit synovialen Fibroblasten,
aber nur mit peripheren NK-Zellen durchgefuhrt vardim Gegensatz dazu postulieren Loza
et al, dass eine zytokinvermittelte Differenzierwmm CD56™ NK-Zellen in CD56""™ NK-
Zellen stattfindet (Loza and Perussia 2004), waeiwirklicher Differenzierungsmarker fir
NK-Zellen auch in dieser Arbeit nicht identifiziesturde. Die variable Expression von CD56
lasst dieses Molekiil nicht als Infiltrationsmarker; da sie sich auf CD86 NK-Zellen nach

in vitro oderin vivo Aktivierung erhoht (Robertson, Caligiuri et al.909 Robertson, Soiffer
et al. 1992, Caligiuri, Murray et al. 1993, RobertsCameron et al. 1999). Die Dichte von
CD56 auf der Oberflache von NK-Zellen kann alsohhidazu verwendet werden um
unstimulierte CD58'9™ NK-Zellen von aktivierten CD5&" NK-Zellen zu unterscheiden.
CD56”"9" NK-Zellen dominieren zwar in der Synovialfliissigkauch in meinen Proben, es
sind aber auch zu einem geringeren Anteil CtY5@\K-Zellen vorhanden. Neben der
Expression von CD56 unterscheiden sich die NK-Belbpopulationen auch in der
Expression von CD16 (Lanier, Le et al. 1986), woBBI56™"9" NK-Zellen meistens CD16



negativ und CD58" NK-Zellen CD16-positiv sind. Obwohl CDB8™ NK-zellen in der
Regel kein CD16 exprimieren, wurden in den SyndNissigkeiten der Arthritis-Patienten
dennoch viele CD16-positive NK-Zellen gefunden, giear nur einen sehr geringen Anteil
der synovialen NK-Zellen darstellen, aber dererbletdn CD56-Expression eine Folge der
Aktivierung sein konnte (Robertson, Caligiuri et 8090). Neuere Untersuchungen zeigen,
dass nicht nur auf CD16-positiven NK-Zellen die GEExpression erhdht werden kann,
sondern dass auch CD%6 CD16-negative NK-Zellen nach Aktivierung ihre CD16
Expression erhéhen kénnen (Chan, Hong et al. 20087 azzo et al haben gezeigt, dass
CD56"" CD16 NK-Zellen aus Lymphknoten und Mandeln nach eiriewéchigen IL-2
Stimulation CD16 und sogar KIR exprimieren konnear(azzo, Thomas et al. 2004). Dieser
Effekt von IL-2 konnte sogar auf peripheren CB88 NK-Zellen nachgewiesen werden
(Romagnani, Juelke et al. 2007), wobei diese Ewrpmmte technisch auf Grund der
Sortierungsproblematik umstritten sind.

Die KIR-Expression fehlte auf den in meiner Arbeftersuchten synovialen NK-Zellen im
Vergleich zu den peripheren COBBNK-Zellen wie erwartet vollstandig. Da es sichtlau
Literatur bei synovialen NK-Zellen um einen aktitém Phanotyp handeln soll, der mit den
Aktivierungsmarkern CD25 (hoch affiner IL-2 Rezaptand CD69 einhergeht (de Matos,
Berg et al. 2007), besteht theoretisch die MOogkihk dass durch das lokale
proinflammatorische Zytokinmilieu eine CD16-Expiiessauf der Oberflache der CD%8"
NK-Zellen induziert wurde. Diese Aktivierungshypesie erscheint im Lichte meiner
umfassenden Phanotypanalyse und der Identifizied@sgselektiven Infiltration-assoziierten
Markers CD6, unwahrscheinlich. Da die Expressiom ¥&D56 und CD16 offensichtlich
durch Aktivierung variierbar ist, erwiesen sich sieMarker als unzureichend fir die
Korrelation zwischen Phanotyp und Infiltration.dieser Arbeit konnte daflr eine stabile und
wesentlich signifikantere Korrelation zwischen syiaten NK-Zellen und der Abwesenheit
von CD6 auf diesen Zellen gezeigt werden. CD6 ist Te/p-B-Makrophagen-Scavanger-
Rezeptor-Glykoprotein, und wird vor allem auf T{8al Thymozyten und einigen B-Zellen
exprimiert (Mayer, Funke et al. 1990, Aruffo, Bowetnal. 1997, Singer, Fox et al. 2002). Die
Funktion von CD6 ist noch nicht vollstandig gekléaber es wird als kostimulatorisches
Molekul bei der T-Zell-Aktivierung (Morimoto, Ruddt al. 1988, Gangemi, Swack et al.
1989, Bott, Doshi et al. 1993, Osorio, Garcia etlb4, Singer, Richardson et al. 1996) und
der Reifung von Thymozyten betrachtet (Wee, Wangletl994, Patel, Wee et al. 1995).
Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe konntesedirgebnisse jedoch nicht bestatigen.

Auf T-Zellen scheint CD6 funktionell keine bedewenRolle zu spielen, da durch die



Stimulation von CD6 weder Zytokinproduktion nochtatgxische Aktivitat bei T-Zellen
ausgelost werden konnte. CD6 kdnnte jedoch beiMigration von Immunzellen beteiligt
sein, da es sich bei seinem Liganden ALCAM (CD1&®) ein Adhasionsmolekil handelt,
das auf Endothelzellen, Monozyten und reifen DCriexiert wird. Da die selektive CD6-
Expression auf CD%8" NK-Zellen bislang unbekannt war, ist seine NK-Riimk ebenfalls
noch nicht geklart. Ergebnisse unserer Arbeitsgeupgigten jedoch, dass eine Stimulation
von peripheren NK-Zellen mit einem gegen CD6 geeatdn Antikorper keine Zytotoxizitat
induziert. Die Rolle von CD6 fur die Zytokinfreigeing wird in der Arbeitsgruppe derzeit
intensiv untersucht (Dissertation M.Braun). Ubes @iD6-ALCAM-Interaktion kénnte aber
eine Selektion der NK-Zellen bei der Infiltrationsi Gewebe stattfinden, bei der die CD6
NK-Zellen im Synovialgewebe zuriickgehalten werdbre erste Analyse anhand frischen
Synovialgewebes bestatigte diese Hypothese. DdsriFdiar CD6 NK-Zell-Fraktion ist die
Folge eines geordneten Prozesses, denn bei eingmoge-Patienten wurden auch CD6-
positive NK-Zellen in der Synovialflissigkeit gefien. Diese Probe enthielt aber viele
Erythrozyten als Folge einer operationsbedingtemblgiung, durch die die koordinierten
Infiltrationsprozesse mit der Selektion der CD6-ategen NK-Zellen offensichtlich gestort

wurden.

Durch die CD6-Expression lassen sich die NK-Zeltwutlich in zwei Subpopulationen
einteilen, die sich natirlich auch in der Expressiceiterer Rezeptoren unterscheiden. Die
synovialen CD&D56""9" NK-Zellen exprimieren, ebenso wie die peripher&6CD56™"
NK-Zellen, keine KIR, was mit funktionellen Konsemnzen beziiglich der HLA-Regulation
verbunden ist. Auf NK-Zellen werden aktivierendelunhibierende KIR exprimiert, die Gber
die Interaktion mit ihren Liganden, den HLA-C und.AtBw4 Molekilen, im Wesentlichen
die NK-Zell-Aktivitat regulieren (Long and Rajagdpa 2000, Bryceson, March et al. 2006).
Ist der Ligand fur einen aktivierenden KIR vorhamdend fehlt gleichzeitig der Ligand fir
den inhibierenden KIR, so Uberwiegen die Signakdche zu einer Aktivierung der NK-Zelle
und somit zu Zytotoxizitat und Zytokinproduktionhfién. Um zu verhindern, dass NK-Zellen
in der Synovialflissigkeit nicht in einem permanaktivierten Zustand vorliegen, missen
auch sie Uber negative Rezeptoren in ihrer Funktibibiert und reguliert werden. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Frequenzrdekierenden C-Typ-Lektin Rezeptors
NKG2A, der immer als Heterodimer mit CD94 vorliegiuf synovialen NK-Zellen im
Vergleich zu peripheren NK-Zellen stark erhoht usid somit die inhibitorische Aufgabe
Ubernehmen konnte. NKG2A/CD94 erkennt das nichssisghe HLA-E-Molekil (Braud,
Allan et al. 1998, Lee, Llano et al. 1998), woduret zu einer Inhibition der NK-Zell



Effektorfunktionen kommt. Neben NKG2A kann auch dktivierende Rezeptor NKG2C mit
CD94 ein Heterodimer bilden. Leider bestand in eliedrbeit nicht die Mdglichkeit die
NKG2C-Expresssion auf synovialen NK-Zellen direktuntersuchen. Da CD94 auf nahezu
allen NK-Zellen in Kombination mit NKG2A exprimienvird, konnte demnach in der
Synovialfliissigkeit die Frequenz der NKG2Qellen verringert sein. De Matos et al
beschreiben jedoch eine dhnliche Verteilung von REGNK-Zellen in der Peripherie von
Normalspendern und der Synovialflissigkeit von AtigtPatienten (de Matos, Berg et al.
2007), und bestatigen also die Vermutung einer ndiezien NKG2C-Expression auf
synovialen NK-Zellen nicht.

Einer der wichtigsten aktivierenden NK-RezeptoregllitsNKG2D dar. Dieser Rezeptor ist
wie zu erwarten auf nahezu allen synovialen CH¥86NK-Zellen, wie auf allen anderen NK-
Zellen exprimiert, und stellt somit das Gleichgdwizwischen den aktivierenden und
inhibierenden Rezeptoren her. Damit konnten in erefrbeit bereits publizierte Befunde,
die beschreiben, dass NKG2D auf synovialen NK-Zelieirch permanenten Kontakt mit
NKG2D-Liganden-positiven Synoviozyten herabreguligird, nicht bestatigt werden (Groh,
Bruhl et al. 2003). Des Weiteren wurde die Exprssier NCR (Natural Cytotoxicity
Receptors) auf synovialen NK-Zellen untersucht, @didKp30 auf peripheren NK-Zellen
nachgewiesen werden konnte, auf synovialen NK-Aelten Arthritis-Patienten jedoch nicht
exprimiert war. NKp44wird auf NK-Zellen nur nach Aktiverung induziert dinist
dementsprechend auf peripheren NK-Zellen nicht iexprt. Bei synovialen NK-Zellen
handelt es sich laut de Matos et al jedoch um eskéimierten Phanotyp, welcher eine erhdhte
NKp44-Expression zeigt (de Matos, Berg et al. 200ig@se Expression konnte in keinem der
beiden untersuchten Patientenkollektive nachgewiesgden. Eine Erklarung kdnnte die aus
technischen Griinden erforderliche Lagerung deréfrainer Nacht vor der Aufarbeitung und
Analyse sein. AufRerdem wurde beschrieben, dassispshangig NKp48' und NKp48"o™
NK-Zell-Populationen bestehen (Sivori, Pende etl@B9) und hoch NKp46-exprimierende
NK-Zellen auch eine hohere lytische Aktivitat zeigeDie in meiner Arbeit gezeigte
Anreicherung der CD38%™ NK-Zellen in der Synovialfliissigkeit geht in alléroben mit
einer Anreicherung der NKp46-Expression einher éDaticht gezeigt).
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Abb. 46 Schematische Darstellung der NK-Zellpopulat  ionen im Blut und der Synovialfliissigkeit

Im Blut befinden sich beide NK-Zell-Subpopulationen: 10% CD56°™ CD6" NK-Zellen (rot) und 90% CD56"™ CD6"" NK-
Zellen (blau). In der Synovialfliissigkeit findet man im Gegensatz dazu eine Dominanz der CD56™™ CD6-negativen NK-
Zellen. Wie die Dominanz der CD56°"" NK-Zellen zu Stande kommt, ist noch nicht geklart. Es ist moglich, dass dabei
Chemokine, die in hohem MaRe in der Snyovialflissigkeit produziert werden, und Adhésionsmolekile an den Endothelien
eine selektive Infiltration vermitteln.

Der Phanotyp der synovialen NK-Zellen konnte insdieArbeit préazise als CDED56™"
CD9A"M NKG2A* NKG2D' KIR™ NKp46'9" beschrieben werden (Abb. 46).
Interessanterweise konnte kein phanotypischer Hctteed der synovialen NK-Zellen
zwischen den Arthritis- und Arthrose-Patienten destellt werden. Die Dominanz der
CD56""" NK-Zellen in der Synovialfliissigkeit scheint alsmabhangig vom Ort der
Entzindungsreaktion und von der Art der Krankheit sein, dagegen aber mit der
Gewebeinfiltration an sich zusammenhangen. Fur dimabhangigkeit vom Ort der
Entzindung spricht, dass auch schon in entzindeReuralflissigkeit und
Peritonealflissigkeit von Rheuma-Patienten eines&tgebung der NK-Zell-Subpopulationen
beschrieben wurde (Dalbeth, Gundle et al. 2004). B®riasis-Patienten konnte ebenfalls
eine Anreicherung von CDB&™ NK-Zellen in der Haut beobachtet werden (Ottayiani
Nasorri et al. 2006). Die Dominanz der CB%8 NK-Zellen kann auch ganzlich unabhangig
von einer Entzindungsreaktion stattfinden, da diékeZell-Subpopulation préaferentiell in
nicht-reaktiven Lymphknoten zu finden ist (Fehnjgéooper et al. 2002). Auch in manchen

Tumoren, wie z.B. dem Nierenzellkarzinom, konntéwise eine erhdhte Frequenz an



CD56”"9" NK-Zellen detektiert werden (Schleypen, Baur e28006). Die Infiltration konnte
also nur von der Expression bestimmter Chemokiptezen und Adhasionsmolekilen
abhangen (Gregoire, Chasson et al. 2007). Der GB&xd ALCAM (Activated leukocyte
adhesion molecuje stellt ein solches Adhasionsmolekil dar, desseqprdssion auf
synovialem Gewebe bei Rheumatoider Arthritis de¢ekiverden konnte (Levesque, Heinly
et al. 1998). In dieser Publikation konnte jedoeimk ALCAM-Expression auf synovialem
Gewebe von Gelenkstrauma Patienten und nur eimeggeExpression bei Arthrose-Patienten
nachgewiesen werden. Die ALCAM-Expression kénnteclkludas Zytokinmilieu der
Entziindungsreaktion reguliert sein, da die Expoesauf Monozyten und DC durch M-CSF,
GM-CSF und IL-3 gesteigert werden kann. Neben Mgtesz wird ALCAM auf aktivierten
T- und B-Zellen, auf Keratinozyten und auf Epitledlen im Thymus exprimiert (Bowen,
Patel et al. 1995, Patel, Wee et al. 1995, Sindgex et al. 2002). Eine neuere
Veroffentlichung zeigt, dass es ebenfalls auf HEnelaellen des ZNS exprimiert wird und
dort eine Rolle bei der Migration von CDZ-Zellen, B-Zellen und Monozytedurch die
Endothelien der Blut-Gehirn-Schranke spielt (Caygbsik et al. 2008). ALCAM hat jedoch
in diesem Kontext keinen Effekt auf die Transmigmatvon CD8 T-Zellen und die
Migration von NK-Zellen wurde nicht untersucht. wsrde noch ein weiterer CD6-Ligand,
als 3All-Antigen bezeichnet, auf synovialen Fibastkdn und Chondrozyten bei
Rheumatoider Arthritis entdeckt (Joo, Singer et2@00, Saifullah, Fox et al. 2004), dessen
Expression auf synovialen Fibroblasten durch ein&iWerung mit IFNy bei Rheumatoiden
Arthritis- und Arthrose-Patienten erhoht werden rkaDie Expression der beiden CD6-
Liganden auf Synoviozyten konnte zur Interaktiorr ddK-Zellen (und T-Zellen) mit
synovialen Fibroblasten beitragen, wobei peripl@D&" NK-Zellen iiber die CD6-Liganden
an synoviale Epithelien binden, und so an ihrerritign in die Synovialflissigkeit gehindert
werden konnten. Es ist bekannt, dass manche Reeaptach der Bindung ihres Liganden
internalisiert werden, um eine effektive Signalsdmktion zu vermitteln. Die CDG6-
Expression auf der Oberflache der NK-Zellen konatess diesem Grund auch nach der
Bindung an die Liganden herunterreguliert werdeiesQvirde dazu fuhren, dass sich keine
CD6" NK-Zellen mehr in der Synovialfliissigkeit detekée lassen. Unabhingig davon,
welche dieser Mdglichkeiten bei der Infiltration de Synovialflissigkeit stattfindet, muss
jedoch immer ein Unterschied der CD6-Funktion autiid NK-Zellen gesehen werden. Die
Frequenz der CD6T-Zellen ist mit nahezu 100 % in der Synovialfiggeit von Arthritis-
und Arthrose-Patienten unverédndert hoch wie in Beripherie, was CD6 zu einem

spezifischen Infiltrationsmarker fir NK-Zellen machn der Peripherie von Arthritis-,



Arthrose- und auch bei Psoriasis-Patienten konmievergleich zu Normalspendern eine
verringerte Frequenz der COBBCD6" NK-Zellen nachgewiesen werden. Dies stellt eine Ar
.Zwischenzustand“ der Populationsverteilung zwischden Normalspendern und der
Synovialfliissigkeit dar. Da hierbei der Unterschmdschen Normalspendern und Arthritis-
Patienten am groRten ist, lasst sich vermuten, diasserminderte CDBNK-Population im
Zusammenhang mit der Starke der Entzindungsreastisdn. Es wurde beschrieben, dass die
Erhéhung der ALCAM-Expression auf Monozyten durdt3] M-CSF und GM-CSF
vermittelt werden kann (Levesque, Heinly et al. &99In den hier untersuchten
Patientenkollektiven sind IL-3 und M-CSF nur in d8gnovialflissigkeiten von Arthritis-
Patienten erhoht. GM-CSF ist zusatzlich auch inu®eder Arthritis-Patienten erhoht, und
konnte dort zu einer Erhohung der ALCAM-Expressiteitragen. Dieser kausale
Zusammenhang zwischen der Starke der Entzindurg AdEAM-Expression und der

selektiven NK-Zellinfiltration ist Gegenstand zukiiger Untersuchungen.

Eine weitere Erklarung fiir die Dominanz der CE88 NK-Zellen in der Synovialfliissigkeit
konnte aber auch das unterschiedliche Zytokin/Clkémalieu, und die Expression von
Chemokinrezeptoren der beiden NK-Zell-Rezeptorerstdien, welche das Migrations-
Verhalten der NK-Zell-Subpopulationen maR3geblichbestimmen (Campbell, Qin et al.
2001). CD58"" NK-Zellen exprimieren im Vergleich zu CD%8 NK-Zellen CXCR3,
CCR7 und CCRS5, den Rezeptor fir RANTES (CCL5), MtP(CCL3) und MIP-B (CCL4).
Robinson et al vermuten, dass erhdhte Konzentetioon MIP-1/ und RANTES zu einer
verstarkten Infiltration von CD3&™ NK-Zellen in die Synovialfliissigkeit fihren kénnen
(Robinson, Keystone et al. 1995). Dem widerspratlgrdings, dass in den hier untersuchten
Patientenproben MIPRInur in den Synovialflissigkeiten der Arthritis-Retien erhoht ist,
und MIP-la zusatzlich in den Seren dieser Patienten erhéhjedoch nicht bei Arthrose-
Patienten. Interessanterweise ist RANTES in den o@giflissigkeiten beider
Patientengruppen stark erniedrigt, wobei es unwvehkislich ist, dass die RANTES-
Produktion in der Synovialflissigkeit vollstandimgestellt wird. Aus diesem Grund kann
man vermuten, dass die CCR5-exprimierenden CHB6NK-Zellen RANTES in den
Synovialfliissigkeiten gebunden haben und es sa melhr als I6sliches Protein zu messen
ist. RANTES konnte also tatsachlich zu der vernehRrasenz von CDBE™ NK-Zellen in
der Synovialflussigkeit beitragen. Der Chemokinptae CXCR3 zeigt ebenfalls eine hohe
Expression auf CD38%™ NK-Zellen, weshalb die CXCR3-Liganden IP-10 (CX®).lund
MIG (CXCL9) weitere Kandidaten fur die NK-Infiltrain darstellen, und tatsachlich in den

Synovialfliissigkeiten von Arthritis- und Arthrosetienten signifikant erhéht sind.



Zusammenfassend lasst sich aus diesen Beobachtdigyétypothese unterstiitzen, dass die
selektive Infiltration der CD5%™ NK-Zellen in die Synovialfliissigkeit das Resulats dem
Zusammenspiel zwischen CD6/CD166-vermittelter Adirds und der Chemokin-

vermittelten Migration ist.

2  Autoimmune und nicht-autoimmune Zytokinmuster

Bei der Integration der NK-Zellen in das Bild dgmevialen Immunzellen muss beachtet
werden, dass die Zytotxizitat der NK-Zellen sellrstder Synovialflissigkeit eher eine
untergeordnete Rolle spielt. Fir die Resorption ideochenzellen und die Zerstérung des
Knorpelgewebes werden die NK-Zellen nicht bendtiga dies ausschlief3lich von
Osteoklasten und Chondrozyten bewerkstelligt witementsprechend ist der zweiten
Effektorfunktion der NK-Zellen, der Zytokinprodukti, in diesem Kontext eine weit
bedeutendere Rolle zuzusprechen. Es war in diesdreitA aufgrund des geringen
Probenvolumens leider nicht moéglich, die NK-Zellarausreichender Quantitat und Qualitat
aus der Synovialflissigkeit zu isolieren und spsaif deren Zytokinproduktion zu
untersuchen, weshalb mittels Multiplex-Analyse dfytokine, Chemokine und die
Wachstumsfaktoren in den Synovialflissigkeiten Geden der Patienten untersucht wurden.
Aus Publikationen ist bekannt, dass periphere NKeBesich nach dem Kontakt mit
synovialen Fibroblasten von CD%8" in CD56'™ NK-Zellen differenzieren sollen, und dann
einen aktivierten Phanotyp (CDB®ILA-DR™) aufweisen (Chan, Hong et al. 2007). In den
Kulturiberstdnden konnten nach 24 Stunden unteerand hohe Konzentrationen an IL-6,
IL-8, GM-CSF und MCP-1 gemessen werden, wobei disgekine auch von Fibroblasten
alleine produziert werden. Dieses Muster entspridat Zytokin/ Chemokinproduktion
verschiedener NK-Linien, sowie alloreaktiven NK-leén und NK-Klonen (Dissertation M.
Braun). Aus unseren Untersuchungen geht hervors déK-Zellen nach Stimulation
bestimmter Rezeptoren wie NKG2D, NCR oder 2B4 pesth mindestens 48 Stunden eine
hohe Zytokinproduktion zeigen. So sind die NK-Zei#gn NKL, NK92 und YT dazu in der
Lage IL-8, IL-10, IFNy, TNF-a, TNF{, IP-10, MCP-1, MIP-B, RANTES, SDF-i&, HGF,
M-CSF, MIF, GM-CSF und VEGF zu produzieren, wobeanthe Zytokine/ Chemokine
konstitutiv sezerniert werden, und andere erst i&rhulation mit PMA/lonomycin induziert

werden.



Eine Reihe an Zytokinen ist in jede Phase der Rathese von Rheumatoider Arthritis
verwickelt, wobei sie die Autoimmunitat vermittelthe chronische Entziindungsreaktion der
Gelenkinnenhaut (Synovia) aufrechterhalten, undZaiestérung des angrenzenden Gewebes
verursachen (Mclnnes and Schett 2007). Die Zytokinerbinden so die
immunregulatorischen Prozesse mit den zur Gewesigreng fuhrenden Prozessen und
tragen so wesentlich zum klinischen Erscheinundsbild zum Verlauf der Krankheit bei.
Bis jetzt liegen zum gro3ten Teil nur Einzeldat®eridie verschiedenen Zytokine, z.B. I§N-
oder TNFa, vor, die in Ubersichtsartikeln zu einem Bild zusaengefasst werden (Abb. 47)
(Mclnnes and Schett 2007). Auch liegen bisher nemige Daten tber die Zytokinproduktion
synovialer NK-Zellen vor, so dass diese noch niohtlie bisher beschriebenen Netzwerke

integriert werden konnten.
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Abb. 47 Ubersicht der zytokinvermittelten synoviale n Interaktionen bei Rheumatoider Arthritis

Gezeigt sind die, in der Synovialflissigkeit enthaltenen Zellen des erworbenen und angeborenen Immunsystems und ihre,
Uber Zytokine vermittelten Interaktionen. * Anmerkung: Die NK-Zellen wurden in dieses Zytokinnetzwerk zuséatzlich
integriert. Adaptiert nach Mclnnes et al (Mclnnes and Schett 2007).

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal eine so usdade Analyse der Zytokine, Chemokine
und Wachstumsfaktoren in der Synovialflissigkeid ugein direkter Vergleich mit den
autologen Seren durchgefuhrt. Die Schwierigkeittdoe$ darin, neben den individuellen
Signifikanzen alle 50 Parameter in das Netzwerk dgnovialen Zellen und deren
zytokinvermittelte Interaktionen einzuordnen. Zudsatite der Unterschied zwischen einem
autoimmunen und einem nicht-autoimmunen Zytokinef@bkinmustern beschrieben

werden.



Das zellulare Infiltrat in den Gelenken von Artlstund Arthrose-Patienten besteht aus
synovialen Fibroblasten, Granulozyten, Mastzeldakrophagen, CD4und CD8 T-Zellen,
NK-Zellen, B-Zellen und Plasmazellen. All diese Iéel kbnnen Zytokine produzieren und
sind an der synovialen Entziindung beteiligt. In temten Jahren wurden einige Zytokine
identifiziert, welche flr das Entstehen und die r&ahterhaltung der lokalen Entziindung
unerlasslich sind. So wurde die Rheumatoide Arthziinachst als {1-vermittelte Krankheit
angesehen und IFN-als Effektorzytokin untersucht. Die Konzentratison IFN-y in der
Synovialfliissigkeit und im Serum von Arthritis-Ratten ist zwar tatsachlich stark erhoht,
neuere Daten postulieren jedoch IL-17 als das bkeidende Leitzytokin der
proinflammatorischen Immunantwort bei Arthritis i§h, Aggarwal et al. 2007), das, soweit
heute bekannt, vonyL7-Zellen produziert wird (Lubberts, Koenders et24l05). Die IL-17
Konzentration ist zwar im Vergleich zu vielen arefetAnalyten in der Synovialflissigkeit
von Arthritis-Patienten eher gering, es fallt alaerf, dass in der Synovialfliissigkeit von
Arthrose-Patienten Uberhaupt kein IL-17 vorhandseh Dies stellt den bedeutendsten
Unterschied zwischen Arthritis- und Arthrose-Patendar. Der Ursprung des synovialen IL-
17 in den hier untersuchten Patientenkollektivennke nicht geklart werden, da keine NK-
oder T-Zellen aus der Synovialfllissigkeit isoliarden konnten. IL-17 selbst bewirkt die
Differenzierung, Reifung, Aktivierung und Zytokimqatuktion von neutrophilen Granulozyten
und fuhrt zur Aktivierung und Zytokin-/Chemokinpddion von synovialen Monozyten und
Fibroblasten und zur Osteoklastogenese (Weavetoidat al. 2007). IL-6, IL& und IL-23
sind fur die Differenzierung, das Uberleben, und Bikpansion von J17-Zellen essentiell.
IL-6 ist zwar auch bei Arthrose-Patienten in den@yalfliissigkeit vorhanden, bei Arthritis-
Patienten zeigt es jedoch eine wesentlich starkgh®hung, II-B dagegen fehlt in der
Synovialfliissigkeit von Arthrose-Patienten sogalistandig. IL-12 und IL-23 besitzen eine
gemeinsame p40-Untereinheit. Vergleicht man die Z¢€otrationen von IL-12p40 und IL-
12p70, welches das ,echte” IL-12 darstellt, sielanmdass IL-12p40 bei Arthritis-Patienten
wesentlich starker erhoht ist als IL-12p70. Diesrickp indirekt fur eine erhohte
Konzentration von IL-23, ein Zytokin was wiederuime dy17-Immunantwort unterstitzt. IL-
15 besitzt eine wichtige Rolle in der Induktion d#achstums von synovialen T-Zellen, wirkt
sich aber selbst nicht direkt auf deren Zytokinpidtbn aus. Es ist also nicht verwunderlich,
dass IL-15 auch in der Synovialfllissigkeit von Aitie- und Arthrose-Patienten signifikant
erhoht ist. FUr die Integration der NK-Zellen iredL-17-vermittelte Immunantwort liegen
bisher kaum Daten vor. Chan et al konnten, nacmudition mit synovialen Fibroblasten,

keine IL-17 Produktion von NK-Zellen zeigen (Chahiler et al. 2008), wobei die



Zytokinproduktion jedoch schon nach 24 Stunden Hibkarung gemessen wurde.
Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass NIErZenach einer spezifischen
Rezeptorstimulation zum Teil erst nach 96 Stundemudin der Lage sind, IL-17 zu
produzieren (Daten nicht gezeigt, Dissertation vau®). Es wére also durchaus mdglich, die
NK-Zellen in das Bild der fl7-Immunantwort zu integrieren. Dies ist ein Fokiler
weiterfihrenden Arbeiten unserer ArbeitsgruppelTLfihrt zusammen mit ILfLund TNFx

zur Aktivierung und Zytokinproduktion der synovial&ibroblasten (Miossec 2003), welche
durch die Freisetzung von IL-1, IL-6, GM-CSF undnd€hemokinen CCL2 und CCL5
wiederum die Rekrutierung und Aktivierung von TH2al unterstiitzen, was den Effekt einer

positiven Rickkopplung hat und die Immunreaktiofreaht erhalt (siehe Abb. 48).

Arthritis kein signifikanter Unterschied Arthrose
zwischen Leukozyten-Infiltrat
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Abb. 48 Schematische Darstellung der Hypothesen fiir die Entstehung der autoimmunen und nicht-autoimmun en
Gelenkentziindung
Bei Arthritis- und Arthrose-Patienten liegt das gleiche Leukozyten-Infiltrat in der Synovialfliissigkeit vor. Das Resultat der
beiden Krankheiten, die Schadigung des Knorpels und des Knochens, ist ebenfalls gleich. Bei Arthritis-Patienten findet im
Gegensatz zu den Arthrose-Patienten eine IL-17-vermittelte Immunreaktion statt, welche autoimmunen Ursprung besitzt
und sich durch positive Rickkopplungseffekte selbst aufrecht erhalt. Durch diese Prozesse kann es zu einer starken,
chronischen Entziindung und zur Aktivierung von Chondrozyten und Osteoklasten kommen. Bei Arthrose gibt es keinen
autoimmunen Ursprung, sondern Stoffwechselstérungen und altersbedingte Knorpel- und Knochenabnutzung fuhren zu
einer ,physiologischen” Entziindung der Gelenke, an der kein IL-17 beteiligt ist.



Die Blockierung von TNEBE durch Antikérper bzw. l6sliche Rezeptoren zeigi ker
Behandlung von Arthritis-Patienten teilweise eidé Effizienz, was fur eine zentrale Rolle
von TNFRx in diesem autoimmunen Kontext spricht. IL-17 kasie IL-13— und TNFa-
Produktion in T-Zellen selbst induzieren wund ist ekib die Induktion des
Osteoklastendifferenzierungsfaktors RANKL auch ktiran der Osteoklastogenese und der
nachfolgenden Zerstérung der Gelenke beteiligt. Bietzindungsreaktionen und die
Zerstorung des Knochens sind also bei autoimmunehriflss-Patienten eng miteinander
verbunden (Goldring 2003). Normalerweise steht d#iaochenneubildung in einem
Gleichgewicht mit der Resorption von Knochen, welclurch Osteoklasten vermittelt wird
(Teitelbaum 2000). Bei Rheumatoider Arthritis mimlss©steoklasten-Vorlauferzellen
zunachst in das synoviale Gewebe infiltrieren urat deifen. Die Aktivierung ihrer
metabolischen Aktivitdten zum Knochenabbau wirdrddarch Zytokine wie TN& oder
RANKL vermittelt, welche von Lymphozyten und synaln Fibroblasten gebildet werden.
Fur die Differenzierung der Osteoklasten-Vorlausend M-CSF, TNE und RANKL
essentiell. RANKL war in der Multiplex Analyse leidnicht enthalten und wird gesondert
untersucht werden. Es konnte jedoch eine signif&kaBrhohung von M-CSF in der
Synovialfliissigkeit von Arthritis-, aber nicht véwrthrose-Patienten gezeigt werden (Abb. 57
und Tab. 15, Anhang S.154,156), was einen Hinwaeis die Osteoklastogenese liefert.
Osteoklasten resorbieren nicht nur Knochen, sondewmen auch die an den Knochen
angrenzende, mineralisierte Schicht des KnorpeldnaBler nicht mineralisierten Schicht des
Knorpels befinden sich Chondrozyten, welche denfiBézhsel des Knorpels aufrecht
erhalten. Die Chondrozyten kbénnen von einem anstiodn, Knorpelmatrix-
synthetisierenden Zustand in einen katabolischestafid wechseln. Sie produzieren dann
Metalloproteasen wie ADAM10 und ADAM17, welche Rroglykan und Kollagenfasern
spalten (Mclnnes and Schett 2007), und Zytokine g3, IL-17, TNFx und IL-18, welche
wiederum die pro-inflammatorische Immunantwort edft erhalten. Durch das Absterben
von Chondrozyten entstehen regionale ,Licken®, zie einer porésen Knorpelsubstanz

fuhren.

In der Literatur wird kontrovers diskutiert, das#rBblasten in Gelenken von Arthritis-
Patienten ihre Kontaktinhibition verlieren und \téarkt proliferieren, was zu der Hyperplasie
der synovialen Membran flihren kdnnte (Seemayerh&unet al. 2003, Meyer, Franssen et al.
2006). Aktivierte synoviale Fibroblasten produzierebei Arthritis-Patienten selbst
matrixabbauende Enzyme, invadieren das benachKaxepelgewebe und aktivieren dort

Chondrozyten und Osteoklasten. Bei der Entstehuag ld/perplastischen synovialen



Membran sind b-FGF und PDGF unerlasslich. b-FGHnmstVergleich zum Serum in der
Synovialfliissigkeit von Arthritis-Patienten sighiint erniedrigt und bei Arthrose-Patienten
fehlt es in der Synovialflissigkeit fast vollstagdi PDGF ist ebenfalls in beiden
Synovialfliissigkeiten signifikant erniedrigt. E$ msdglich, dass diese Wachstumsfaktoren an
ihre Rezeptoren gebunden sind und so in der Makatalyse nicht detektierbar sind.
Alternativ kbnnte ein Verbrauch dieser Faktorereiner Art ,Unterversorgung” des Knorpel-
und Knochengewebe fihren. Ein weiterer Wachstunesfak EGF, der eine entscheidende
Rolle bei der Blutgefalbildung spielt, ist in degn8vialflissigkeiten der Arthritis- und
Arthrose-Patienten hoch signifikant erhdht. Bei &hatoider Arthritis findet typischerweise
eine ungeordnete Angiogenese im Synovium stattfididie Entziindungsreaktionen und die

Gewebezerstorung bendtigt wird.

Neben der §17-vermittelten Immunreaktion und ihren Effektenf alie Zerstdtung des
Gewebes, wurden bei Arthritis- und Arthrose-Pagarauch T1-Zytokine, wie IL-2, IFNy
und TN in erhéhten Konzentrationen in der Synovialfliksig gefunden. §2-Zytokine,
wie IL-4, IL-5, IL-13 und IL-10 liegen zwar nur igeringen Konzentrationen vor, sind jedoch
im Vergleich zu Normalspendern auch signifikantith Die Konzentrationen der signifikant
erhohten anti-inflammatorischen Zytokine, wie ZIB10, sind aber offensichtlich nicht hoch
genug, um das dominante pro-inflammatorische ZwoiKieu ,umzupolen“. T1-Zellen
inhibieren eigentlich durch ihre eigene Zytokinpuktion T42-Zellen und umgekehrt. Diese
Beobachtung konnte auch schon zwisched, TTy2 und T17- Zellen gemacht werden
(Harrington, Hatton et al. 2005, Park, Li et al030Nakae, lwakura et al. 2007). Da in der
Synovialflissigkeit aber auchyI und T42 Zytokine vorhanden sind, und nicht alle
infiltrierenden T-Zellen T17-Zellen darstellen, lasst sich interpretierenssdan der
Synovialfliissigkeit ein Mosaikmuster augIF, T417- und wenigen J2-Zellen vorliegt, das
jedoch von der J1/Ty17-Antwort dominiert wird. Die Infiltration der vechiedenen T-Zell-
Populationen kénnte auch in einer chronologischeihéhfolge stattfinden. Eine Studie an
einem Rattenmodell zeigte, dass bei Arthritis, Weldurch die Injektion mit komplettem
Freudschen Adjuvans ausgelost wurde, eine Verhesgeoder Verschlechterung des
Krankheitsbildes davon abhangt, wann dagl-Zytokin IFNy gegeben wird (Jacob,
Holoshitz et al. 1989). IF{kann die Osteoklastendifferenzierung hemmen, umhigalso,
je nach Zeitpunkt der Verabreichung, von Vorteileodon Nachteil fur Patienten mit
Rheumatoider Arthritis sein.



Das Lymphozyteninfiltrat im Synovium kann mehreiteulsturen bilden: die Zellen kénnen
diffus verteilt vorliegen, in lockeren Aggregatedeo geordnete Strukturen bilden, welche
sogar Keimzentrerf,germinal centers”) beinhalten kénnen (Weyand and Goronzy 2003,
Wengner, Hopken et al. 2007). An der Organisatenidrer Lymphorgane sind vor allem
Chemokine beteiligt. So vermitteln z.B. CXCL13 u@€L21 die Bildung der synovialen
Keimzentren (Takemura, Braun et al. 2001) und CXQAR8E CCR7 sind essentiell im
Mausmodell (Wengner, Hopken et al. 2007). Chemokismd bei synovialen
Entziindungsprozessen auch an der Rekrutierunge@éape und Aktivierung von Leukozyten
beteiligt. Wie schon beschrieben, kann die hoheré&sgion von IP-10 (CXCL10) fur die
vermehrte Rekrutierung der CDB8" NK-Zellen verantwortlich sein, da diese dessen
Rezeptor CXCR3 exprimieren. Es wurden schon mel@asmokine als therapeutische Ziele
evaluiert (Haringman and Tak 2004, Koch 2005), waliese Studien bis jetzt jedoch noch
keine grol3en Erfolge zeigten. Im Gegensatz zu demfokinen sind schon viele Zytokine als
therapeutisches Target untersucht worden. Die Bldekvon TNE ist zwar erfolgreich,
schlagt aber bei manchen Patienten nicht an. Nachng@uesten Untersuchungen tber die
Thl7-Immunantwort bei Arthritis-Patienten, werden ladt-6, 1L-15, IL-12, IL-23, 1L-18
und IL-17 als therapeutische Ziele vorschlagen.igEgedoch nicht einfach, das richtige
therapeutische Zielzytokin bzw. den geeignetenbiitdri herauszufinden, da das hierarchische
Zusammenspiel der Zytokine und die Kreuzvernetzangech unklar sind. Um diese
Zusammenhdange zu untersuchen, mussen komplexe iZiytogter identifiziert und neben
TNFa und IL-17 noch weitere Leitzytokine identifiziewterden. In dieser Arbeit wurden
deshalb die signifikanten und biologisch relevantémierschiede, der in der Multiplex-
Analyse identifizierten Zytokine/ Chemokine/ Wacalmsfaktoren, zwischen dem Serum und
der Synovialflissigkeit der Arthritis-Patienten &esgearbeitet, und mit den Arthrose-
Patienten verglichen. Hierbei ergab sich folgen8ekaubild (Abb. 49), in welchem die

Leitzytokine hervorgehoben sind:
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Serum : _ = Synovialflissigkeit
Arthritis _- Arthritis

Arthrose
Synovialflissigkeit

Abb. 49 Leitzytokine im Serum und in der Synovialfl  Ussigkeit von Arthritis- und Arthrose-Patienten

Die in der Multiplex-Analyse untersuchten Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren wurden anhand der signifikanten
Unterschiede und anhand der biologischen Relevanz der Veranderungen der Zytokinkonzentrationen in Gruppen
eingeteilt. Die grau markierten Analyte liegen entweder nur in geringen Konzentrationen vor oder sie spielen eine weniger
wichtige Rolle. Schwarz hervorgehoben sind die Leitzytokine der jeweiligen Gruppen.

Eine gute Mdglichkeit, die in dieser Arbeit ersimti gesamten Zytokin- und Chemokinmuster
der Arthritis- und Arthrose-Patienten zu analysielestand darin, die Ratio zwischen der
Zytokinkonzentration in der Synovialflissigkeit uddr Konzentration im autologen Serum
zu bilden. Man erhielt so die x-fache Erh6hung, bEwiiedrigung der Zytokinkonzentration
in der Synovialflissigkeit, welche dann je nacherhBtarke farblich markiert wurde. Durch
diese Auswertemethode konnte gezeigt werden, da$s das Zytokinmuster bei den
autoimmunen Arthritis-Patienten sehr deutlich voen dnicht-autoimmunen Arthrose-
Patienten unterscheidet. Bei Arthrose-Patiented ginder Synovialflissigkeit wesentlich
weniger Zytokine und Chemokine erhoht. Viele zeigegar eine Erniedrigung im Vergleich
zum autologen Serum, was fur ein anti-inflammatbes Muster spricht. Unter dem
Patientenkollektiv der Rheuma-Ambulanz aus Mundbefanden sich einige ,Ausnahmen®,
welche von nicht-autoimmunen Patienten stammterer abinisch auffallig waren und
punktiert wurden. Fur die phanotypische Untersughder Infiltration mussten diese nicht
getrennt von den anderen betrachtet werden, daZdsammensetzung des NK-Zell-

Repertoires unabhangig vom Krankheitsbild ist. @& Untersuchung der Zytokine wurden



jedoch grol3e Unterschiede dieser ,Ausnahmen® sichtBm deutlichsten hob sich der
Patient mit Lyme Borreliose (SYN#10) von den autmiomen Arthritis-Patienten ab. Lyme-
Arthritis  wird durch eine Infektion mitBorrelia burgdorferi Bakterien ausgelost.
Offensichtlich lauft diese post-infektibse Reaktionmunologisch trotz bakterieller Infektion
anders ab, als die autoimmune Arthritis-Entzindudgs Weiteren unterschieden sich ein
Patient mit einer undifferenzierten Oligoarthri{fSYN#17) und einer aktivierten Arthrose
(SYN#19) von dem autoimmunen Arthritis-Patientetiddiv. Diese drei Patienten
entsprachen bezuglich des Zytokinmusters deutlicbn dArthrose-Patienten. Diese
signifikanten Unterschiede im Zytokinmuster kénntarkiinftig als prognostischer Marker
verwendet werden, um eine Autoimmunkrankheit vareenicht-autoimmunen Erkrankung
zu unterscheiden. Um die Belastbarkeit dieser Musdteprognostischen oder diagnostischen
Marker zu testen, wurden die Daten mit der Genefittware analysiert, um zu prifen, ob
durch eine unbeeinflusste Cluster-Analyse die sebgebnisse erzielt werden kénnen. Die
Software erhielt vor der Berechnung keine Informran tUber den klinischen Hintergrund der
Patienten (,unsupervised Cluster Analysis®) undtedte Gruppen nur anhand der
Konzentrationen der Zytokine/Chemokine und Wachsfakioren. Durch diese Analyse
gelang ebenfalls die Unterscheidung der autoimmunemd nicht-autoimmunen
Synovialfliissigkeitsproben, wobei genannten Ausreahfolgerichtig in die Arthrose-Gruppe
eingeordnet wurden. In dieser Analyse war SYN#Ibhtnénthalten, SYN#19, SYN#17 und
SYN#23 fanden sich jedoch in der Gruppe der nictdiammunen Synovialflissigkeiten
wieder. Die Seren der autoimmunen und nicht-autaimen Patienten fielen zwar in eine
Gruppe, unterschieden sich aber doch deutlich vammidlspender-Seren. Hier konnte
erstmals gezeigt werden, dass das Muster der Zyt@ftiemokinkonzentrationen in den
Seren und Synovialflissigkeiten dazu verwendet arerkann, die Krankheiten in einen

autoimmunen bzw. nicht-autoimmunen Kontext einznerd

Die Gesamtheit der Daten dieser Arbeit zeigt, dissautoimmunen Gelenkentziindungen
mit den nicht-autoimmunen Gelenkentziindungen eidiparakteristika teilen, und sich in
anderen signifikant unterscheiden. In dieser Arbeitde auRerdem gezeigt, dass sich das
synoviale NK-Zell-Infiltrat der beiden Erkrankunge@ncht signifikant unterscheidet, wobei
sich auch andere infiltrierende Lymphozyten- und kMahagen-Populationen nicht
voneinander unterscheiden (eigene Beobachtungea)inbltration der Immunzellen in die
Synovialflissigkeit korreliert bei beiden Kranklegit mit der Erhéhung der
Chemokinkonzentrationen (v.a. IP-10, MIG und MCPuhd einigen Wachstumsfaktoren



(v.a. SCF, SCGF, HGF und VEGF). Bei beiden Kranidmkommt es aber letztendlich zur
Zerstorung des Knorpel- und Knochengewebes, wosatls durch die Betrachtung der
Ergebnisse dieser Arbeit folgende Hypothese foreneii l&sst (Abb. 48): Da bei Arthritis-
Patienten im Gegensatz zu den Arthrose-PatientenTgil 7-vermittelte Autoimmunreaktion
stattfindet, bei beiden Patientengruppen aber asuRat eine Schadigung der Gelenke
stattfindet, mussen offensichtlich zwei verschied&ege existieren, welche zum gleichen
pathologischen Ergebnis fihren. Bei den Arthriti€hten besitzt die Krankheit einen
autoimmunen Ursprung, wobei Uber das LeitzytokinlWLeine chronische (pathologische)
Entzindungsreaktion entsteht, die in Schiuben wérlaund sich durch positive
Ruckkopplungseffekte standig selbst aufrecht erlitiises dominante pro-inflammatorische
Milieu in den Gelenken, fuhrt zu einer Aktivierurgn Osteoklasten und Chondrozyten, was
dann letztendlich zur Zerstérung des Knorpel- umibd¢hengewebes fuhrt. Bei der Arthrose
hingegen, stellt nicht das Immunsystem den Ursprdeg Erkrankung dar. Bei dieser
Krankheit fiuhren andere Ursachen, z.B. Stoffwedtdaingen und altersbedingte Knorpel-
und Knochenabnutzung zu einer ,physiologischen“ziEntung der Gelenke, an der keine
Tyl7-Antwort beteiligt ist. Abb. 48 zeigt die Hypo#ee der unterschiedlichen
Entstehungswege der beiden Krankheiten, welcheelthes pathologischen Auswirkungen

auf die Gelenke haben.

Aus diesen unterschiedlichen Wegen zum gleichehopagischen Endpunkt, der Knorpel-
und Knochendegeneration, ergeben sich méglicheewesie und vor allem unterschiedliche
Ansatze fir therapeutische Interventionen. BeiAlghritis sollten diese schwerpunktmaliig
auf der Blockierung der autoimmunen Rickkoppluegédn, bei der Arthrose dagegen auf der
Verlangsamung des nicht-autoimmunen Prozesses dger@ration durch Fehlbelastung,

Abnutzung und ,Alterungsprozessen®.



3  Frequenz der NK-Zellen bei Autoimmunkrankheiten

Um die synovialen NK-Zellen mit den peripheren NKEHZn vergleichen zu kdnnen, wurden
SFMC aus der Synovialflissigkeit und PBMC aus derut Bvon Patienten und
Normalspendern isoliert und durchflusszytometrisblarakterisiert. Die Ergebnisse zeigen,
dass die Frequenz der peripheren NK-Zellen von rAidFPatienten im Vergleich zur
Normalspenderanzahl keinen signifikanten Unterstlaiefweist. Die NK-Zell-Frequenz in
der Peripherie von Arthrose-Patienten ist jedodieressanterweise signifikant verringert.
Dies widerspricht friheren Beobachtungen, welche werschiedenen autoimmunen
Erkrankungen eine Assoziation mit einer verringerigequenz an peripheren NK-Zellen
zeigten (Hoffman 1980, Herold, Huen et al. 1984gisle, Waldeck et al. 1986, Lorini,
Moretta et al. 1994, French and Yokoyama 2004). Digisten alteren Untersuchungen
unterscheiden weder zwischen CBBB®™ NK- noch NKT-Zellen, wobei NKT-Zellen
prazise definiert eine Subpopulation von T-Zellemstkellen, die auch dazu in der Lage ist
grol3e Mengen an Zytokinen zu produzieren. Ein pergr Verlust von NK-Zellen konnte
auch schon bei Patienten mit juveniler Rheumato#kghritis und Rheumatoider Arthritis
gezeigt werden (Grom, Villanueva et al. 2003). Ineryleich zur Peripherie nimmt die
Frequenz der NK-Zellen in den Synovialflissigkeitdsr hier untersuchten Patienten nicht
ab, was Ergebnisse der Untersuchung von ArthrdiseRten bestétigt (de Matos, Berg et al.
2007). Auch bei den hier untersuchten Psoriasieiftan konnte keine signifikante
Verringerung der peripheren NK-Zell-Frequenz getzeigrden, was anderen Untersuchungen
widerspricht (Cameron, Kirby et al. 2003). Es isth nicht geklart, ob die Veranderungen im
NK-Zell-Repertoire einen primaren Effekt bei ein@&utoimmunerkrankung darstellen,
welcher an der Entwicklung des Krankheitsbilds tigteist, oder ob die verringerte NK-
Zellanzahl ein sekundares Ereignis ist, welchelk sist im Zuge der Krankheit entwickelt,
weil NK-Zellen zum Beispiel in das Gewebe einwand@trench and Yokoyama 2004). Die
NK-Zell-Degeneration stellt jedoch keinen genereldebeneffekt der Behandlung oder einer
langen chronischen Krankheit dar, da sie auch sdoom Zeitpunkt der Diagnose und vor
einer medikamentésen Behandlung festgestellt wekdente (Yabuhara, Yang et al. 1996).
Weitere Untersuchungen beziiglich der verschied&it&iBSubpopulationen im Gewebe und
der Periphereie sind notwendig, um die Bedeutumgeti Veranderungen fur den Verlauf

einer Autoimmunkrankheit besser beschreiben zu &dnn



4  KIR- und HLA-C-Assoziationen bei Rheumatoider Art  hritis und
Psoriasis vulgaris

Da bei verschiedenen Autoimmunkrankheiten, unteliesam auch bei Psoriasis vulgaris und
Rheumatoider Arthritis, bereits genetische Assazi@n mit den KIR- und HLA-C-Genloci
beschrieben worden sind, habe ich die Patientegidtole auch dahingehend untersucht. Bei
den Psoriasis vulgaris-Patienten konnte durch di&-B-Typisierung die in der Literatur seit
langem beschriebene Assoziation mit HLA-Cw*06 begtaverden (Tiilikainen, Lassus et al.
1980, Mallon, Bunce et al. 1997), da 44 % der P&tie dieses HLA-C-Allel besitzen. In dem
in dieser Arbeit typisierten Normalspenderkollekitigsitzen 30 % der Spender dieses Gen,
wobei die Beurteilung aufgrund der niedrigen Speratld (n=13) immer kritisch betrachtet
werden muss. In einer grofRen Kontrollstudie (Beckemn et al. 2003) (Rohdaten selbst
ausgewertet) ergab sich eine HLA-Cw*06-Frequenz dn%, was zeigt, dass bei den
Psoriasis-Patienten eine deutliche Assoziationdmisem Allel vorhanden ist. HLA-Cw*06
gehort zur C2-Gruppe. Weshalb die Verteilung defG21heterozygoten bzw. C1/C1 und
C2/C2 homozygoten Gruppen untersucht wurde. Diesteilting der Psoriasis-Patienten in
die HLA-C-Haplotypen der C1- und C2-Gruppe ergatiofh keine Unterschiede zu dem
untersuchten Normalspenderkollektiv. Parallel zlAHL missen immer die KIR-Haplotypen
A und B analysiert werden, da in diesen der Hauptgohied der Haplotypen, die Anzahl der
vorhandenen aktivierenden KIR, liegt und durch Eieteilung bestimmt werden kann. 32 %
der Psoriasis-Patienten besitzen homozygot deXAA-Haplotyp, wobei auf beiden
Chromosomen die Deletionsmutante des einzigenapidlyp A vorhandenen, aktivierenden
KIR (KIR2DS4) vorliegt, wodurch kein aktivierend&tR vorhanden ist12 % der Patienten
sind A/A oder AVA und besitzen neben den inhibierenden KIR nur 2084 als einzigen
aktivierenden Rezeptor. 41 % der Patienten expréenienehr als einen KIR, im Falle von
A/B Kombination und 15 % der Patienten exprimiesegar mehr als drei aktivierenden KIR,
da sie den homozygoten Haplotyp B besitzen (B/Bygleicht man diese Frequenzen mit der
Kontrollstudie von Becker et al., die eind/RAA-Frequenz von nur 2 % beschreiben (Becker,
Tonn et al. 2003) (Rohdaten selbst ausgewertetfaliodie wesentlich héhere Frequenz
dieser Kombination im Psoriasis-Patientenkollekéiuf. Im autoimmunen Kontext sind
vorwiegend Assoziationen mit aktivierenden KIR Wegben, meist in Kombination mit der
Abwesenheit der Liganden fur die entsprechenderefteren (Martin, Nelson et al. 2002,
Williams, Meenagh et al. 2005). Diese Konstellatisirde zu einer Aktivierung der NK-

Zellen oder zu einer Kostimulation der KIR-positivé-Zellen flihren, da die inhibierenden



Signale fehlen (Vgl. Abb. 9, Einleitung S.19). Dgeringe Anzahl an aktivierenden
Rezeptoren in diesem Patientenkollektiv widersprigltdoch dieser Hypothese zunéchst,
zumal durch die kombinierte Analyse der KIR- und AdC-Haplotypen gezeigt werden
konnte, dass nur 9 Psoriasis-Patienten (22 %) pellediese ,aktivierende” Kombination
aufweisen, was den Normalspendern entspricht (23n843). In einer gréReren Studie
wurden 39 % der Spender diese Kombination zugeorBecker, Tonn et al. 2003). Bei
unseren Rheumatoiden Arthritis-Patienten besitzeér?@3 diese HLA-C-KIR-Kombination,
was, im Vergleich zu den Normalspendern ebenfalade Erhdhung entspricht. Auffallend
ist jedoch, dass auch 27 % der Rheumatoiden AstiiRdtienten den Haplotyp MAA
besitzen, und somit keinen aktivierenden KIR expren. Dies entspricht, wie bei den

Psoriasis-Patienten, einer erhéhten Frequenz irgl&eh zu den Normalspendern.
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| Anhang

1 ULBP4 DNS- und Proteinsequenzen

Abb. 50 DNS-Sequenzvergleich: Wildtyp ULBP4 und syn  thetisches ULBP4

Das synthetische ULBP4-Gen (blau) besitzt eine ,angepasste Codonusage“ und somit unterscheidet sich die DNS-
Sequenz durch einige Nukleotide (rot) von der wt-ULBP4-Sequenz (schwarz). Die beiden Proteine besitzen jedoch die
gleiche Aminosauresequenz (siehe Abb. 51).

Wildtyp ULBP4 Synthetisches ULBP4 Nukleotidunterschied

1 ATGOGAAGAATATCCCTGACTTCTAGCCCTGTGCGCCTTCTTTTGTTTCT 50
N AR A R A R AR AR R AR A
1 ATGOGGAGAATCAGCCTGACTTCTAGOCCT GTGCGOCTGCTGCTGTTTCT 50

51 GCTGITGCTACTAATAGCCT TGGAGATCATGGTTGGTGGTCACTCTCTTT 100

R A N AR AR A R A R A e A
51 GCTGCTGCTGCTGATCGCCCTGGAGATCATGGT GGGAGGACACAGCCTGT 100

101 GCTTCAACTTCACTATAAAATCATTGICCAGACCT GGACAGCCCTGGTGT 150

AR AR A A AR R AR
101 GCTTCAACTTCACTATCAAAAGCCTGICCAGACCTGGACAGCCCTGGTGT 150

151 GAAGCGCAGGTCTTCTTGAATAAAAATCTTTTCCTTCAGTACAACAGTGA 200

AR I|I N I|I|I|I|I|I |l
151 GAAGCCCAGGTGTTCCTGAATAAGAATCTGITCCTGCAGTACAACAGCGA 200

201 CAACAACATGGTCAAACCTCTGGGECCT CCTGGGGAAGAAGGTATATGCCA 250

A R AR R A R A A A AR A
201 CAACAACATGGTGAAACCTCTGGGCCTGCTGGGGAAGAAAGTGTATGCCA 250

251 CCAGCACTTGGGGAGAATTGACCCAAACGCT GGGAGAAGT GGGGCGAGAC 300

II IIIIIIIIIIIII IIIIIII AR AR R AR
251 CCTCCACTTGGGGAGAACTGACCCAGACCCTGGGAGAAGTGGGGAGAGAC 300

301 CTCAGGATGCTCCTTTGTGACATCAAACCCCAGATAAAGACCAGTGATCC 350

AR AR R AR AR R R AR
301 CTGAGGATGCTGCTGTGTGACATCAAACCCCAGATCAAGACCAGCGATCC 350

351 TTCCACTCTGCAAGTCGAGATGT TTTGT CAACGCGAAGCAGAACGGTGCA 400

AR A N A R A
351 TTCCACTCTGCAGGTGGAGATGTTTTGICAGCGOGAAGCCGAACGGTGCA 400

401 CTGGTGCATCCTGGCAGT TCGCCACCAAT GGAGAGAAATCCCTCCTCTTT 450

IIII R R AR RN AR R A n
401 CTGGAGCCTCCTGGCAGT TCGCCACCAATGGAGAGAAATCCCTGCTGITT 450

451 GACGCAATGAACATGACCT GGACAGTAATTAATCATGAAGCCAGT AAGAT 500

AR AN AR R A A N A R AR
451 GACGCCATGAACATGACCTGGACCGT GATTAATCATGAAGCCAGCAAGAT 500

501 CAAGGAGACATGGAAGAAAGACAGAGGGECTGGAAAAGTATTTCAGGAAGC 550

N R AN AR AR E N
501 CAAGGAGACATGGAAGAAAGACAGAGGGCTGGAAAAGTATTTCAGGAAGC 550

551 TCTCAAAGGGAGACT GCGATCACTGCCTCAGGGAATTCTTAGGGCACTGG 600

R AR R AR A R R
551 TGAGCAAGGGAGACTGCGATCACTGGCTGAGGGAATTCCTGEGGCACTGG 600

601 GAGGCAATGCCAGAACCGACAGTGTCACCAGTAAATGCTTCAGATATCCA 650
AR R AR R A A R A e A
601 GAGGCCATGCCAGAACCTACAGT GAGOCCAGTGAATGCTAGOGATATCCA 650

651 CTGGICTTCTTCTAGICTACCAGATAGATGGATCATCCTGGGEGECATTCA 700



AR A A AR A AN A R R
651 CTGGTCTAGCTCTAGCCTGCCAGATAGATGGATCATCCTGGGEGCCTTCA 700

701 TCCTGITAGTTTTAATGGGAATTGT TCTCATCTGI GTCTGGT GGCAAAAT 750

AR R AR B R AN A A R A A RN
701 TCCTGCTGGTGCTGATGGGAATTGTGCTGATCTGTGTGTGGTGGCAGAAT 750

751 GGTGAGTGGCAGGCTGGTCTCTGGECCCTTGAGGACGTCTTAG 792

AR II AR IIIIIII IIII
751 GGOGAGTGBCAGGCTGGACT GTGGOCCCTGA 792

Protein Sequenzvergleich: Wildtyp ULBP4 und synthet isches ULBP4

Abb. 51 Protein Sequenzvergleich: Wildtyp ULBP4 und synthetisches ULBP4
Trotz der veranderten DNS-Sequenz besitzt das synthetische ULBP4 (blau) die gleiche Aminoséauresequenz wie das wt-
ULBP4-Protein (schwarz).

Wildtyp ULBP4 Synthetisches ULBP4
1 MRRI SLTSSPVRLLLFLLLLLI ALEI MVGGHSLCFNFTI KSLSRPGQPWC 50
[ECEEEEEEEEErrrerr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
1 MRRI SLTSSPVRLLLFLLLLLI ALEI MVGGHSLCFNFTI KSLSRPGQPWC 50

51 EAQVFLNKNLFLQYNSDNNWKPLGLLGKKVYATSTWCEL TOTLGEVGRD 100

CLCEEEEEEEEEE e e e e e e e e e ey
51 EAQVFLNKNLFLQYNSDNNWKPLGLLGKKVYATSTWGELTQTLGEVGRD 100

101 LRMLLCDI KPQ KTSDPSTLQVEMFCOREAERCT GASWOFATNGEKSLLF 150

I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|
101 LRMLLCDI KPQI KTSDPSTLQVEMFOQREAERCTGASWQFATNGEKSLLF 150

151 DAMNMIWIVI NHEASKI KETWKKDRGL EKYFRKL SKGDCDHW. REFL GHW 200

AR R A AR AR AR AR AR
151 DAMNMIWIVI NHEASKI KETWKKDRGLEKYFRKLSKGDCDHWLREFLGHW 200

201 EAMPEPTVSPVNASDI HWESSSLPDRW | LGAFI LLVLMA VLI CVWWARN 250

AR RS R AR RN A AR AR AR R
201 EAVPEPTVSPVNASDI HWSSSSLPDRW | LGAFI LLVLMG VLI CVWWAQN 250

251 CEWQAGLWPLRTS 263

LEELLETETTT
250 GEWQAGLWPLRTS 263



2  Vektorkarten
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Abb. 52 Vektorkarte pAcGFP1-N1 (Clontech) Vektor karte pAcGFP-ULBP4syn

3  ULBP4-Expression von C1R-Zellen und Tumorzelllini  en

Vor der Transfektion mit pcDNA3.1-ULBP4syn und pAe&ULBP4 Vektoren wurden die

C1R-Zellen auf ihre naturliche ULBP4-Expressionegétt. Als Kontrolle wurden HaCat,

Hela und MelJuso verwendet. Aus den Zellen wurde&SRdoliert, in cDNS umgeschrieben
und eine PCR mit ULBP4wt-Primern durchgefihrt. Hegrkonnte gezeigt werden, dass
C1R- und MelJuso-Zellen keine mRNS fur ULBP4 ertrgl HaCat und Hela jedoch positiv
sind. Dieses Ergebnis konnte in der Analyse der RAB®berflachenexpression mit eigenem
Antikorper bestatigt werden (Abb. 53).
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Abb. 53 ULBP4-Expression auf C1R, HaCat, MelJusou nd Hela

Die Zelllinien wurden in einer indirekten FACS -Farbung mit dem ULBP4-7H7-Antikérper und einem PE-gekoppelten
Sekundarantikdrper gefarbt. Blaue Linie : ULBP4-Expression, schwarze Linie : Isotypkontrolle



4  Funktionalitat der C1R-ULBP4-Transfektanten

Um zu testen, ob ULBP4 auf den C1R Zellen zu efdivierung der NK-Zellen fihren
kann, wurde nach einer Stimulation mit C1R, C1R{&B.1 und C1R-ULBP4-Zellen die
Proliferation und die Zytotoxizitat peripherer Nkellen Uberprift. Die C1R-Transfektanten
wurden in einem CFSE-Proliferationsversuch eingeséis Kontrolle wurden PBMC ohne

Zielzelle verwendet.

ohne Zielzelle . + C1R + C1R-pcDNA3.1 + C1R-ULBP4syn
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Abb. 54 Die C1R-ULBP4-Transfektante vermittelt NK-Z  ell-Proliferation
Die PBMC eines gesunden Normalspenders wurden CFSE gefarbt und anschlieBend fir 72 Stunden mit den
Stimulatorzellen C1R, C1R-pcDNA3.1 und C1R-ULBP4 inkubiert. Die Zellen wurden geerntet und mit CD56 und CD3
Antikdrpern gefarbt. Bei der FACS-Auswertung wurde auf die CD56" CD3” NK-Zellen gegatet und die Abnahme der CFSE
Intensitat mit den Zellteilungen analysiert. Als Kontrolle wurde ein Ansatz ohne Stimulatorzelle mitgefihrt, um den
spontanen Verlust an CFSE darzustellen.

Der Proliferationsversuch (Abb. 54) zeigte, dassBBA& als zusatzlicher Ligand fur den
aktivierenden NK Rezeptor NKG2D bei 38 % der NKiZelProliferation induziert, wobei
7% der NK-Zellen bereits eine Proliferation gegae ¥ektorkontrolle C1R-pcDNA3.1
zeigen. Die C1R-Wildtyp-Zellen induzieren keine I[Revation der NK-Zellen, wie der
Vergleich mit dem Ansatz ohne Zielzelle zeigt. Um uantersuchen, ob der zusatzliche
NKG2D-Ligand ULBP4 auch die zytotoxische Aktivitéter NK-Zellen erhdhen kann,
wurden C1R-ULBP4syn Transfektanten in einem Chreisétzungsversuch (CML) und in
einem CD107a Degranulationsversuch im Vergleich Wildtypzellen und den

Vektorkontrollen als Zielzellen eingesetzt.
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Abb. 55 Die C1R-ULBP4-Transfektante vermittelt Zyto  toxizitat von NK-Zellen

Links: Chromfreisetzungsversuch mit NKL-Zellen, welche im Verhéltnis 20:1 mit den radioaktiv markierten Zielzellen
inkubiert wurden. Gezeigt ist die ULBP4-vermittelte Zunahme der spezifischen Lyse der Zielzellen durch NKL.

Rechts: CD107a-Degranulationsversuch mit stimulierten PBMC (48 h, 500 U IL-2/ ml) eines gesunden Normalspenders.
Die PBMC wurden im Verhaltnis 1:1 mit CD107a Antikérper und den Zielzellen C1R, C1R-pcDNA3.1 und C1R-ULBP4
inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen geerntet und mit CD56 und CD3 Antikdrpern gegengefarbt. Bei der FACS-
Auswertung wurde auf die CD56" CD3" NK-Zellen gegatet und der prozentuale Anteil der CD107a-positiven Zellen an den
gesamten NK-Zellen bestimmt. Als Kontrolle der spontanen Degranulation wurde ein Ansatz ohne Stimulatorzellen
mitgefuhrt.

Wie zu erwarten, wurden C1R-Zellen von der NKL-Ekitysiert. Es wurden jedoch nur 16%
C1R Zellen spezifisch lysiert, da die C1R-Zellerhtivollstindig HLA-negativ sind und
somit keine klassische Zielzelle fir NK-Zellen dalien. Die Lyse der C1R-pcDNAS3.1-
Zellen ist mit der Lyse der Wildtyp Zellen zu verighen. Der zusatzliche Ligand ULBP4
bewirkt jedoch eine 3,5 fache Steigerung der Lyse 87%. Durch diesen Versuch konnte
gezeigt werden, dass das transfizierte ULBP4 fonkdi ist und die Zytotoxizitat von NK-
Zellen steigern kann. Die Expression von CD107a lHKfZellen korreliert nach einer
Stimulation mit  Zielzellen genau mit  der  Zytotox#i  welche in
Chromfreisetzungsversuchen gezeigt werden kanna@Rerentilini et al. 2005). 43% der
peripheren stimulierten NK-Zellen degranulieren ggeglie C1R-Wildtypzellen und 42%
gegen die Vektorkontrolle C1R-pcDNA3.1. Der prozmt¢ Anteil der CD107aNK-Zellen
kann durch die Stimulation mit ULBP4 um das 1,5 &auf 68% erhdht werden.



5 Naturliche Regulation der ULBP4-Oberflachenexpres  sion

Um mdglichst nur hoch ULBP4-exprimierende C1R-Tfak&nten zu erhalten, wurden die
Zellen sortiert. Hierbei wurden die Zellen mit NKBZetramer (Labor Prof. Dr. Dirk
Busch) gefarbt, da zu diesem Zeitpunkt noch keimoktonaler ULBP4-Antikorper vorlag.
Am Zellsortierer wurden dann die hoch-PE-positivetien isoliert (Joachim Ellwart, HZM).
Vor der Sortierung exprimierten nur wenige Zellamsach ULBP4 (schwarze Kurve) im
Vergleich zu den Wildtyp-C1R-Zellen (graue Kurv®urch die Sortierung wurden nur die
hoch ULBP4-exprimierenden Zellen isoliert (rote ¥ey und anschlieRend wieder in Kultur
genommen und expandiert. Nach 96 h wurde die Gimérdinexpression von ULBP4 erneut
durch eine FACS-Farbung untersucht. Dabei stelith beraus, dass die Zellen ULBP4
wieder auf das urspringliche Niveau vor der Sartigr herunterreguliert hatten (blaue
Kurve). Dies deutet darauf hin, dass die Express@mnULBP4 auf den Zellen einer starken

Kontrolle unterliegt.

A
N 8 B Ccir
N M C1R-ULBP4 vor Sort
= B C1R-ULBP4 nach Sort
B C1R-ULBP4 96h nach Sort
Abb. 56 Natiirliche Regulation der ULBP4-Oberflachen  expression

Die ULBP4-Expression der C1R-ULBP4-Transfektanten wurde mit NKG2D-Tetrameren und Streptavidin-PE
nachgewiesen. Im Vergleich zu den Transfektanten wurden die ULBP4-negativen C1R-Wildtyp-Zellen gefarbt (graue
Linie). Fur die Zellsortierung wurden die C1R-ULBP4 Transfektanten mit NKG2D-Tetramer geférbt (schwarze Linie) und
die hoch ULBP4-exprimierenden Zellen am Zellsorter isoliert (rote Linie). Nach 96 h Inkubation entsprach die ULBP4-
Expression wieder der urspriinglichen Expression der Transfektanten vor der Sortierung (blaue Linie).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das auf de n C1R-ULBP4-Zellen
exprimierte ULBP4 zu einer Stimulation und Aktivier ung von peripheren NK-Zellen und
NK-Zelllinien fuhren kann und somit funktionell ist . Durch eine Erkennung des
zusatzlichen NKG2D-Liganden werden die NK-Zellen zu  r Proliferation, Degranulation
und Zytotoxizitat angeregt. Interessanterweise akti  vieren C1R-Wildtyp-Zellen und C1R-
pcDNA3.1 in NK-Zellen deren zytotoxische Aktivitat, stellen jedoch keinen Stimulus fur

die Proliferation der NK-Zellen dar.
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Weitere Zytokine in Serum und Synovialflissigkeit
Arthritis- und Arthrose-Patienten
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n=19. Die Signifikanzwerte sind in Tab. 15 (S.156) angegeben.
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7  Signifikanzen der Zytokin-/Chemokineanalyse
Arthritis Arthrose Arthritis Arthrose Arthritis Arthrose
Se |sF |se |sF Se |sF  |se |sF Se |sF |se |sF
= NS Se [<0,001 <0,001 < 0,001 1 NS Se [<0,001 <0,001 <0,001 NS Se <0001 0,08 0,9
o Als—e 0,3 <0,001 <0,001 & Al Se | <0,001 <0,001 <0,001] L Al Se | < 0,001 0,9 0,2
E SF <0,001| SE <0,001| 3 SF <0,001 <0,001
= AO se <0,001 AO_Se <0,001 AO_Se 0,06
@ NS Se 0,5 <0,001 110,09 0,1 NS Se [<0,001 <0,001 <0,001 < 0,001 NS _Se 08 03 01
o Sl <0,001 0,5 02/ © ~ "Sel <0,001 <0,001 02( B 7, Sel <0,001 0,7 0,2
a SF <0,001 <0,001| = SF <0,001 <0,001| iC SF <0,001 <0,001
= ACse AO Se < 0,001 AO_Se 0,5
— NS Se [<0,001 <0,001 2 NS Se 0,1 NS Se [<0,001 <0,001 <0,001 <0,001
d , Se] 0,09 < 0,001 e, S <0,001 0,7 09 = N 0,1 <0,001 < 0,001
o SE <0,001 09| < SF <0,001 <0,001| L SF < 0,001
= A0 se <0,001| = AO se 0,7 AO_Se < 0,001
— NS Se [ 0,06 <0,001 017<0001[ & NS Se [<0001 <0,001 <0001 006 _ NS Se |<0,001 <0,001
ST <0,001 06/ <0001 S~ ~Se | <0001 <0001f I , Se] 0,2 < 0,001
o SF <0,001 <0,001| & SF 04 <0001 Z SF <0,001 <0,001
AO Se <0,001] 2 AO Se < 0,001 AO Se < 0,001
o« NS Se [<0,001 <0,001 1 NS Se [<0,001 <0,001 1 0,3 NS_Se |<0,001 %_
d , Se] 0,3 <oo001| & n Se ] 0,04/ <0,001 <0001 ¢ ~, "Se ] <0,001 <0,001
Q SF <0,001| 4 SF <0,001 <o0,001| = SF 0,1 <0,001
= A0 se <0,001 AO_Se 0,3 AO_Se < 0,001
= NSse| 008 0,5 0,001 <0,001 ., NS Se [<0001 <0001 03/<0,001] o NS Se 0,7 < 0,001
X Se 0,09/<0001 <0001 I , Se| <0,001 09| @ , Sel
2 SF 0,2 <0,001| U SF <0,001 <0,001f % SF
W A0 Se <0,001 AO Se <0001 = AO Se
NS Se [<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 NS Se 0,2
® " Se] <0,001 0,8 @, Se 0,3 <0,001
= SF <0,001 <0,001 = SF <0,001
AO Se AO_Se 0,06
s NS Se [II008 < 0,001 0,4 0,2 NS Se < 0,001 <0,001
Q 5] <0,001 0,1 1 Lo, Sel <0,001 <0,001 <0,001
o SF <0,001 <0,001 = SF <0,001 < 0,001
© Aose 0,2 AO_Se <0,001
NS Se | 0,06/ <0,001 0,8 <0,001 L NS Se |<0,001 <0,001 <0,001
O 7, s <0001 0,09 <0,001 N 0,6 <0,001 < 0,001
= SF <0,001 <0,001 7 SF <0,001 <0,001
O 70 se <0,001
) IL NS Se |<0,001 <0,001 <0,001
N 8~ e 05 <0,001 <0,001
a = SF <0,001 <0,001
N A0 Se 0,4 O A0 Se 0,7
»n NS Se 0,3 <0,001 0,2 <0,001
= N <0,001 0,9 <0,001
Z SE <0,001 0,3
X A0 Se < 0,001
« NS Se 0,5 0,7
() Se 0,07 0,2
L ASE 04
O A0 Se 0,2
Tab. 14 Signifkanzen (p-Werte) der Multiplexanalyse  zu Abb. 29, Abb. 30 und Abb. 31 (Ergebnisse S.87, S.89

und S.91)
Die Signifikanzen wurden mittels des nicht parametrischen Mann-Whitney-U Tests berechnet. p-Werte <0,001 (hellgrau),
p-Werte <0,01 (mittelgrau), p-Werte 0,05-0,01 (dunkelgrau), nicht signifikante p-Werte >0,05 (ohne Markierung)
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Arthritis Arthrose Arthritis Arthrose Arthritis Arthrose
Se |sF |se |sF Se |sF  |se |sF SE |se |sF
NS Se [< 0,001 <0,001 <0,001 NS Se 0,2 < 0,001 0,6 <0,001 NS Se < 0,001 05 0,9
¥ A S <0,001 <0,001 < 0,001 L(DL N <0,001 1 <0001 8 N S 0,07 /< 0,001
= SF 0,6 <0001 T SF <0,001 063 SF < 0,001
AO Se <0,001 AO Se < 0,001 AO_Se 02
NS Se [<0,001 <0,001 < 0,001 02[ | NS Se |02 <0,001 <0,001 NS_Se 0,1 0,1 0,8 0,6
w "~ Se] <0001 (5 , Se| <0,001 <0,001 <0,001 <§E A e . 0,04 0,3 0,3
= SF 0,04 <0001 U SF <0,001 03| O SF 0,4 0,1
AO Se <0,001 AO Se <0001 — AO se 0,6
NS Se [<0,001 <0,001 < 0,001 03[, NS Se [<0,001 <0,001 <0,001 09 , NS se | 0,03 <0,001 0,2 0,8
S N 1 <0001 5, Se] <0001 <0001 <0001 © , Se] < 0,001 0,6
4 SF 002 <0001 ‘% SF 0,7/ 0002 £ SF <0,001 <0,001
AO Se < 0,001 AO Se <0,001] 2 A0 se 0,1
NS Se [<0,001 0,3/<0,001 0,08 NS Se | 0,009 <0,001 <0,001 < 0,001 NS_Se <0,001 <0,001
« = <0,001 0,5/ <0,001| & S ] <0001 <0001 <0001 ¢ —, Se | < 0,001 0,7 <0,001
4 SF <0001 o001] 2 SF <0,001 I} SF <0,001 0,2
AO Se <0,001 AO Se <0,001 AO_Se <0,001
L NS se 0,7< 0,001 1 <0,001
[0) Al Se | < 0,001 0,4 <0,001
(U)) SF < 0,001 0,1
AO Se < 0,001
< NS Se |<0,001 <0,001 <0,001] 0,007|
E A S 0,02 <0,001 <0,001
- SF <0,001 < 0,001
= AO Se < 0,001
NS _Se 0,7 <o,001ﬂ
9 A Sse | < 0,001
4 SF <0,001 < 0,001
AO Se < 0,001
NS_Se 1 <0,001 0,8
9 A se | <0,001 01 07
2 SF <0,001 <0,001
AO_Se
w 0,5< 0,001 05 0,3
a <0,001 0,4 0,1
1 SF <0,001 <0,001
AO_Se 0,6
NS_Se 0,8 0,4
& A se | 0,2
Z ___SF] ; <0,001
AO_Se 0,1
~, Ns se 0,5 08 03
I A Se| 0,06 0,7 0,06
@ __ SF |
F A0 se 0.2
NS_Se 0,4
<§( Al Se | 0,2
o SF
> 70 se 05
NS Se |<0,001 0,6/ <0,001 0,2
N~ Al Se | <0,001 <0,001 < 0,001
= SF <0001 0,09
AO Se < 0,001
NS Se [<0,001 <0,001 <0,001
@, Se <0,001 < 0,001
= SF 0,9 <0,001
AO Se < 0,001
Tab. 15 Signifkanzen (p-Werte) der Multiplexanalyse  zu Abb. 32, Abb. 33 und Abb. 57 (Ergebnisse S.92u nd

S.93, Anhang S.154)
Die Signifikanzen wurden mittels des nicht parametrischen Mann-Whitney-U Tests berechnet. p-Werte <0,001 (hellgrau),
p-Werte <0,01 (mittelgrau), p-Werte 0,05-0,01 (dunkelgrau), nicht signifikante p-Werte >0,05 (ohne Markierung)



8  Zytokinmuster der NK-Zelllinien NKL, NK92 und YT
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Abb. 58 Zytokinmuster der NK-Zelllinien NK92, NKL u
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9 KIR-Genlocus und Haplotypen
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Abb. 59 KIR-Haplotypen
Die zwei Haplotypgruppen A und B unterscheiden sich durch die Anzahl und die Allele der Gene, die sie beinhalten. Die
Rahmen-KIR-Gene (3DL3, 3DP1, 2DL4 und 3DL2) sind in jedem Haplotyp vorhanden. Haplotyp A besitzt 6 inhibierende
KIR-Gene (2DL1, 2DL3, 2DL4, 3DL1, 3DL2 und 3DL3) und ein aktivierendes KIR-Gen (KIR2DS4), welches im Haplotyp
AA ein nicht exprimierbares Nullallel aufweist. Haplotyp B kann sich aus einer Vielzahl aktivierender und inhibierender
KIR-Gene in verschiedenen Kombinationen zusammensetzen (nach Carrington et al).
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Tab. 16 Ergebnisse der KIR- und HLA-C-Typisierungen  der Psoriasis-Patienten

Ergebnisse der Multiplex KIR- und HLA-C-Typisierungen der Psoriasis-Patienten (n=41). KIR3DL3, KIR3DP1, KIR2DL4
und KIR3DL2 sind Rahmen-Gene, die bei jedem Haplotyp vorhanden sind. KIR Haplotypen bestehen aus Kombinationen
der Halotypen AA, A und B. Die Haplotypen unterscheiden sich nach der Anzahl der aktivierenden KIR-Rezeptoren.
Haplotyp AA/AA (hellgelb) besitzt keinen aktivierenden KIR, AA/A und A/A besitzen den aktivierenden KIR2DS4
(dunkelgelb), A/B besitzt mehr als einen akt. KIR (orange) und B/B mehr als drei akt. KIR (rot). Des Weiteren ist die
Assoziation mit HLA-Cw*06 gezeigt und die Einteilung in die HLA-C C1- und C2-Gruppen. Die C1-Gruppe (blau) besitzt
an Aminoséaureposition 80 ein Asparagin (N80) und stellt Liganden fiir KIR2DL2/3 und KIR2DS2/3 dar. Die C2-Gruppe
(griin) besitzt ein Lysin an Position 80 (K80) und stellt Liganden fur die KIR2DL1 und KIR2DS1 Molekiile dar.



160 Anhang

11 KIR- und HLA-C-Genotypen der Arthritis-Patienten
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Tab. 17 Ergebnisse der KIR- und HLA-C-Typisierungen  der Arthritis-Patienten

Ergebnisse der Multiplex KIR- und HLA-C-Typisierungen der Arthritis-Patienten (n=25). Die eindeutig diagnostizierten
Rheumatoiden Arthritis-Patienten sind in hellgrin markiert. KIR3DL3, KIR3DP1, KIR2DL4 und KIR3DL2 sind Rahmen-
Gene, die bei jedem Haplotyp vorhanden sind. KIR Haplotypen bestehen aus Kombinationen der Halotypen AA, A und B.
Die Haplotypen unterscheiden sich nach der Anzahl der aktivierenden KIR Rezeptoren. Haplotyp AA/AA (hellgelb) besitzt
keinen aktivierenden KIR, AA/A und A/A besitzen den aktivierenden KIR2DS4 (dunkelgelb), A/B besitzt mehr als einen
akt. KIR (orange) und B/B mehr als drei akt. KIR (rot). Die Assoziation mit HLA-Cw*06 ist als Vergleich zu den Psoriasis-
Patienten gezeigt. Die Einteilung in die HLA-C Gruppen C1 und C2 erfolgt nach der Aminosaure an Position 80. Gruppe
C1 (blau) besitzt ein Asparagin (N80) und stellt Liganden fiir KIR2DL2/3 und KIR2DS2/3 dar. Gruppe C2 (griin) besitzt ein
Lysin (K80) und stellt Liganden der KIR2DL1 und KIR2DS1 Molekdile dar.



12 KIR- und HLA-C-Genotypen der Normalspender
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Tab. 18 Ergebnisse der KIR- und HLA-C-Typisierungen  der Normalspender

Ergebnisse der Multiplex KIR- und HLA-C Typisierungen der Normalspender (n=13). KIR3DL3, KIR3DP1, KIR2DL4 und
KIR3DL2 sind ,Framework“-Gene, die bei jedem Haplotyp vorhanden sind. KIR-Haplotypen bestehen aus Kombinationen
der Halotypen AA, A und B. Die Haplotypen unterscheiden sich nach der Anzahl der aktivierenden KIR Rezeptoren.
Haplotyp AA/AA (hellgelb) besitzt keinen aktivierenden KIR, AA/A und A/A besitzen den aktivierenden KIR2DS4
(dunkelgelb), A/B besitzt mehr als einen akt. KIR (orange) und B/B mehr als drei akt. KIR (rot). Die Assoziation mit HLA-
Cw*06 ist als Vergleich zu den Psoriasis-Patienten gezeigt. Die Einteilung in die HLA-C Gruppen C1 und C2 erfolgt nach
der Aminosaure an Position 80. Gruppe C1 (blau) besitzt ein Asparagin (N80) und stellt Liganden fir KIR2DL2/3 und
KIR2DS2/3 dar. Gruppe C2 (griin) besitzt ein Lysin (K80) und stellt Liganden der KIR2DL1 und KIR2DS1 Molekiile dar.
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