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Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Wegener'sche Granulomatose (WG) und Mikroskopische Polyangiitis (MPA)
gehoren zu der Gruppe der primaren Vaskulitiden kleiner Gefalle (englisch: small
vessel vasculitis; SVV). Durch den Nachweis von sogenannten antineutrophilen
zytoplasmatischen Antikorpern (englisch: antineutrophil cytoplasmatic anibody;
ANCA) werden sie mit dem Churg-Strauss-Syndrom (CSS) gemal} der Chapel Hill
Consensus Conference (CHCC) als ,ANCA-assoziierte Vaskulitiden® (AAV)

klassifiziert.

Die Pathogenese der AAV ist bis heute nicht ausreichend geklart und Gegenstand
aktueller Forschungen. In den letzten Jahren wurde vor allem die Rolle
polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten (englisch: polymorphonuclear
neutrophils; PMN) bei der Krankheitsentstehung der AAV besser verstanden.
lhnen wird in zahlreichen Studien eine wesentliche Bedeutung im
Entzindungsgeschehen der AAV zugeschrieben. Diese Feststellung beruht vor
allem auf der Tatsache, dass bei Patienten mit aktiver WG Infiltrate mit aktivierten
PMN in den betroffenen Organen (Brouwer 1994) und/oder in der peripheren
Zirkulation nachweisbar sind. Diese Infiltrate gehen nach Beginn einer
immunsuppressiven Therapie zurick (Haller 1996; Muller Kobold 1998). Aktivierte
PMN sollen durch ihr Repertoire an zytotoxischen und proteolytischen Enzymen
mafgeblich an der Entstehung von Vaskulitiden beteiligt sein.

Wie es zu der Aktivierung der PMN kommt, ist noch nicht genau geklart. Seit
Entdeckung der ANCA (Davies 1982; van der Woude 1985) wird angenommen,
dass ANCA, insbesondere ANCA gegen die Zielantigene Proteinase 3 (PR3-
ANCA) und Myeloperoxidase (MPO-ANCA), eine zentrale Rolle im Rahmen der
Aktivierung von PMN bei Patienten mit AAV haben kdnnten.

Diese Annahme beruht im Wesentlichen auf den folgenden beiden

Beobachtungen:

(1) Der Nachweis von ANCA hat eine hohe Assoziation an die Erkrankungen und
soll einen pradiktiven Wert fur eine Aktivierung haben.

(2) ANCA koénnen in in vitro Versuchen PMN aktivieren.
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Einleitung und Zielsetzung

Ad 1: ANCA nehmen in der Diagnostik der AAV eine zentrale Rolle ein. Fur die
einzelnen AAV wurde eine unterschiedliches, teils spezifisches ANCA-Muster
beschrieben (van der Woude 1985; Nolle 1989). Bei Patienten mit WG sind in 95%
der Falle in der so genannten Generalisationsphase (siehe Seite 9) PR3-ANCA
nachweisbar. Bei der MPA findet man in (40)-80% der Falle MPO-ANCA
(Schonermarck 2001). Mit Hilfe der Kombination von ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) und der Immunfluoreszenztechnik ist es heute mdglich
durch eine Bestimmung von PR3/ MPO-ANCA zusammen mit c- bzw. pANCA die
WG und die MPA mit einer Sensitivitat von 73% bzw. 67% und einer Spezifitdt von
jeweils bis zu 99% zu erfassen (Hagen 1998; Choi 2001).

ANCA eignen sich nicht nur zur Diagnostik der AAV, sondern auch zum
Therapiemonitoring. Einige Arbeiten zeigten eine Korrelation zwischen der
Krankheitsaktivitat und dem ANCA-Titer. Es wurde aulierdem beschrieben, dass
ein Anstieg des ANCA-Titers einer Aktivierung der Erkrankung voraus gehen
kann: Ein ANCA-Titeranstieg um das Vierfache des Vorwertes soll die
Rezidivwahrscheinlichkeit von WG-Patienten in Remission erhéhen (Han 2003).
Zusatzlich kann die Persistenz eines hohen ANCA-Titers in Remission mit einem
hoheren Risiko eines Rezidives vergesellschaftet sein (Kyndt 1999; Slot 2004).
Allerdings konnten nicht alle Studien diese Assoziation von ANCA und der
Krankheitsaktivitat zeigen (Nowack 2001). Eine systematische Ubersichtsarbeit
hat ebenfalls (auf Grund methodischer und statistischer Schwachen vieler
publizierter Studien) die Bedeutung der ANCA in Bezug auf Krankheitsaktivitat und
Verlaufsmonitoring in Frage gestellt (Birck 2006).

Ad 2: PMN Aktivierung durch ANCA:

In zahlreichen in vitro-Versuchen konnte die Aktivierung neutrophiler Granulozyten
durch ANCA gezeigt werden. Durch eine Vorstimulation (so genanntes ,priming“)
mit z.B. Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und Interleukin-1 (IL-1) exprimieren PMN
unter anderem die beiden in Granula gespeicherten Zielantigene fur zirkulierende
ANCA Proteinase 3 (PR3) und Myeloperoxidase (MPO). Durch Antikrper gegen
PR3- und/ oder MPO sollen nach Bindung an den Rezeptoren pro-

inflammatorische Mediatoren und proteolytische Enzyme freigesetzt oder
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Aktivitatsmarker hochreguliert werden (Falk 1990; Keogan 1992; Csernok 1994;
Porges 1994; Harper 2001; Bosch 2006). Einschrankend wurden bei diesen
Untersuchungen aufgereinigte |gG-Fraktionen von ANCA positiven Seren oder gar
heterologe Antikorper gegen PR 3 (z.B. aus der Maus oder dem Kaninchen)
benutzt. Diese Versuchsanordnung reflektiert somit die Situation in vivo nur
ungenugend; bei aufgereinigten Antikérpern, vor allem aber bei heterologen, kann

die Affinitat fir das Antigen deutlich unterschiedlich zu der in vivo Situation sein.

Als Schlussfolgerung der oben genannten Arbeiten ist die so genannte ,ANCA-
Sequenz“-Theorie entstanden:

Im Rahmen des ,priming“ der PMN, z.B. bei einem Infekt, sollen (ahnlich wie in
vitro) die beiden Zielantigene fur ANCA, PR3 und MPO, aus den Granula der PMN
auf die Zelloberflache transloziert und damit fir ANCA zuganglich werden. Als
Schlisselzytokine werden hier u.a. TNF-a und IL-1 diskutiert; diese sollen neben
den PMN auch das Gefallendothel aktivieren, an welches PMN Uber
Adhasionsmolekule (z.B. CD62) binden kdnnen. Binden jetzt wiederum ANCA an
den voraktivierten PMN kénnte es zur einer ,Uberaktivierung“ der PMN kommen.
Verstarkt wird dieser Effekt moglicherweise durch ein ,cross-link“ des Fc-Teils der
ANCA an die Fcy-Rezeptoren Il (CD32) oder Ill (CD16) auf PMN. Fur die
vollstandige Aktivierung von PMN scheint die gleichzeitige Bindung erforderlich
(Porges 1994; Kocher 1998; Schreiber 2004). Diese Bindung soll zur
Degranulation und konsekutiv zur Ausschuttung pro-inflammatorischer Mediatoren
(wie Zytokine oder aktive Sauerstoffradikale) fuhren, die letztendlich ein
Gewebstrauma induzieren kdnnte (Ubersicht der ANCA-Sequenz-Theorie zeigt die
Abbildung 1).

Als ein entscheidender Schritt in dieser Theorie ware allerdings eine Bindung von
ANCA an PMN in vivo notig. Von diesem Schritt wird immer ausgegangen (und er
ist naheliegend), da in der AAV-Diagnostik in vitro die Bindung von ANCA an
fixierten PMN ausgezeichnet gelingt (Savige 2003). /n vivo konnte diese Bindung
von ANCA an PMN allerdings bisher nicht schllissig gezeigt werden (Abdel-Salam
2004). Abdel-Salam konnte trotz eines hohen ANCA-Gehaltes im Serum der
Patienten mit aktiver Erkrankung und einer Expression des Zielantigens (PR3) auf
den PMN kein oberflachengebundenes humanes Immunglobulin G (IgG)

nachweisen. Der Gehalt an oberflachlich gebundenem IgG war auf3erdem bei
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Patienten mit AAV nicht hoher, als bei gesunden Spendern. Auch isolierte und
durch TNF-a aktivierte PMN zeigten keine signifikante Bindung von IgG nach
Inkubation mit Plasma von Patienten mit hohen ANCA-Titern. Lediglich nach
Aufreinigung der ANCA banden diese an PMN. Die Antikorper hatten allerdings
eine sehr niedrige Affinitat zu PMN.

Des weiteren zeigt die klinische Erfahrung, dass es Patienten gibt, bei denen trotz
einer aktiven Erkrankung Uberhaupt keine ANCA nachgewiesen werden kdnnen,
und umgekehrt gibt es zahlreiche Patienten mit hohen Antikorpertitern, die aber
keine Anzeichen einer aktiven Erkrankung zeigen (Kerr 1993; Reinhold-Keller
2001). Aulerdem finden sich ANCA, insbesondere MPO-ANCA, auch bei vielen
Erkrankungen ohne jegliche Vaskulitis-Symptome (Gunton 2000; Schmitt 2005).

PR3 oder MPO
PMN

“ Aktivierung der PMN
Hpriming”
\ / FcyRlla
oder Rlllb
Phagozyt Produktion
IL-1 |
! TNF-a cb6a
T[ Achisionsmolekiile Inflarmatorische
Mediatoren
bakerielle Antigene

(z.B. bei Infekionen) _ >

Aktivierung des Endothels
Endothelzelle

W
b &
A .
Degranulation
? o
i h
Oanss DG
o N0 o
it O

Abbildung 1: Modell der Aktivierung von PMN und ANCA induzierten Degranulation (ANCA-
Sequenz-Theorie) modifiziert nach (Gross 1999; Sarraf 2005).

Zusammenfassend gehen viele Autoren von einer zentralen, pathogenetischen
Bedeutung der ANCA und der Aktivierung von PMN durch die ANCA bei der
Entstehung der AAV aus. Letztendlich steht der definitive Beweis flir diese Theorie

(z.B. durch ein schlussiges Tiermodel) aber noch aus.

Neben den aktivierten PMN und den Autoantikorpern sollen vor allem T-

Lymphozyten bei der Pathogenese der AAV eine entscheidende Rolle spielen. Die

Vermutung der T-Zellbeteiligung beruht unter anderem auf der Beobachtung, dass
4
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T-Zellen bei Patienten mit AAV in den betroffenen Organen wie der Niere
akkumulieren und ihre Anzahl mit dem Gewebsschaden korreliert (Brouwer 1993;
Weidner 2004). Aul3erdem fanden sich fundamental veranderte T-Zellpopulationen
im peripheren Blut. Es konnte nachgewiesen werden, dass die T-Zellen z.B.
vermehrt Aktivitatsmarker wie HLA-DR, CD25 oder CD125 expremieren (Schlesier
1995; Giscombe 1998; Steiner 2001).

Neben diesen Beobachtungen legen Therapien gegen T-Lymphozyten mit
teilweise guten Erfolgen eine Bedeutung der Zellen im Krankheitsgeschehen nahe
(Schmitt 2004).

Weiterhin wurde von mehreren Arbeitsgruppen uber eine erhdhte Frequenz von
PR3- und MPO-spezifischen T-Zellen im peripheren Blut von Patienten mit WG
bzw. MPA berichtet, obwohl die Ergebnisse hierzu nicht koharent sind (Brouwer
1994; van der Geld 2000; Popa 2002).

Bei der Interpretation von Veranderungen von T-Zell-Populationen ist es allerdings
schwierig zu unterscheiden, ob die beobachteten Effekte Ursache oder Folge der
Erkrankung, Folge von anderen (z.B. viralen) Infekten oder aber auch der
immunsuppressiven Therapie sind. Als Ausdruck einer vorrausgegangen
andauernder Aktivierung fanden sich in T-Zellen von Patienten mit WG nicht-
therapieassoziierte Hinweise auf eine sogenannte ,replikative Seneszenz®. Unter
der ,replikativen Seneszenz® versteht man, dass jede Zelle nur eine gewisse,
festgelegte Anzahl von Zellzyklen durchlaufen kann, bevor sie in einen Zustand
der Alterung (der so genannten ,Seneszenz”) kommt. Diese replikative Seneszenz
geht mit einer Verkurzung der Telomere der DNA einher (Vogt 2003) und ist
aulRerdem durch den Verlust von CD28, des wichtigsten co-stimulatorischen
Molekuls auf T-Zellen, gekennzeichnet (Lamprecht 2001; Lamprecht 2003; Vogt
2003). Der Verlust von CD28 wurde dabei auf den CD4+ T-Zellen, aber

vornehmlich auf den CD8+ Zellen beschrieben.

Ziel meiner Arbeit ist es, nach Hinweisen fur eine vorangegangene und fur eine
aktuelle Aktivierung bzw. aktivierungsabhangigen Veranderungen im CD8+
Kompartment bei AAV zu suchen. Hierfir wurde als weiterer Marker fur eine ,Zell-
Alterung“ (Seneszenz), im Sinne der abgelaufenen oder permanenten Aktivierung
von CD8+ T-Zellen, neben dem Gehalt von CD28 auf CD8+-Zellen auch die
Expression von CD57 untersucht. CD57, auch HNK-1 genannt, ist ein
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Glykoprotein, welches auf natirlichen Killerzellen (NK) und T-Lymphozyten
gefunden werden kann. Es ist Bestandteil von im Endstadium differenzierten T-
Lymphozyten und zeigt eine replikative Seneszenz dieser Zellen, besonders von
CD8+-T-Zellen, an (Brenchley 2003).

Um eine akute Aktivierung der CD8+ T-Zellen zu zeigen, wurde der Gehalt von
CD11b auf CD8 Zellen untersucht. CD11b, die a-Kette des p2-Integrins Mac-1, ist
auch bekannt als Komplement-Rezeptor 3 (CR3) und wird auf allen Leukozyten,
inklusive T-Lymphozyten, expremiert. Im Zuge einer T-Zell-Aktivierung ist CD11b
sowohl auf CD4+, als auch auf CD8+ T-Zellen vermehrt nachweisbar. Es ist sehr
wahrscheinlich Bestandteil von Migration und Extravasation der T-Zellen aus der
Blutzirkulation in das entziindete Gewebe (Wagner 2006).

Die Veranderungen wurden unter anderem mit klinischen Parametern wie der
Krankheitsdauer und/ oder der Krankheitsaktivitat, mit der Frage einer Assoziation
zwischen den immunologischen Parametern und klinischen Verlaufen, verglichen.

Unter dem Aspekt der PMN-Aktivierung wollten wir ein Modell fur einen
alternativen Aktivierungsmechanismus fir PMN vorschlagen. Da ANCA in vivo
offensichtlich nur niedrig-affin an PMN binden kénnen (Abdel 2003) erscheint eine
Aktivierung von PMN in vivo durch ANCA zumindest diskutabel. Zur Beantwortung
der Frage, ob es einen alternativen Aktivierungsmechanismus gibt, sollte eine
mogliche Interaktion zwischen PMN und CD8+ T-Zellen ex vivo und in vitro

untersucht werden.
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2 Die ANCA assoziierten Vaskulitiden: Definition, Historie,
Epidemiologie, Klinik, Therapie und Prognose

Die ANCA assoziierten Vaskulitiden (AAV) sind durch den Nachweis von
antineutrophilen zytoplasmatischen Antikorpern (ANCA) charakterisiert. Zu den
AAV werden gemal’ der Chapel Hill Consensus Konferenz (CHCC) von 1992 die
Wegener'sche Granulomatose (WG), die mikroskopische Polyangiitis (MPA) und
das Churg Strauss Syndrom (CSS) klassifiziert. Diese drei primar systemischen
Vaskulitiden befallen hauptsachlich kleine Gefalle, wie Arterien, Arteriolen,
Kapillaren und Venolen und werden deshalb auch als ,Klein-Gefa3-Vaskulitiden®
(engl: small vessel vasculitides; SVV) bezeichnet. Da histologisch in den befallen
Geweben gar keine oder nur geringe Immunkomplexablagerungen zu finden sind,
werden diese drei Krankheitsbilder von Seiten der Pathologen auch als ,pauci-

immun* tituliert (Jennette 1994).
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2.1 Tabelle 1: Namen und Definitionen der Chapel Hill Consensus Conference
(CHCC) fur systemische Vaskulitiden

Name

CHCC-Definition

Typische
klinische
Symptome

ANCA-
Haufigkeit

ANCA-Spezifitat

Wegener’'sche
Granulomatose
(WG)

Granulomatotse
Entziindung des
Respirationstrakts und
nekrotisierende
Vaskulitis kleiner/
mittlerer Gefale, z.B.
Kapillaren Venolen,
Arteriolen und Arterien.
Haufig nekrotisierende
Glomerulonephritis

~Kopf-Klinik*
(z.B. chronische
Sinusitis)
=lokalisierte WG

Pulmorenales
Syndrom

Lokalisierte
WG: £50%

Generalisierte
WG: 95%

PR3-ANCA: 95%

MPO-ANCA: 5%

Mikroskopische
Polyangiitis
(MPA)

Nekrotisierende
Vaskulitis mit wenigen/
keinen
Immunkomplexablag-
erungen in kleinen
Gefalen, d.h.
Kapillaren, Venolen,
Arteriolen
Nekrotisierende
Arteriitis kleiner bis
mittelgrofRer Arterien
kann vorkommen.
Haufig nekrotisierende
Glomerulonephritis,
ebenso pulmonale
Kapillaritis

Pulmorenales
Syndrom

(40)-80%

MPO-ANCA: 95%

PR3-ANCA: 5%

Churg Strauss
Syndrom
(CSS)

Eosinophile und
granulomatdse
Entziindung des
Respirationstraktes und
nekrotisierende
Vaskulitis kleiner und
mittlerer Gefalte,
assoziiert mit Asthma
und Bluteosinophilie

Pulmonale Infiltrate,
Eosinophilie,
Polyneuropathie,
kardiale Beteiligung

10-70%

PR3-ANCA: 30%
MPO ANCA: 0%
ANCA-negativ 30%

(Jennette 1994)
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2.2 Historie der Wegener'schen Granulomatose (WG) und der

mikroskopischen Polyangiitis (MPA)

Als Erstbeschreiber der WG gilt der Medizinstudent Heinz Klinger, der 1931 eine
Arbeit veroffentlichte, in der er Uber zwei Patienten berichtete, die an einer, wie er
sagte, ,unublichen Panarteriitis nodosa“ litten. Er beschrieb als Erster die
typischen Symptome der WG mit Lungenbeteiligung, nekrotischer Vaskulitis und
Glomerulonephritis. AuRerdem hatte einer seiner Patienten die fiur die WG so
typischen Entzindungen des oberen Respirationstraktes (Klinger 1931).

Im Jahre 1939 berichtete der junge Pathologe Frederick Wegener ebenfalls von
drei Patienten mit dhnlichen Symptomen. Wegener schrieb: ,Uber eine eigenartige
rhinogene Granulomatose mit besonderer Beteiligung des Arteriensystems und
der Nieren®. Seine Aufzeichnungen und Beobachtungen flhrten zu der

Bezeichnung Wegener'sche Granulomatose (Wegener 1939).

In Amerika wurde die Krankheit erst in den Funfziger Jahren bekannt als die
beiden Arzte Godman und Churg sich intensiv mit der WG beschéftigten und aus
der bis dahin hauptsachlich europaischen Literatur eine detaillierte
Ubersichtsarbeit zur WG verfassten (Godman 1954). Die Mitarbeiter des National
Institute of Health (NIH) Fauci und Wolff verfassten 1974 aufgrund empirischer
Daten eine umfassende Arbeit Uber Symptome, Verlauf und Therapie der WG und
veroffentlichten damit erstmals ein Behandlungsschema, das durch die
Kombination von Glukokortikoiden und Cyclophosphamid Erfolge in der
Behandlung der WG zeigte (Fauci 1974). Eine weitere, umfangreichere Studie von
Hoffmann und Fauci et al. mit 158 Patienten bestatigte im wesentlichen die
Erkenntnisse Uber die Therapieerfolge der konsequenten Immunsuppression
(Hoffman 1992). Das hier entstandene Fauci-Schema zur initialen Behandlung

einer aktiven WG-Manifestation hat auch heute noch Bestand.

Als Davies et al. 1982 die antineutrophilen cytoplasmatischen Antikorper (ANCA)

beschrieb, begann ein neues Kapitel der Forschung Uber Vaskulitiden (Davies

1982). Van der Woude et al. fuhrte 1985 die ANCA als diagnostischen Marker der

WG ein und vermutete eine Beziehung zwischen Krankheitsaktivitat und ANCA

(van der Woude 1985). Heute haben sich die ANCA als wesentlicher Bestandteil
9
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in der Diagnostik der AAV etabliert. Die Frage der pathogenetischen Bedeutung
der ANCA ist noch nicht ausreichend geklart.

Die mikroskopische Polyangiitis (MPA) hingegen ist erst 1992 im Rahmen der
Chapel Hill Consensus Conference als eigenstandige Vaskulitisentitat definiert
worden. Fruher wurde die MPA als mikroskopische Polyarteriitis bezeichnet und
wurde als Sonderform der 1866 von Kussmaul und Maier beschriebenen
Polyarteriitis nodosa (Kussmaul 1866) von Wohlwill 1923 abgegrenzt (Wohlwill
1923). Wohlwill erkannte den Befall von kleinsten Gefallen, im Sinne einer
Glomerulonephritis, die die mikroskopische Polyarteriitis von der Polyarteriitis
nodosa, die klassischerweise nie kleine GefalRe befallt, abgrenzte. Da die MPA
neben den Arteriolen auch kleine Venen, Venolen und Kapillaren befallt, wurde in
den CHCC-Definitionen der allgemeinere Name Angiitis gewahlt, anstatt der zuvor

bezeichneten Arteriitis.

2.3 Epidemiologie der WG und der MPA

Die WG kann in jedem Alter auftreten. Allerdings sind nur 15% der Patienten
junger als 19 Jahre alt. Das Hauptmanifestationsalter der Patienten liegt bei 40-50
Jahren (Hoffman 1992; Reinhold-Keller 2000). Manner und Frauen sind etwa zu
gleichen Teilen betroffen. Kaukasier werden unter den Erkrankten am haufigsten
gezahlt (Hoffman 1992).

Die Inzidenz schwankt zwischen den einzelnen Erdteilen. Beispielhaft liegt die
Inzidenz in den USA bei ca. 8,5 pro 1 Million Einwohner, in England bei 19,8 pro 1
Million und in Deutschland bei 10 pro 1 Millionen Einwohner (Carruthers 1996).
Die Pravalenz der WG liegt in Europa bei ca. 40-60 pro 1 Million (Reinhold-Keller
1996; Watts 2000).

Die MPA ist wesentlich seltener als die WG und hat eine Inzidenz von 1-3 pro 1
Million Einwohner in Deutschland (Reinhold-Keller 2002). Manner sind etwas
haufiger betroffen als Frauen und das Manifestationsalter der MPA liegt im
Durchschnitt um das 50. Lebensjahr (Lhote 1996).
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2.4 Klinik der WG und der MPA

Klinisch sind die WG und die MPA oft nur schwer voneinander zu unterscheiden
und besonders im Anfangsstadium kann eine sichere Zuordnung unmaoglich sein.
Allgemeine Symptome wie Fieber, Schwache- und Mudigkeitsgefuhl oder
Gewichtsabnahme (B-Symptomatik) gehen oft den vaskulitistypischen Symptomen
voraus und koénnen bei beiden Erkrankungen auftreten. Es gibt aber einige
klinische Merkmale, die bei einer Differenzierung zwischen WG und MPA hilfreich

sind.

Die WG ist durch die klassische Trias aus HNO-Beteiligung, Lungenmanifestation
und Nierenbeteiligung gepragt. Typischerweise zeigt sie einen zweiphasigen
Verlauf. Im lokal begrenzten Initialstadium der Erkrankung treten vornehmlich
granulomatése Entzindungen des HNO- und des Respirationstraktes auf, welche
die Patienten in arztliche Betreuung fuhren. Die Patienten klagen Uber Sinusitiden
und/oder blutigen Schnupfen mit Schleimhautulzerationen der Nase, die bis zu
einer Septumperforation fihren kénnen. Knorpeldestruktionen der Nase kénnen
zu der fur die WG typischen Sattelnasendeformation fuhren. Charakteristisch sind
auch rezidivierende Entzindungen des Ohres und des Auges. Diese
Symptomkonstellation wird nicht selten mit chronischen Infekten oder
grippeahnlichen Erkrankungen verwechselt, ist oft therapieresistent und
rezidivierend. In der Klinik wird dieser Komplex als die so genannte ,Kopf-Klinik®

bezeichnet.

Im weiteren Krankheitsverlauf kann es zu einer Generalisation mit schweren
systemischen Beteiligungen kommen. Hier ist eine klinische Manifestation an fast
allen Organen moglich. Es kann zu schwerer Lungenbeteiligung,
Gelenkbeteiligung, Erkrankung des Nervensystems und/ oder Hautbeteiligung
kommen. Die Erkrankung der Niere kann von einer blanden fokalen
Glomerulonephritis bis zu einer rapid-progressiven Glomerulonephritis mit rasch
fortschreitender Niereninsuffizienz und lebensbedrohlichen Verlaufen reichen
(Tabelle 2, (Hoffman 1992).

Die MPA hingegen zeigt im Anfangsstadium zusatzlich zu der oben beschriebenen

B-Symptomatik haufig rheumatische Beschwerden wie Myalgien und Arthralgien
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bzw. Arthritiden. Die fur die WG so typische Kopfklinik, tritt bei der MPA so gut wie
nicht auf und ist andernfalls nicht auf eine granulomatése Entziindung
zurickzufuhren, sondern  Folge einer vaskulitischen Lasion ohne

Granulombildung.

Die MPA zeigt in ihrem Krankheitsverlauf eine hohere Frequenz der
Nierenbeteiligung (>90%), die sich auch oOfter als rapid progressive
Glomerulonephritis manifestiert. Haufiger ist bei der MPA ebenfalls eine
Lungenbeteiligung in Form von pulmonalen Hamorrhagien zu finden (12-29%).
Man spricht bei gleichzeitigem Auftreten dieser beiden Leitsymptome von einem
~pulmo-renalen Syndrom®. Ein weiterer Unterschied ist das vielfache Auftreten von
gastrointestinalen Beschwerden, wie abdominelle Schmerzen, Blutungen und
eventuelle Aneurysmenbildung der Viszeralarterien (Savage 1985; Lhote 1996;
Guillevin  1999). Die Differentialdiagnose ist lediglich anhand klinischer
Erscheinungsformen aullerst schwierig. Deshalb bedarf es weiterer Diagnostik,
insbesondere ANCA-Serologie und Histologie zur Abklarung und Bestatigung der

Verdachtsdiagnose.
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2.4.1 Tabelle 2: klinische Kennzeichen der Wegener'schen Granulomatose

Organ

(prozentuale Beteiligung)

Symptome und Zeichen

Lungen, Pleura (85%)

Einzelne oder multiple Knoten, Kavernen, Infiltrate,
Atelektase, Kollaps, alveolare Hamorraghie,
Pleuraerguss, entzindlicher Pseudotumor

Niere (77%)

Proteinurie, mikroskopische Hamaturie, fokale
segmentale nekrotisierende Glomerulonephritis,
Niereninsuffizienz, Nierenversagen

Nase (60-80%) Epistaxis, Krustenbildung, Chondritis,
Septumperforation, Sattelnasendeformitat

Sinus (60-80%) Mukose Schleimbildung, Pansinusitis,
Knochenzerstorung

Ohr (60%)

Serose Otitis, sensorische Taubheit, Mastoiditis

Trachea, Bronchien (60%)

Subglottische Stenose, mukdse Ulzerationen,
entztindlicher  Pseudotumor, Bronchomalazie,
Dyspnoe, Stridor

Haut (50%)

Urtikaria, Papeln, Vesikel, Erytheme, Petechien,
Pyoderma gangrenosum, palpable Purpura

Auge (40-70%)

Konjunktivitis, Episkleritis, korneosklerale
Ulzerationen, Uveitis, retinale Vaskulitis,
Ophtalmoplegie, Zentralarterienverschluss,
orbitaler Pseudotumor,Dakryozystitis,
Tranengangsstenose

ZNS (33%)

Mononeuropathie, Hirnnervenlahmung, periphere
Neuropathie, Apoplex, transversale Myelitis

Gelenke (30%)

Arthralgien, symmetrische Polyarthritis kleiner und
grolier Gelenke

Mundhohle (30%)

Kieferschmerzen, hyperplastische Gingivitis,
Ulzerationen

Gastrointestinaltrakt (<10%)

Erosive Osophagitis, Darmperforation, Kolitis

(Specks 1998)

2.5 Therapie der WG und der MPA

Die Therapien der WG und der MPA ahneln sich in ihren Grundzugen.

Ansatzpunkt ist bei beiden der Versuch das Entzindungsgeschehen durch eine

Immunsuppression zu unterdriicken und damit Folgeschaden zu verhindern. Die

Therapien sind individuell dem Krankheitsbild der Patienten anzupassen und von

der Schwere der Erkrankung, der Vertraglichkeit der Medikamente, dem Alter und

der Komorbiditat abhangig.

Es werden verschiedene

Therapieziele verfolgt: Remissionsinduktion,

Remissionserhaltung und die Behandlung therapierefraktarer Verlaufe.
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Die aktuelle Standardtherapie sowohl der WG als auch der MPA zur
Remissionsinduktion (Fauci-Schema), sieht bei Diagnose der Erkrankung eine
Kombination von hochdosierten Glukokortikoiden und Cyclophosphamid vor
(Fauci 1983). Durch diese Therapie kann bei >80% der Patienten eine Remission
erreicht werden (Langfort 2001). Das Problem ist aber, dass Cyclophosphamid
eine Reihe von Risiken in sich birgt (z.B. hamorrhagische Zystitis,
myelodysplastisches Syndrom). Somit ist eine langzeitige Therapie immer mit der
Gefahr von therapiebedingten Komplikationen verbunden (Hoffman 1992). 50-70%
der Erkrankten erleiden innerhalb von 5 Jahren nach Absetzten der Therapie ein

Rezidiv nach erfolgreicher Remissionsinduktion (Langfort 2003).

Bei nicht lebensbedrohlichen oder lokalisierten Verlaufsformen und besonders zur
Remissionserhaltung besteht die Madoglichkeit weniger toxische Medikamente
einzusetzen. Azathioprin ist zurzeit das Mittel der ersten Wahl nach erfolgreicher
Remissionsinduktion zur Remissionserhaltung. Die CYCAZAREM-Studie hat
gezeigt, dass es ahnlich effektiv ist wie Cyclophosphamid, aber deutlich weniger
Langzeitnebenwirkungen besitzt (Jayne 2003). Auch Methotrexat (MTX) ist bei
limitierter, nicht lebensbedrohender Verlaufsform ein Alternativpraparat zu
Cyclophosphamid und weist eine hohe Remissionsrate auf; es ist ebenfalls zur
Remissionserhaltung erfolgreich einsetzbar (Specks 2005). Offene Studien geben
Anhalt daflr, dass auch Leflunomid und Mycophenolat Mofetil therapeutisches
Potential zur Remissionserhaltung bei Patienten in partieller oder kompletter
Remission besitzen (Metzler 2004; Joy 2005).

Zur Behandlung therapierefraktarer Verlaufe wurden zahlreiche Medikamente und
Therapieoptionen untersucht. So konnte in kleineren Studien aufgezeigt werden,
dass TNFa-Antagonisten (Infliximab, Remicade®) und Anti-CD20-Antikorper
(Rituximab, Mabthera®) wirksam sind (Lamprecht 2002; Keogh 2006). Fur die
Plasmapherese, die bei fulminanter, lebensbedrohender Krankheit mit schwerer
renaler Beteiligung eingesetzt wird, gibt es positive Erfahrungen aus kontrollierten,
prospektiven  Studien (Jayne 2006). Eine Anzahl von retrospektiver
Untersuchungen zeigt, dass die Plasmapherese die Nierenfunktion und pulmonale

Hamorrhagien verbessert (Klemmer 2003; Rahman 2006).
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2.6 Prognose der WG und der MPA

Die WG verlauft in unbehandelten, generalisierten Fallen letal. Die mittlere
Uberlebensdauer lag friiher bei gerade einmal 5 Monaten, wobei ein Grof3teil der
Patienten an einer Niereninsuffizienz verstorben ist (Hoffman 1994).

Der Verlauf der Erkrankung hat sich allerdings seit Wegener's Erstbeschreibung
1939 durch Fortschritte in Diagnose und Therapie von einer damals todlich zu
einer heute chronisch verlaufenden Krankheit mit haufigen Rezidiven entwickelt.
Fauci fuhrte 1983 die Standarttherapie mit Cyclophosphamid und Prednison ein
und veranderte damit grundlegend den fatalen Krankheitsverlauf.

Zwei Patientenkollektive mit jeweils (iber 150 Patienten zeigten Uberlebensraten
von Uber 80% nach 6-8 Jahren (Reinhold-Keller 2002).

Die Funfjahres-Uberlebensrate der MPA liegt heute bei ca. 75%, jedoch hinterlasst
die Erkrankung in vielen Fallen irreparable Schaden an Nieren und Lunge. Eine
besonders schlechte Prognose haben diejenigen Patienten, die zu Beginn der
Diagnosestellung eine hohe Krankheitsaktivitat zeigen und bereits initial eine
Nieren- oder Lungenbeteiligung vorweisen (Brijker 1999). Das Risiko ein Rezidiv
zu erleiden ist allerdings bei der MPA oder bei MPO-ANCA assoziierten
Vaskulitiden niedriger als bei der WG bzw. bei PR3-ANCA assoziierten
Vaskulitiden (Westmann 1998).
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3 Material und Methoden

3.1 Patientenpopulation

Die Studie ist von den Ethikkommissionen der Universitaten Dusseldorf und der
Universitat Heidelberg genehmigt worden. Nach Aufklarung und schriftlicher
Zustimmung Uber die Studie wurden 90 Patienten mit WG oder MPA der Abteilung
fur Rheumatologie der Universitat Dusseldorf und der nephrologischen Abteilung
der Universitat Heidelberg rekrutiert. Alle Patienten erfullten die
Klassifikationskriterien fur die Diagnose der WG und/ oder der MPA nach der
Chapel Hill Consensus Conference und den ACR Kriterien (nur WG, siehe Anhang
Tabelle 7). Die Aktivitdat der Erkrankung wurde mit dem Birmingham vasculitis
activity score (BVAS, (Lugmani 1994) bestimmt. 10 Patienten hatten eine aktive
Erkrankung (BVAS >5; WG n=5; MPA n=5), 80 waren im Stadium der Remission
(BVAS <1; WG n=47; MPA n=33).

Bei 30 Patienten wurden Verlaufsmessungen nach 6-26 Monaten durchgefihrt.
Dabei wurden Patienten retrospektiv in zwei Gruppen mit 1. stabiler Erkrankung
(inaktiv, n = 24) oder mit 2. einer so genannten ,smoldering disease“ (dass heil3t
chronisch aktivim Sinne des erhdhten BVAS, n = 6) untersucht.

46 Patienten waren weiblich und 38 mannlich. Bei 6 Patienten waren die Daten im
Nachhinein nicht mehr eruierbar. Das Alter der Patienten reichte von 27 bis 85
Jahren, der Altersdurchschnitt (Mittelwert) lag bei 58,8 Jahren (+/-).

Fur den Vergleich zwischen den klinischen Parametern und den

Messergebnissen, wurden einzelne Patientengruppen definiert.

1. Einteilung nach der ELK-Klassifikation: Die Population wurde nach

Schweregrad der Erkrankung anhand der ELK-Klassifikation (siehe
Anhang Tabelle 6) in 5 Gruppen unterteilt. Jeder Patient wurde
entsprechend seiner Anzahl der betroffenen Organe eingruppiert (z.B. 1
betroffenes Organ = ELK 1, 2 Organe = ELK 2 usw.). Patienten mit mehr

als 5 betroffenen Organen gehdren der Gruppe ELK 5 an.
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2. Einteilung nach dem Krankheitsverlauf: Die Population wurde in 3

Gruppen unterteilt, die sich nach der Schwere der Erkrankung
unterschieden. Die Gruppe 1 (S O) enthielt die ,leichten® Patienten mit
maximal einem Ereignis und einer Remission fur mindesten 5 Jahre (n=7);
die Gruppe 2 (S 1) enthielt alle ,schwereren® Patienten, d.h. Patienten mit
einem limitierten Verlauf (wie Kopfklinik) ohne systemische Beteiligung,
mit einem einmaligen Krankheitsschub ohne Rezidiv (so genannte ,one
shot disease”) oder einem Krankheitsverlauf mit maximal einem Rezidiv
innerhalb der letzen 5 Jahre (n=12). Die Gruppe 3 (S 2) enthielt diejenigen
Patienten mit einem ,schweren® Verlauf, die zwei und mehr Rezidive
hatten und an einer Organbeteiligung (siehe unten) litten (n=18)

3. Einteilung renale Beteiligung oder keine renale Beteiligung: Die 1. Gruppe

enthielt diejenigen Patienten die keine Beteiligung der Niere hatten und
die 2. Gruppe diejenigen, bei denen die Niere befallen war.

4. Einteilung nach systemischer Erkrankung/ nicht-systemischer Erkrankung:

Die 1. Gruppe enthielt die Patienten, bei denen eine systemische
Erkrankung vorlag, das heif3t Beteiligung der Niere, Lunge oder des ZNS.
Die 2. Gruppe enthielt die Patienten, die nicht-systemisch erkrankt waren,
also einen limitierten Verlauf (z.B. Kopfklinik, Haut oder Gelenke)
besalen.

5. Einteilung nach der Krankheitsdauer: Es wurden zwei Gruppen erstellt, die

sich in der Erkrankungsdauer unterschieden. Eine Gruppe enthielt die
Patienten, die >5 Jahre erkrankt waren, eine Gruppe Patienten, die <5
Jahre erkrankt waren.

6. Einteilung nach kumulativer Cyclophosphamiddosis: Eine weitere

Einteilung fand in Bezug auf die kumulative Cyclophosphamid-Menge, die
die Patienten im Verlauf ihrer Erkrankung erhalten haben, statt. Die
kumulative Cyclophosphamiddosis wurde in folgender Weise abgeschatzt:
Bei intravendser Cyc-Therapie wurde von einer monatlichen
Gesamtmenge von etwa 1g ausgegangen (Standarddosis von
20mg/kg/Korpergewicht), dies wurde auf die Gesamtdauer der Therapie
hochgerechnet. Bei oraler Gabe, wurde bezogen auf die Standarddosis
von 1-2 mg/kg/KG/ Tag von der 3fachen Menge (3g) pro Monat

ausgegangen. Nach dieser Berechnung wurden 3 Gruppen gebildet:
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Gruppe 1 mit einer kumulative Cyclophosphamid-Dosis von <10g (niedrige
Dosis), Gruppe 2 zwischen 10-50g (mittlere Dosis) und Gruppe 3 mit >50g
Cyclophosphamid (hohe Dosis).

3.2 FACS-Analysen

3.2.1 Nachweis von CD4, CD8, CD11b, CD28 und CD57 auf
Lymphozyten

Bei 47 Patienten mit WG und 33 mit MPA in Remission und bei 10 Patienten mit
aktiver Erkrankung (WG n=5; MPA n=5) wurde die Expression von CD4, CDS,
CD11b, CD28 und CD57 auf T-Zellen mittels FACS-Analyse gemessen.

FUr die Messung wurde den Patienten vendses Vollblut in Natrium-Heparin
Lésung (BecktonDickinson, Heidelberg) abgenommen. Jeweils 50ul Blut wurden

mit den entsprechenden Antikdrpern wie folgt inkubiert.

1. | 2 pl Simultest Control y1/y2a 2ul Mouse IgG1PerCP | Negativkontrolle
2. | 2 pl Simultest Control y1/y2a 5ul CD8 PerCP

3. | 5yl Fastimmune y1/y1/CD3

4. | 5u1 CD11b FITC 5ul CD28 PE 5ul CD8 PerCP
5. | 5ul CDS7 FITC 5ul CD28 PE 5ul CD8 PerCP
6. | 2ul CD4 FITC 2ul CD8 PE

Nach 15 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln, wurden die Zellen
mit 2ml FACS Lysing Solution (10 Minuten; 1:10 Verdunnung mit Aqua dest.)
lysiert. Nach 2maligen Waschen mit 3ml Cellwash erfolgte die Fixierung mit 400ul
Cytofix® (1:4 verdunnt in FACS-Puffer (PBS ,1% BSA, 0,1% NaN3)).

Die gefarbten Zellen wurden in einem FACS-Sort® mit CellCept 3.3® als Software

(beides BecktonDickinson) gemessen und analysiert.
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3.2.2 Nachweis von Interleukin-2 (IL-2) und yinterferon (yIFN) in CD8+-
Lymphozyten

Bei 3 Patienten wurde der Gehalt an IL-2 und yIFN in T-Zellen im Vollblut mittels
FACS gemessen. Zur Akkumulation der Zytokine in der Zelle wurde 1ml Vollblut
(EDTA) mit 1Tml RPMI 1640 und 8ul Brefeldin A fur 12-18h inkubiert.

Jeweils 100yl Blutes wurden mit folgenden Antikdrpermischungen 25 Minuten
inkubiert.

1. 5 yl Simultest Control y1/y2a Negativkontrolle
2. 5 ul Simultest Control y1/y2a 5ul CD28 PE
3. - 5ul CD28 PE
4. - 5ul CD28 PE

Anschlieend wurden die Zellen mit FACS Lysing Solution® (10 Minuten; 1:10
Verdinnung mit Aqua dest.) lysiert. Zur Permeabilisierung wurden 500l
Permeabilizing Solution 2® (1:10) hinzugegeben und 10 Minuten inkubiert. Es
folgte die Waschung mit 3ml FACS-Puffer und die Zugabe der intrazellularen
Antikorper:

3. 20pl IL-2 FITC
4. 20pl yIFN FITC

Nach 30 Minuten Inkubationszeit wurden die Zellen mit 3ml FACS Puffer
gewaschen und anschlielend mit 500l Cytofix® (1:4 mit FACS-Puffer) fixiert. Die
gefarbten Zellen wurden in einem FACS-Sort® mit CellCept 3.3® als Software

(beides BecktonDickinson) gemessen und analysiert.

3.2.3 Isolation von CD8+ T-Zellen und PMN und in vitro Aktivierung

Fur die Messung wurde den Patienten Vollblut in Natrium-Heparin Ldosung
(BecktonDickinson, Heidelberg) abgenommen. Die Isolierung erfolgte steril.
15ml Blut wurde mit 15ml MACS-Puffer (500ml PBS +2,5g BSA + 0,3722g EDTA)

verdinnt. 15ml Lymphoprep® wurden in ein 50ml Falcon Réhrchen gegeben und

19



Material und Methoden

mit 30ml Blut Uberschichtet. Es wurde 20 Minuten bei 800g ohne Bremse
zentrifugiert, der zentrifugierte Lymphozytenring mit einer Pipette abgenommen
und in ein weiteres 50ml Falcon Rohrchen gegeben. Dieses wurde mit MACS-
Puffer auf 40ml aufgefiillt und erneut 10 Minuten 300g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abpipettiert und verworfen. Es folgte die Resuspension des Pellet mit 40ml
MACS-Puffer. Die Zellen und Lésungen wurden kihl gehalten (8°C). Der Zellzahl
entsprechend erfolgte die Zugabe der Antikorper. Die Zellen wurden gezahlt und
nach Zellzahl entsprechend weiterbehandelt. Die im Folgenden angegebenen
Mengen entsprechen einer Zellzahl von bis zu 10’ Zellen. Nach 10 min(tiger
Zentrifugation bei 300g und 8°C wurde der Uberstand abpipettiert und das Pellet
mit 80ul MACS-Puffer resuspendiert.

Der Lo6sung wurden 20ul CD8 MicroBeads® zugegeben und 15 Minuten im
Kudhlschrank inkubiert. Anschlieliend wurden die Zellen mit 3ml MACS-Puffer
gewaschen (Zentrifuge 300g, 10 Minuten), der Uberstand abpipettiert und das
Pellet mit 500ul Puffer resuspendiert.

Im Folgenden isolierte man die CD8-Lymphozyten mit magnetischer anti-CD8 Zell
Separation (autoMACS; dies erfolgte nach Angaben des Herstellers Miltenyi
Biotech).

Im nachsten Arbeitschritt folgte die Stimulation der isolierten Zellen mit 4ul BFA,
5ul PMA und 4pl lonomycin 4h im Brutschrank (37°C, 5% CO2) mit
anschlielender Farbung. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert und der
Uberstand abgekippt. Es folgte ein Waschschritt mit FACS-Puffer. Das Pellet
wurde in 400ml FACS-Puffer aufgenommen und auf 4 FACS-Rohrchen verteilt.
Anschlieend fixierte und permeabilisierte man die Zellen mit Fix & Perm LAsung
(Becton Dickinson) nach Herstelleranleitung. Dieser Arbeitschritt schloss die

Zugabe folgender Antikdrper ein:

1. 5 ul Simultest Control y1/y2a Negativkontrolle
2. 5 ul Simultest Control y1/y2a Sul CD28 PE
3. 20ul IL-2 FITC 5ul CD28 PE
4. 20pl yIFN FITC 5ul CD28 PE
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Die Suspensionen wurden 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, 2malig mit
FACS-Puffer gewaschen und anschlielend mit 400ul Cytofix (1:4 mit FACS-
Puffer) fixiert. Die gefarbten Zellen konnten jetzt in einem FACS-Sort® mit CellCept
3.3° als Software (beides BecktonDickinson) gemessen und analysiert werden.

Die Isolierung der PMN erfolgte analog zu der Isolierung der T-Zellen. PMN
konnten nach Behandlung des Vollblutes mit Poymorphprep® nach Angaben des
Herstellers separiert und weiter durch MACS Technik (s.0.) mit anti-CD15

Microbeads® isoliert werden.

3.2.4 Isolierung von T-Zellen und PMN und in vitro Aktivierung

Vollblut wurde mit Polymorphprep® (Nycomed, Norway) nach Angaben des
Herstellers zentrifugiert. Aus der PMN-Schicht wurden die Zellen mit magnetischer
Zell-Separation (autoMACS) nach Angaben des Herstellers (Miltenyi Biotech,
Bergisch-Gladbach, Germany) isoliert.

CD8+ Zellen wurden durch Adsorption durch ,anti-CD8 magnetic beads” isoliert.
Fir die Aktivierung der CD11b Expression wurden die CD8+ Zellen in RPMI
(10%ig mit fotalem Kalbsserum (2x10°%/ml)) resuspendiert. Die Aktivierung der
Zellen erfolgte durch PMA (20ng/ml) in Kombination mit lonomycin (1 pg/ml) fur
48h. Die Expression von CD11b und CD28 wurde mittel FACS gemessen.
Uberstande dieser T-Zellen wurden nach Beginn der Stimulation fiir 24h und 48h
kultiviert. Fir die Aktivierung der PMN wurden 200ul der kultivierten Uberstande
den PMN (2x106/800ul) fir 24h und 48h beigegeben. Fir die Ko-Kultivierung
wurden die aktivierten T-Zellen (2x105/ml) zusammen mit den PMN (2x105/ml)
erneut fir 24h und 48h inkubiert. Fur die Stimulation wurden 1 bis 5ug an

Antikorpern (anti-PR3 oder IgG) verwendet.
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3.3 Antikorper fur FACS-Analysen

Eine Auflistung der verwendeten Antikdrper zeigt Tabelle 4 im Anhang (Seite 63).

3.4 Verwendete Reagenzien

Eine Ubersicht (iber die verwendeten Reagenzien zeigt Tabelle 5 im Anhang
(Seite 64).

3.5 Statistik

Unterschiede und Signifikanzen wurden durch den Varianztest ANOVA und den
Bonferroni-Test mit einem Signifikanzniveau von p=0,05 kalkuliert.

Die Koinzidenz des CD4/CD8 Ratio und des Gehalts an CD11b, CD28 und CD57
auf T-Zellen wurde mit dem Chi square Test ermittelt. Der Grenzwert fr einen
erniedrigten CD4/CD8 Ratio wurde bei <1,5 festgesetzt (Mittelwert von gesunden
Spendern). Der Grenzwert fur die anderen Parameter wurde entsprechend den

Mittelwerten + 1 SD der gesunden Probanden gesetzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Bestimmung der CD4/CD8 Ratio der Patienten

Die CD4/CD8 Ratio wird bestimmt um Veranderungen in der T-Zell Population
abzubilden, die durch Verschiebung des Verhaltnisses von CD4+ zu CD8+ Zellen
zu Stande kommt (z.B. bei Aktivierung und Proliferation oder aber Persistenz einer
oder mehrerer spezifischer T-Zellen).

Es zeigt sich bei Patienten mit WG und MPA eine signifikante Verschiebung der
CD4/CD8 Ratio. Die CD4/CD8 Ratio liegt bei der Mehrzahl der Patienten in
Remission (58 von 80) unter 1,5 (Normalwert fur gesunde Spender: 1,5-2,5; siehe
Abbildung 2). Der Median bei den Patienten liegt bei 1,0, bei den gesunden
Probanden bei 2,05 (n=50). Der Mittelwert ist signifikant unterschiedlich und liegt
bei den Patienten bei 1,12 + 0,56 gegenuber 1,81 + 0,44 bei den gesunden
Probanden (p<0,05, mit ANOVA und Bonferroni Test).

Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der CD4/CD8 Ratio zwischen den
Patienten mit WG und MPA (WG (n=43): Median 1,13; Mittelwert 1,2 + 0,7; MPA
(n=39): Median 1,16; Mittelwert 1,33 + 0,5, p>0,05).

Die CD4/CD8 Ratio wurde mit klinischen Parametern korreliert (s. Seite 16/17). Es
zeigt sich ein Trend, dass Patienten mit einer langandauernden Erkrankung >5
Jahre und einem schwereren Krankheitsverlauf mit mehreren Rezidiven eine
niedrigere CD4/CD8 Ratio haben, als Patienten mit kurzer Erkrankung (<5a) und
einer limitierten Verlaufsform. Zwischen systemischer versus limitierter oder auch
renaler versus nicht-renaler Erkrankung zeigt sich kein Unterschied in der
CD4/CD8 Ratio (Daten nicht gezeigt).

Bei 30 Patienten wurden Verlaufsmessungen der CD4/CD8 Ratio nach 6-26
Monaten durchgefihrt. Hier zeigt sich, dass bei Patienten mit einem stabilen, gut
kontrollierten Krankheitsverlauf die CD4/CD8 Ratio stabil bleibt oder sich das
Verhaltnis wieder in Richtung CD4 verschiebt. Bei 6 Patienten mit einem
chronisch-progressiven Verlauf (so genannte ,smoldering disease®) sieht man im
Verlauf ihrer Erkrankung eine weitere Erniedrigung der CD4/CD8 Ratio

(Abbildung 3).
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AuRerdem haben wir bei unseren Patienten die Absolutzahlen von CD4 und CD8
bestimmt. Hier zeigt sich, dass die Anzahl der CD4+ T-Zellen verringert (64 -
392/ul, Mittelwert + SD 187 + 95; Normalwert 320 - 1473/ul; n=10), die Zahl der
CD8+ T-Zellen hingegen gleich bleibt oder erhdht ist.

i Patienten

15 |l Gesunde Probanden
14
13-
12 -
114
10 4

8]
7]
6
5]
4
3]
2]
1]
ol

-1 0 1 2 3 4

CD4:CD8 ratio

Anzahl der Personen

Abbildung 2: CD4/CD8 Ratio von Patienten mit WG oder MPA im Vergleich zu alters-gleichen
Probanden; die Daten sind als Histogramm gezeigt, wobei die y-Achse die Anzahl der Individuen
(Patienten schwarz, gesunde Probanden rot) darstellt und die x-Achse die CD4/CD8 Ratio. Drei
Patienten haben eine CD4/CD8 Ratio gréRer als 3 (4,9; 6 und 6,09).
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}

CD4/CD8 Ratio

bt

Abbildung 3: Das Diagramm zeigt die Verlaufsmessungen der CD4/CD8 Ratio (x-Achse) von 30
Patienten vom Zeitpunkt T1 bis zum Zeitpunkt T2 (Intervall von 6-24 Monaten). Die 6 Pfeile
markieren die Patienten mit einem chronisch-progressiven Verlauf. Bei diesen Patienten findet sich
eine weitere Erniedrigung der CD4/CD8 Ratio im Krankheitsverlauf.
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4.2 Charakterisierung der CD8+ T-Lymphozyten

4.2.1 Expression von CD28 auf CD8+ T-Lymphozyten

CD28 ist einer der wichtigsten Liganden flr kostimulatorische Signale bei der T-
Zellaktivierung und wird nach wiederholter Stimulation herunter reguliert (siehe
Einleitung). Dies kann unter anderem auch in Langzeit-Zell-Kultur in vitro durch
wiederholte Re-Exposition mit einem spezifischen Antigen (hier Tetanus-Toxin)
nachgestellt werden (Abbildung 4a). /n vivo finden wir bei Patienten mit WG und
MPA vermehrt CD8+/CD28- T-Zellen in der Peripherie (46.7 £ 19.3% bei Patienten
verglichen mit 22.4 + 8.5% bei den Probanden, p<0.01), insbesondere bei einer
lang andauernder Erkrankung >5 Jahre (38.1 + 14.4% bei Patienten mit einer
Erkrankung <5 Jahre; 49.7 £ 18.1% bei Patienten mit einer Erkrankung >5 Jahre;
p<0.05) (Abbildung 4b).

Die Anzahl der CD8+/CD28- T-Zellen korreliert mit einer niedrigen CD4/CD8 Ratio
(Abbildung 4c), wahrend es keine Korrelation zwischen der verminderten CD28
Expression und verschiedenen klinischen Parametern wie der Schwere der
Erkrankung, der Anzahl der Organmanifestationen oder der kumulativen
Cyclophosphamiddosis gibt. Zwischen Patienten mit WG und MPA findet sich kein
signifikanter Unterschied im CD28 Gehalt auf CD8+ Zellen (Abbildung 4b links).
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Abbildung 4a: Expression von CD28 auf T-Zellen in vitro. Die T-Zellen (CD3+) sind vor Stimulation
mit Tetanus-Toxin alle CD28+ (links). Die Abbildung rechts zeigt den Verlust von CD28 nach
wiederholter Stimulation der Zellen durch das spezifische Antigen.
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Abbildung 4b: Expression von CD28 auf CD8+ Zellen: Das Verhaltnis von CD8+CD28- Zellen
wurde bei Patienten (Patienten mit WG, n=47; Patienten mit MPA, n=33) und gesunden, alters-
gleichen Probanden (n=20) mittels Durchflusszytometrie gemessen. Die Daten sind in einem ,box
and whiskers“ Diagramm dargestellt, wobei 50% der Werte in der ,box“ liegen, die ,whiskers*
zeigen jeweils den hdchsten und niedrigsten Wert an. Die Horizontale Linie gibt den Median an und
der Punkt den Mittelwert. In ANOVA sind die Mittelwerte der Patientengruppe signifikant
unterschiedlich von den Werten der gesunden Probanden.

Rechts: Bei Patienten mit einer Erkrankungsdauer von >5 Jahren (n=31) ist das Verhaltnis von
CD8+/CD28- Zellen im Gegensatz zu den Zellen der Patienten mit einer Erkrankungsdauer <5
Jahre erhoht (n=22).

80
L J 26 6
°
70 -
L) - °
) ° °
%See
60 | °
= °
T )
@ % e e
a )
2 501 ]
S . ° hd
> °
°
% 40 L4 o L] °
o o 104 ® 9
N
° ® °
) 30 e ® ® °
a .
(@]
20
° ° b
® L J
10 - hd ®
T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
CD4CDS8 ratio

Abbildung 4c: Bei der Mehrheit der Patienten geht eine Erhdhung der CD8+/CD28- Zellen mit
einer unter dem Normwert liegenden CD4/CD8 Ratio einher (Normwert 1,5 bis 2,5). Bei einem
Grenzwert fir CD8+/C28- von 40% (dies entspricht dem Normwert £+ 1 Standardabweichung) ist
die Verteilung von hohen CD8+/CD28- Zellen und niedriger CD4/CD8 Ratio statistisch signifikant
(chi square Tests; p<0,05).
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4.2.2 Expression von CD57 auf CD8+ T-Lymphozyten

CD57, als weiterer Marker fur replikative Seneszenz, wird bei gesunden
Probanden vornehmlich auf CD28- Zellen expremiert (Abbildung 5a). Die
Expression ist variabel und nimmt mit hdherem Lebensalter zu (Abbildung 5b).
Im Vergleich der Probanden zu Patienten mit WG und MPA ist die CD57
Expression nur bei Patienten mit jungerem Lebensalter (Median 36 Jahre)
unterschiedlich zu den gesunden Probanden. In den Gruppen mit einem
Altersmedian von 68 Jahren besteht kein Unterschied zwischen gesunden
Probanden und den Patienten. Patienten gestaffelt nach der Schwere der
Erkrankung zeigen einen hoheren Anteil an CD8+/CD57+ Zellen je schwerer der
Verlauf der Erkrankung ist (Abbildung 5c; ,nicht-schwere® Erkrankung (S0) n=7,
.weniger-schwere“ Erkrankung (S1) n=12, ,schwere” Erkrankung (S2) n=18).

Auch Patienten mit einem schweren, systemischen Verlauf haben im Gegensatz
zu Patienten mit einer lokalisierten Erkrankung mehr CD8+/CD57+ Zellen
(Abbildung 5d). Die Gruppe der Patienten mit systemischer Erkrankung zeigt
einen deutlich groReren Anteil als die Patienten mit lokalisierter Erkrankung.
Daneben findet sich bei steigender Anzahl von beteiligten Organen (nach der
ELK-Klassifikation) ein hoherer Anteil an CD8+/CD57+ Zellen (Abbildung 5e).
Aulerdem findet sich eine Korrelation zwischen CD8+/CD57+ mit der CD4/CD8
Ratio (Abbildung 5f).
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mean; SD CD28pos 14,58; 17,71
mean; SD CD28neg 57,05; 19,17
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Abbildung 5a: Die Abbildung zeigt, dass CD57 vornehmlich auf CD28- T-Zellen expremiert wird.
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Abbildung 5b: Prozentualer Anteil von CD8+/CD57+ T-Zellen (y-Achse) von gesunden Probanden
und Patienten (x-Achse, links) mit einem Altersmedian von 36 Jahren. Im Vergleich gesunde
Probanden und Patienten mit einem Altersmeridian von 68 Jahren (x-Achse, rechts). Die CD57
Expression auf CD8+ Zellen ist bei jungen Patienten signifikant héher als die der gesunden
Probanden. Im Altersmeridian von 68 Jahren kann kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen
festgestellt werden.
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Abbildung 5c: Anteil der CD8+/CD57+ Zellen in Relation zu der Schwere der Erkrankung. ,Nicht-
schwere® Erkrankung (SO0, keine Krankheitsaktivitat in den letzten 5 Jahren) (n=7) war korreliert mit
einem signifikant niedrigeren Anteil von CD8+CD57+ Zellen als ,weniger-schwere“ Erkrankung
(S1, Erkrankung ohne Organmanifestation mit <1 Rezidiv) (n=12) und ,schwere” Erkrankung (S2,
systemische Erkrankung mit mindestens einer Organmanifestation und mindestens einem Rezidiv)
(n=18).

Abbildung 5d: Anteil der CD8+/CD57+ Zellen in Relation zu systemischer und lokalisierter
Erkrankung. Patienten mit einer systemischen Erkrankung zeigten einen hoheren Anteil
CD8+/CD57+ Zellen, als Patienten mit einer lokalisierten Erkrankung. Jeder Punkt (O) stellt den
Anteil von CD8+/CD57+ Zellen eines Patienten dar. Die Balken (—) zeigen den Median.
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Abbildung 5e: Wenn die Patienten entsprechend ihrer Anzahl der betroffenen Organe eingruppiert
werden (von 1-5 Organe, entsprechend der ELK-Klassifikation s. Anhang), steigt der Mittelwert mit
der Anzahl der beteiligten Organe. Unterschied zwischen ,ELK1* und ,ELK5" signifikant (rechts).
Abbildung 5f: Hohe CD57 Expression geht mit niedriger CD4/CD8 Ratio einher; die Verteilung ist
statistisch signifikant wenn der Grenzwert fir CD57 Expression bei 30% und die CD4/CD8 Ratio
bei 1,5 liegt (Normalwerte gesunder Erwachsener).
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4.2.3 Expression von CD11b auf CD8+ T-Lymphozyten

Als Marker fur Aktivierung wurde auf CD8+ T-Zellen die Expression von CD11b
untersucht. CD11b, auch als Komplement Rezeptor 3 (CR3) bekannt, ist die a-
Kette des Integrins MAC-1 und wird von allen Leukozyten expremiert.

Bei gesunden Probanden sind ungefahr 20% der CD8+ T-Zellen positiv fir
CD11b, besonders wird CD11b auf den CD8+/CD28- Zellen expremiert. Bei
Patienten mit aktiver Erkrankung wird CD11b aufreguliert, dann vornehmlich auf
den CD8+/CD28+ Zellen. Bei Patienten mit aktiver Erkrankung sind bis zu 18%
der Zellen CD8+/CD28+/CD11b+ (Mittelwert 8,9% + 4,7% versus 1,2% + 2,0% in
gesunden Probanden (n=20); p<0,001). Die CD11b Expression nimmt unter
immunsuppressiven Therapie ab und CD11b ist auf CD8+/CD28+ nicht mehr
nachweisbar (Beispiel in Abbildung 6a).

Bei den Patienten in Remission wird CD11b nur auf CD8+/CD28- Zellen
expremiert, wobei die Expression unter den Patienten sehr stark variiert (ein
Beispiel und die Zusammenfassung aller Daten zeigt Abbildung 6b und c). Im
Vergleich zu gesunden Probanden findet sich bei Patienten mit AAV mehr
CD8+/CD28-/CD11b+ T-Zellen. Kein Unterschied besteht dagegen zwischen MPA
und WG-Patienten. Der Gehalt an CD8+/CD28-/CD11b+ Zellen korreliert mit dem
erniedrigten CD4/CD8-Quotienten (die Daten aller Patienten und Probanden sind

in Abbildung 6d und e zusammengefasst).
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Abbildung 6a: CD11b Expression auf CD8+ T-Zellen. Bei gesunden Probanden (links) sind
ungefahr 20% der T-Zellen positiv fir CD11b, vornehmlich die CD28- Zellen. Bei einem Patienten
mit aktiver Erkrankung (Mitte) konnten wir zusétzlich eine Population von CD8+CD28+CD11b+
Zellen nachweisen (rechter oberer Quadrant; 13,4%). Diese Population ist nach
immunsuppressiver Therapie nicht mehr nachweisbar (rechts; 0,2%).
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Abbildung 6b: Beispiel eines Patienten in Remission. Eine CD11b Expression konnte nur auf
CD28- Zellen gefunden werden (blau, rechts unten). Bei den CD28+ T-Zellen war so gut wie keine
CD11b Expression nachweisbar (pink, rechts oben).
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CD11b+/CD8+ T -Zellen (in %)

mean; SD CD28pos 1,197; 0,98
mean; SD CD28neg 28,03; 19,86
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Abbildung 6¢c: Das Diagramm zeigt die Expression von CD11b auf CD8+/CD28+ (links) bzw.
CD8+/CD28- (rechts) T-Zellen bei Patienten in Remission. Es ist zu sehen, dass CD11b
vornehmlich auf CD28- Zellen expremiert wird.
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Abbildung 6d und e: Der Gehalt an CD8+/CD28-/CD11b+ T-Lymphozyten ist signifikant hdher bei
Patienten mit WG oder MPA im Vergleich zu gesunden Probanden (p<0,05). Die CD11b
Expression geht einher mit einer niedrigen CD4/CD8 Ratio (chi square Tests <0,05; Cut-off fir
hohe CD11b Expression bei 32%, entsprechend dem Mittelwert + 1 Standardabweichung gesunder

Probanden)
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4.3 Expression von Interleukin-2 und ylnterferon bei isolierten,

stimulierten CD8+ T-Zellen ex vivo

Um die funktionellen Eigenschaften der CD8+/CD28— T-Zellen zu untersuchen,
wurden die Produktion von Zytokinen und von zytotoxischen Mediatoren in vitro
und ex vivo untersucht. Zunachst wurde in vitro eine Zelllinie repititiv stimuliert. Im
Rahmen der Re-Stimulation verlieren die Zellen CD28 (siehe auch Seite 22,
Abbildung 4a). Die CD28- Zellen sind nach mehreren Passagen nicht mehr
proliferationsfahig (gemessen mittels *H-Thymidin-Inkooperation, Daten nicht
gezeigt). Sie generieren in diesem Zustand proinflammatorische Mediatoren wie
YIFN, Perforin und Granzym B (siehe Abbildung 7a).

In isolierten CD8+ Lymphozyten ist nach Stimulation mit BFA, PMA und lonomycin
in vitro die Produktion von IL-2 und yIFN mittels FACS nachweisbar. Nach
Stimulation produzieren CD8+ T-Zellen IL-2 und yIFN, beide Zytokine
(insbesondere yIFN) waren sowohl in CD8+/CD28+ als auch CD8+/CD28-
nachweisbar (Abbildung 7b).
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Abbildung 7a: Nach repititiver Stimulation in vitro waren CD28- T-Zellen nicht mehr
proliferationsfahig (nicht gezeigt), produzierten aber weiterhin die proinflammatorischen Zytokine
Granzym B (links), Perforin (Mitte) und yIFN (rechts); gestrichelte Kurve (links, Mitte) bzw. dlinne
Kurve (rechts) = Produktion nach Stimulation.
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Abbildung 7b: CD8+ T-Zellen eines Patienten v;/urden isoliert und mit BFA, PMA, und lonomycin

stimuliert. Nach Stimulation findet sich in einem Teil der CD8+ T-Zellen IL-2 (Mitte) und yIFN
(rechts). Negativkontrolle im Vergleich links.
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4.4 Analyse von CD8+-T-Zellen wahrend eines akuten Schubes
und in Remission bzw. nach Intensivierung der

immunsuppressiven Therapie

Nach dem Nachweis von yIFN, IL-2 und Granzym/Perforin in CD28- T-Zellen in
vitro sowie bei einem Patienten mit AAV in isolierten T-Zellen nach Stimulation in
vitro wurde die Generierung von IL-2 und yIFN mittels FACS-Analyse bei
Patienten im Vollblut ex vivo gemessen. Die Zellen wurden hierflr nicht stimuliert,
sondern die Spontanproduktion der Zytokine durch intrazellulare Akkumulation

durch BFA 1% direkt nachgewiesen.

Bei einem Patienten mit akuten Schub der WG (CRP: 6,8mg/dl; BVAS: 9) kann in
CD28+ und CD28- T-Zellen IL-2 und yIFN nachgewiesen werden (Abbildung 8a).
Nach erfolgreicher Intensivierung der immunsuppressiven Therapie mit
Kortikosteroiden und Cyclophosphamid (CRP: 0,9mg/dl; BVAS: 1) nimmt der
Gehalt von IL-2 und yIFN positiven CD28+ und CD28- Zellen ab (Abbildung 8b,
Abbildung 8d).

Korrespondierend kann bei einem Patienten in Remission in T-Zellen kein yIFN
nachgewiesen werde. Dieser Patient zeigt lediglich eine IL-2 Produktion
(Abbildung 8c)

Durch Mehrfachfarbungen wird aulRerdem ersichtlich, dass die yIFN

produzierenden Zellen auch CD11b+ sind. Abbildung 8e zeigt beispielhaft den
Gehalt der CD8+/CD11b+ Zellen wahrend eines Schubes.

36



Ergebnisse

8a: Patient 1 vor Therapie

028 PE
102P w1

10!

LT T T TR LT T C TS
houze IgGE1 FITC anti IFNg FITE
8b: Patient 1 nach Therapie
o T T
=2 =2 =2
[ar] [ar] [ar]
=4 = =
w3 w3 w3
LS LS LS
[} [} [}
o B B
=r = =
= = =
=TT T =TT T A M AR
T LT N T R T w? et e o w! et e o
Mouse IgG2a FITC IL-2FIT IFM gamnma FITC
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Abbildung 8a: Bei einem Patienten mit WG wird die yIFN und die IL-2 Produktion in CD28+ und
CD28- T-Zellen gemessen. In der aktiven Krankheitsphase zeigt sich eine deutliche Produktion der
beiden Zytokine.

Abbildung 8b: Nach erfolgreicher Intensivierung der Immunsuppressiven Therapie sinkt der yIFN-
und IL-2-Gehalt bei demselben Patienten deutlich ab.

Abbildung 8c: Bei einem WG Patienten in Remission kann keine Produktion von yIFN
nachgewiesen werden. IL-2 findet sich allerdings auch in Remission.
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Abbildung 8d: 1.: Zeigt die Lymphozyten des Patienten mit aktiver WG vor der
immunsuppressiven Therapie. 12% der Zellen sind positiv fur IL-2 (Lila M2). Die griine Kurve zeigt
die entsprechende Negativkontrolle.

2.: zeigt die den Gehalt an yIFN in den Lymphozyten desselben Patienten wie in 1. 13% der Zellen
sind positiv fur yIFN (Lila M2). Die griine Kurve zeigt die entsprechende Negativkontrolle.

3.: zeigt die Lymphozyten des Patient einen Monat spater nach erfolgreicher Remissionsinduktion
mit immunsuppressiver Therapie. Nur noch 1% der Zellen ist positiv fur IL-2 (Lila M2).

griine Kurve zeigt die entsprechende Negativkontrolle.

4.: zeigt die den Gehalt an yIFN in den Lymphozyten desselben Patienten wie in 3: Nur 1% der
Zellen ist positiv far yIFN (Lila M2).
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Abbildung 8e: Die Abbildung zeigt die CD8+ Zellen eines Patienten mit WG im aktiven
Krankheitsstadium. Es ist zu sehen, dass es eine Population von Zellen gibt, die CD8+/CD11b+ ist
und gleichzeitig yIFN produziert (rechtes Bild, rechter, oberer Quadrant). Das linke Bild zeigt die
entsprechende Negativkontrolle.
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4.5 Nachweill von MHC Klasse Il, CD14, CD64 und CD83 auf PMN
bei Patienten mit AAV

Neben den T-Lymphozyten spielen PMN in der Pathogenese der AAV eine
wesentliche Rolle. Wir haben als nachstes untersucht, ob das Auftreten von MHC
II, CD14, CD64 und CD83 positiven PMN bei Patienten mit AAV an aktivierte und
YIFN produzierenden T-Lymphozyten in vivo assoziiert ist.

Nach Stimulation mit BFA, PMA und lonomycin finden sich bei Patienten mit WG
parallel zur Produktion von yIFN und IL-2 in CD8+ T-Zellen (Abbildungen 8) MHC
I und CD83 positive PMN (Abbildung 9a).

Bei den Patienten mit aktiver WG zeigt sich parallel zum Ruckgang der yIFN+
Zellen (Abbildungen 8) auch eine Inaktivierung der PMN mit einer
Herunterregulierung von MHC |l. Auch die beiden anderen untersuchten
aktivierungs-abhangigen Rezeptoren CD14 und CD64 gehen parallel mit der
Krankheitsaktivitat (und dem Gehalt an aktivierten T-Zellen) zurick (Beispiel in
Abbildung 9b+c, eine Ubersicht aller Patienten in aktivem Krankheitsstadium gibt
Abbildung 9d)
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Abbildung 9a: Die PMN eines WG-Patienten erwerben parallel zu der Produktion von yIFN und
IL2 durch T-Lymphozyten (Abbildung 7a) MHC Il (Mitte; rechter, oberer Quadrant) und CD83 (links;
rechter, oberer Quadrant) nach Stimulation mit BFA, PMA und lonomycin. Das linke Histogramm
zeigt die Negativkontrolle.
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Abbildung 9b: Bei einem Patienten mit aktiver WG (BVAS 9) wurde die Expression der aktivitats-
assoziierten Rezeptoren CD14, CD64 und MHC Il auf PMN mittel FACS-Analyse gemessen.

Abbildung 9c: Nach erfolgreicher Intensivierung der immunsuppressiven Therapie (BVAS 1) sieht
man, dass die Expression der aktivitats-assoziierten Rezeptoren auf den PMN stark reduziert wird.
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Abbildung 9d: Das Diagramm zeigt die Rezeptorexpression in % von PMN bei Patienten in
aktiven Krankheitsstadium vor und nach einer immunsuppressiven Therapie. Es ist zu sehen, dass
nach erfolgter Therapie der Gehalt an CD14 (links), CD64 (Mitte) und MHC Il (rechts) abnimmt.
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4.6 In vitro Untersuchungen zur Interaktion von yinterferon

produzierenden T-Zellen und PMN

Im Krankheitsschub erwerben CD8+/CD28-/CD57+ T-Zellen CD11b und diese
Zellen produzieren yIFN (siehe Abbildung 10). yIFN wiederum ist in der Lage

PMN in vivo zu aktivieren (siehe oben). Um dies zu prufen flihrten wir eine Reihe

von in vitro Versuchen mit isolierten T-Zellen und PMN durch.

Nach Ko-Kultivierung der CD8+/CD28+/CD11b+ Zellen in vitro mit autologen PMN
erwarben PMN MHC II. Nach 24h waren 12,7% =+ 8,0% der PMN MHC ll+; nach
48h waren es 24,9% + 7,5% der PMN. Die Expression von MHC Il auf frisch

isolierten PMN ohne Ko-Kultivierung lag bei <1% (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 10: Periphere CD8+ T-Zellen eines gesunden Probanden (A) erwerben nach
wiederholter Stimulation mit PHA CD11b (B, C). Diese CD8+/CD11b+ T-Zellen produzieren yIFN

(D).
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5 Diskussion

Die Pathogenese der ANCA assoziierten Vaskulitiden ist bis heute nicht
ausreichend geklart und Gegenstand aktueller Forschungen. Allgemein wird als
Ursache von chronisch-entziindlichen Erkrankungen, wie der AAV, eine
sfehlgesteuerte Aktivierung der Immunantwort angenommen. Es wird postuliert,
dass es auf der Basis einer genetischen Pradisposition durch (z.B. virale)
Infektionen, Autoimmunprozesse und/oder allergische Reaktionen zu einer sich
selbst unterhaltenden, destruktiven Entzindung kommt. Charakteristisch fir den
Ablauf der Entzindung bei solch chronisch-entziindlichen Erkrankungen ist es,
dass sie in der akuten Phase mit einer Aktivierung der PMN einhergeht, welche

dann von einer fortschreitenden Aktivierung von T-Lymphozyten gefolgt ist.

Die Beteiligung der PMN in der Pathogenese der AAV scheint heute gesichert.
Zahlreiche Arbeiten der letzten Jahre konnten signifikante Veranderungen in der
Zellpopulation der PMN feststellen, die auf eine Beteiligung der PMN schliel3en
lassen. Bei AAV Patienten konnen aktivierte PMN im Blut und in betroffenen
Organen gefunden werden (Brouwer 1994). Diese PMN zeichnen sich durch einen
hohen Gehalt an aktivitats-assoziierten Oberflachenmarkern wie CD64 aus. Nach
Beginn einer immunsuppressiven Therapie sind sie bei betroffenen Patienten nicht
mehr nachweisbar (Haller 1996; Muller Kobold 1998). Zusatzlich verandert sich
eine definierte Population an PMN zu Zellen mit einem ahnlichen Phanotyp wie so
genannte dendritische Zellen (DC). Sie erwerben MHC Klasse Il Molekule, co-
stimulatorische Rezeptoren wie CD80 und CD86 sowie CD83, einen Marker, der
als spezifisch fur DC gilt. Diese Veranderung haben wir als ,Differenzierung” von
PMN bezeichnet. Diese differenzierten PMN sind in vitro in der Lage Antigene
MHC Klasse ll-abhangig T-Lymphozyten zu prasentieren (Hansch 1999; Iking-
Konert 2002). Moglicherweise spielt dieser Zelltypus auch in vivo durch eine
Prasentation von (Auto)-Antigenen in der Pathogenese der ANCA-assoziierten

Vaskulitiden eine Rolle.

Neben aktivierten PMN sollen Antikdrper gegen zytoplasmatische Bestandteile der
PMN (so genannte antineutrophile zytoplasmatische Antikdrper, ANCA) in der

Entstehung von AAV eine Schlisselrolle einnehmen. In den letzten Jahren ist eine
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Vielzahl von Arbeiten entstanden, die diese Rolle von ANCA in der Pathogenese
von AAV postulieren. Es gibt allerdings Argumente, die gegen die zentrale Rolle

von ANCA in der Pathogenese von AAV sprechen (siehe Einleitung).

Als starkstes Argument flr eine Beteiligung der ANCA galt bislang die
Beobachtung, dass ANCA in in vitro Versuchen PMN aktivieren kénnen (siehe
Einleitung). ANCA induzierten bei PMN in vifro die Produktion von
Sauerstoffradikalen, was fur eine Entzundungsentstehung verantwortlich sein
konnte (Falk 1990; Keogan 1992; Csernok 1994; Porges 1994; Harper 2001;
Bosch 2006). Damit es aber zu einer Aktivierung der PMN und dann zu einer
Vaskulitis kommen kann, ware es von entscheidender Bedeutung, dass ANCA in
vivo an die Oberflache von PMN binden. Diese Bindung von ANCA an PMN

konnte allerdings bisher nicht schllssig gezeigt werden (s. Einleitung).

Zusammenfassend muss man sagen, dass die Ergebnisse der Studien zur
Aktivierung von PMN durch ANCA keine befriedigenden Ergebnisse liefern. Der
Zweifel an der pathogenen Bedeutung von ANCA besteht weiterhin.

Da ANCA offensichtlich in vivo nur unzureichend binden, misste es einen
alternativen Aktivierungsweg fur PMN bei den AAV geben. Viele Hinweise

sprechen fur die Beteiligung von T-Lymphozyten.

Eine T-Zell-Antwort kénnte durch Generierung von T-Zell-Zytokinen, wie yIFN, zur
Aktivierung der PMN bei AAV fuhren. Diese These wird durch folgende Fakten

unterstitzt:

1: Neben aktivierten PMN finden sich ex vivo auch aktivierte T-Zellen. Neben
akuten Aktivierungsmarkern wie HLA-DR, CD25 oder CD125 (siehe Einleitung),
gibt es zahlreiche Hinweise auf eine andauernde und repititive Stimulation und
Proliferation von T-Zellen, wie Anhalte flr die so genannte replikative Seneszenz
der T-Zellen (Vogt 2003), die verminderte Expression von CD28 (Schlesier 1995;
Giscombe 1998; Lamprecht 2001, siehe 4.2.1), der Erwerb von CD57 (Schlesier
1995, siehe 4.2.2) und die Veranderungen der CD4/CD8 Ratio (siehe 4.1).
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2: Es gibt zahlreiche Befunde, dass yIFN von T-Zellen in der Akutphase der AAV
produziert wird und somit eine wesentliche Rolle in der Pathogenese von AAV
spielen konnte (Giscombe 1998; Komocsi 2002; Spriewald 2005, siehe 4.4).

3: Wahrend einer akuten Phase der Erkrankung sind PMN aktiviert. Neben
anderen Markern findet man auf PMN z.B. CD64 als Marker fur eine akute, aber
auch MHC Kilasse Il Antigene als Hinweis auf eine andauernde Aktivierung. Die
Expression beider Rezeptoren wird in in vitro Experimenten vornehmlich durch
YIFN, einem typischen T-Zell-Zytokin, induziert (Radsak 2000; Hansch 2003, siehe
4.5).

Bisher ist es nicht eindeutig geklart, wie und warum T-Zellen bei AAV aktiviert
werden, obwohl es Anhalte flr eine Antigenspezifitat gibt (Brouwer 1994; Griffith
1996). Daten in aktueller Literatur zeigen jedoch eindeutig, dass bei WG und MPA
sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zellen aktiviert sind und CD4+ Zellen konnten
vornehmlich als Quelle von yIFN identifiziert werden (Komocsi 2002; Spriewald
2005).

Die hier dargestelten Daten liefern Hinweise fur eine vorangegangene und fur eine
aktuelle Aktivierung bzw. aktivierungsabhangigen Veranderungen im CD8+
Kompartment. Unter dem Aspekt der PMN-Aktivierung versuche ich aul3erdem ein
Modell flr einen alternativen Aktivierungsmechanismus fur PMN darzustellen.
Eine Interaktion zwischen PMN und CD8+ T-Zellen, die Hinweise auf ein

Zusammenspiel dieser beiden Zellformen gibt, kann ex vivo nachgestellt werden.

Unser Patientenkollektiv zeigt eine deutliche Verschiebung der CD4/CD8 Ratio in
Richtung CD8. Eine Verschiebung des Verhaltnisses von CD4+ zu CD8+ Zellen
findet sich zum Beispiel bei Aktivierung und Proliferation oder aber Persistenz
einer oder mehrerer spezifischer T-Zellen in einem der Kompartimente. Besonders
Patienten mit einer langandauernden Erkrankung (>5 Jahre) zeigen diese
Veranderung, wobei die Anzahl an CD4+ T-Zellen abnimmt, wohin gegen die
Population der CD8+ T-Zellen stabil bleibt oder sich sogar vergroRert (Marinaki
2005). Dies deutet auf eine praferentielle Aktivierung und/ oder Expansion von
CD8+ T-Zellen hin. Auf der anderen Seite kdnnten die CD8+ Zellen durch den
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Verlust von CD28 und den Erwerb von CD57 eine hdhere Resistenz gegentber
der natlrlichen Apoptose aufweisen, was dann zur Akkumulation von CD8+ T-
Zellen im peripheren Blut fuhren wirde (Vallejo 2005).

In unserem Kollektiv finden wir (wie Vogt 2003) einen Verlust von CD28 auf den
CD8+ Zellen, was als Ausdruck fur eine vorangegangene Aktivierung der T-Zellen
zu werten ist. CD28 ist einer der wichtigsten Liganden flr kostimulatorische
Signale bei der T-Zellaktivierung. CD28 wird auf T-Zellen nach wiederholter
Stimulation, z.B. im Rahmen von viralen Infekten, herunter reguliert (Vallejo 2005).
Insbesondere Patienten mit einer langen und schweren Erkrankung zeigen einen
signifikant hoheren Anteil an CD28- T-Zellen im Vergleich zu gesunden
Probanden. Eine Korrelation mit anderen klinischen Parametern gelingt nicht
(siehe 4.2.1). Insbesondere die fehlende Korrelation des CD28- Gehaltes und der
kumulativen Cyclophasphamiddosis bei unseren Patienten deutet auf eine

immunsuppressivaunabhangige T-Zellveranderung hin.

Wie bereits Schlesier 1995 zeigen konnte, erwerben CD8+ T-Zellen von Patienten
mit multipler Organbeteiligung CD57 (Schlesier 1995). Erwerb von CDS57 wird
ebenfalls als Marker fur eine replikative Seneszenz angesehen (Brenchley 2003)
und ist somit ein zuverlassiger Indikator fur eine vorausgegangene Aktivierung.
Folglich steigt naturgemal® der Anteil der CDS57+ Zellen durch vermehrt
stattgefundenen Kontakt mit infektiésen Antigenen und somit
physiologischerweise mit dem Alter.

Meine Daten zeigen, dass der Anteil von CD8+/CD57+ T-Zellen bei gesunden
Probanden und Patienten mit AAV in hoherem Lebensalter in etwa gleich ist.
Erklaren kdnnte dies die Tatsache, dass sowohl dltere Patienten, als auch altere
gesunde Probanden eine erhohte Anzahl an immunologischen Reaktionen, sei es
durch AAV oder z.B. bakterielle/virale Infekte, durchgemacht haben. Folglich ware
der Anteil der CD8+/CD57+ Zellen nicht signifikant unterschiedlich. Dagegen
spricht, dass altere Patienten zusatzlich zu ihrer AAV bedingten T-Zellaktivitat
auch andere immunologische Reaktionen wie banale Infekte durchgemacht haben
mussten. Die Anzahl an Infekten koénnte aullerdem aufgrund von
immunsuppressiven Therapeutika hdher sein als bei gesunden Probanden.

Demnach lie3e sich auch erwarten, dass der CD57+ Gehalt hoher ist.
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Bei jungeren Probanden und Patienten bis 40 Jahre zeigen meine Daten jedoch
einen signifikanten Unterschied im Gehalt der CD8+/CD57+ Zellen: AAV Patienten
weisen bereits in jungeren Jahren einen hoheren Anteil von CD8+/CD57+ T-Zellen
auf. Der CD8+/CD57+ T-Zellpool der gesunden Probanden bis 40 Jahre ist noch
nicht expandiert. Im Gegensatz zu alteren gesunden Probanden haben sie
naturlicherweise  weniger entzindliche oder autoimmune Reaktionen
durchgemacht. Da diese jungeren Patienten teilweise mit Immunsuppressiva
behandelt wurden, ist ein therapeutischer Effekt auf die T-Zellen nicht ganz
auszuschlief3en.

Aulerdem finden wir eine Korrelation zwischen CD57 Expression und klinischen
Parametern, wie der Anzahl der Organmanifestationen und der Schwere der
Erkrankung: erhohte CD8+/CD57+ Expression findet sich bei Patienten mit
schwerer Erkrankung und multipler Organbeteiligung (Abbildungen 5b-f).

Neben diesen Markern flr eine ,permanente oder vorangegangene“ Aktivierung
untersuchten wir CD11b als einen Rezeptor fur eine akute Aktivierung von T-
Zellen. CD11b, auch Komplement-Rezeptor 3 (CR3) genannt, wird auf allen
Leukozyten, inklusive T-Lymphozyten, expremiert. Wir finden auf CD8+ Zellen
eine Aufregulation von CD11b wahrend eines akuten Schubes der Vaskulitis
(siehe Abbildung 6a). Studien mit Virus infizierten Mausen zeigten, dass CD11b
ein Indikator fur die Aktivierung von T-Zellen ist und durch die Expression von
CD11b zwischen aktivierten Effektor T-Zellen und Memory T-Zellen unterschieden
werden kann (McFarland 1992; Christensen 2001). Bei der Mehrheit unserer
Patienten mit aktiver WG und MPA konnen wir eine erhdhte Expression von
CD11b auf CD8+ T-Zellen feststellen. ES findet sich bei Patienten mit aktiver
Erkrankung eine Population von CD8+CD28+CD11b+ T-Zellen, die bei Patienten
in Remission und bei gesunden Probanden nicht nachgewiesen werden kann. Bei
diesen ist die CD11b Expression auf CD8+CD28- T-Zellen beschrankt. Das
Auftreten von CD11b vornehmlich auf CD28+ T-Zellen passt zu der Annahme,
dass T-Zellen, denen das co-stimulatorische Molekul CD28 fehlt, nicht mehr auf
eine Aktivierung ansprechen konnen.

In Studien bei Patienten mit Virus-Infektionen (CMV oder EBV) konnte ebenfalls
eine Assoziation von CD11b-Expression und T-Zell-Aktivierung nachgewiesen
werden, einhergehend mit einer Expansion von CD8+ Effektorzellen (Fiorentini
2001). In dieser Studie wurden die CD8+CD28+CD11b+ T-Zellen als transienter
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Phanotyp im Rahmen der CD8+ T-Zell Aktivierung beschrieben, was auch bei
unseren  Patienten  beobachtet werden kann. Nach erfolgreicher
immunsuppressiver Therapie ist diese Zellpopulation bei unseren Patienten nicht
mehr nachweisbar. Stattdessen lasst sich eine Population von CD8+CD28-
CD11b+ Zellen nachweisen, die in einigen Fallen mit der Dauer der Erkrankung
ansteigt. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Kombination von CD28-
Zellen mit CD11b ein Indikator fur vorausgegangene Aktivierung sein konnte. Da 9
von 10 Patienten mit aktiver Erkrankung neue Patienten ohne eine
Immunsuppression waren, erscheint eine konkurrierende Virusinfektion als
Ursache fir die CD11b-Expression auf den T-Zellen unwahrscheinlich, obwohl

dies nicht ganz ausgeschlossen werden kann.

Zusammenfassend beschreiben die Ergebnisse einen T-Zell Phanotyp der sich im
Krankheitsverlauf einer moglichen Entwicklung unterzieht, die in der folgenden
Abbildung dargestellt ist (Abbildung 11).

Charakterisierung von CD8r°s T-Zellen bei WG

Zusammenfassung:

CD8+/CD28+ || CD8+/ CD28+ CD8+/ CD28- CD8+/ CD28-
CD11b-/CD57- || CD11b+/ CD57- || CD11b+/ CD57+| | CD11b-/ CD57+

Erkrankungsdauer / Progression

Abbildung 11: Charakterisierung der CD8+ T-Zellen bei Patienten mit AAV im Laufe der
Erkrankung

IL-2 und yIFN sind proinflammatorische Zytokine, die unter anderem aus
aktivierten T-Zellen generiert werden. Sie fungieren als Mediatoren zwischen
immunkompetenten Zellen der physiologischen Immunantwort und sollen auch in
der Pathogenese der AAV eine zentrale Stellung einnehmen. Wir konnten in
unseren Untersuchungen zeigen, dass CD8+ T-Zellen bei AAV wahrend einer
aktiven Krankheitsphase yIFN produzieren. Nach erfolgreicher Intensivierung der

immunsuppressiven Therapie ging die yIFN Produktion korrespondierend zum
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Ruckgang der klinischen Beschwerden (BVAS von 9 auf BVAS 1) vollstandig
zurtck. Bei einem Patienten in Remission konnte kein yIFN in CD8+ T-Zellen
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse sprechen fur eine aktivitatsabhangige
Produktion von yIFN bei AAV.

Es ist bekannt, dass besonders yIFN, neben anderen T-Zell-Zytokinen, ein
potenter Aktivator von PMN ist. Unter anderem wird die Expression von CD64 und
MHC Klasse Il gesteuert (Reinisch 1996; Radsak 2000; Hansch 2003). MHC Il
Molekule sind essentiell fur die Antigenprasentation an T-Zellen und werden
normalerweise nur von professionell-antigen-prasentierenden Zellen expremiert.
CD64 gehort zu den Fc-y Rezeptoren, die aggregierte IgG binden kénnen und so
bei der Opsonisierung von Antigenen eine Rolle spielen. CD64 ist ein hochaffiner
Fel Rezeptor und wird aktivitdtsabhangig auf PMN expremiert. Wir finden ex vivo
bei Patienten wahrend einer aktiven AAV eine Zellpopulation, die diesem Zell-Typ
entspricht: PMN bei Patienten mit aktiver WG expremierten CD64 und MHC
Klasse Il. Daneben findet sich auf diesen ,differenzierten® PMN CD83. CD83 gilt
als sehr spezifischer Marker fur dendritische Zellen, und wird im Rahmen der
Differenzierung aus Monozyten erworben. Nach erfolgreicher Intensivierung der
immunsuppressiven Therapie zeigt sich, parallel zum Ruckgang der yIFN
produzierenden CD8-T-Zellen, auch ein Ruckgang der aktivitats-assoziierten
Rezeptoren CD64 und MHC Klasse Il auf den PMN. Vermutlich entfallt der
aktivierende Stimulus durch die CD8+ T-Lymphozyten.

Diese funktionelle Koppelung der PMN mit aktivierten T-Zellen kann in in vitro
Versuchen nachgestellt werden. CD8+ T-Zellen wurden durch Stimulation aktiviert
und expremieren in vitro CD11b, verlieren CD28 und generieren yIFN. Nach Ko-
Kultivierung von PMN mit diesen aktiven, yIFN produzierenden T-Zellen, ist eine
Expression des aktivitats-assoziierten Oberflachenrezeptors MHC Klasse Il auf
PMN nachweisbar (siehe 4.6). Auch Uberstéande von diesen T-Zellen (mit hohem
Gehalt an yIFN) oder CD3-aktiverte T-Zellen regulieren MHC Klasse Il auf PMN

auf.

Diese Ergebnisse legen eine T-Zell-gesteuerten PMN-Aktivierung durch yIFN aus
T-Zellen nahe. Da die Expression von MHC Klasse Il ein Proteinbiosynthese-
abhangiger Prozess ist, zeigt diese Differenzierung einen Entzug der PMN von

ihrer konsekutiven Apoptose an. Eine verlangerte Lebensdauer von aktivierten
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PMN mit einer erhdhten zytotoxische Aktivitat fuhrt dann maoglicherweise zu einer
Schadigung von Gewebe, wie sie bei AAV zu beobachten ist (Dallegri 1997;
Edwards 2003).

Andererseits konnte bereits festgestellt werden, dass MHC Klasse Il positive PMN
als Helferzellen fur T-Zell-Aktivierung arbeiten und eine T-Zell Antwort, wie sie in
AAV Patienten ersichtlich ist, hervorrufen (Fanger 1997; Radsak 2000; Iking-
Konert 2001).

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern Hinweise auf eine aktivitats-abhangige
Proliferation von CD8+ T-Zellen mit der Fahigkeit der Produktion von yIFN.
Gleichzeitig kann eine Aktivierung von PMN beobachtet werden, die im Sinne
einer yIFN induzierten Aktivierung ablauft. Das Oberflachenmuster der aktivierten
PMN zeigt bei unseren Patienten einen Phanotyp, der mit der Expression von
MHC Klasse Il, CD64 und CD83 einen dendritischen Zellcharakter hat, der in der
Lage sein konnte, als antigenprasentierende Zelle fur T-Zellen zu arbeiten. Offen
bleibt die Frage, in wie weit MHC Klasse Il expremierende PMN eine Relevanz fur

eine Krankheitsprogression bei AAV haben.

Zusammengefasst liefert unsere Studie Hinweise auf die Expansion von CD8+ T-
Zellen, die in aktiver Krankheitsphase einen CD8+CD28+CD11b+ Phanotyp
zeigen und in der Lage sind yIFN zu produzieren. Wir vermuten, dass diese T-
Zellen Veranderungen der PMN, welche in aktiver Krankheitsphase zu sehen sind
und in vitro nachgestellt werden konnen, auch in vivo hervorrufen. Die Aktivierung
von PMN bei AAV durch CD8+ T-Zellen kdnnte meiner Meinung nach eine
Alternative sein, einen chronisch-entziindlichen Prozess hervorzurufen und es gilt

sie weiter zu untersuchen.

49



Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Die Beteiligung der PMN in der Pathogenese der AAV ist durch viele Arbeiten gut
belegt worden. Unter anderem tragen PMN durch die Generierung von
proinflammatorischen Molekilen malRgeblich zu der akuten und chronischen
Entzundung bei. Die allgemein gangige Theorie zu der Pathogenese der AAV geht
von einer zentralen Bedeutung der ANCA bei der Aktivierung der PMN und somit
bei der Entstehung der Erkrankungen aus. Zahlreiche Befunde lassen die
Bedeutung der ANCA jedoch zumindest kritisch hinterfragen. Somit stellt sich die
Frage nach alternativen Mechanismen in der Pathogenese der AAV und der
Aktivierung von PMN.

Zur Beantwortung dieser Frage haben wir T-Lymphozyten und PMN von Patienten
mit AAV mittels FACS-Analyse untersucht. Besonders interessierten uns
Oberflachenmarker der replikativen  Seneszenz (CD28, CD57) und
aktivierungsabhangige Marker (CD11b). Ebenfalls untersucht wurden die
Produktion aktivierungsabhangiger Zytokine wie yIFN und IL-2 und die mdgliche
Interaktion der T-Zellen mit PMN.

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern Hinweise flr eine pathophysiologische
Bedeutung von CD8+-T-Lymphozyten. Der Anteil der CD8+ T-Zellen bei Patienten
mit WG oder MPO nimmt im Laufe der Erkrankung gegenuber den CD4+-Zellen
durch eine Persistenz der Zellen zu. Es findet sich ein Muster auf CD8+
Lymphozyten, welches auf eine permanente Aktivierung der Zellen schliel3en
lasst. CD8+ Zellen verlieren in Folge dessen den Oberflachenmarker CD28 und
erwerben CD57. Der Erwerb von CD57 kann im Sinne der replikativen Seneszenz
gewertet werden. Dieser Zelltypus entzieht sich der Apoptose und persistiert
dadurch.

Bei Patienten mit einer aktiven Erkrankung kann als Ausdruck einer Zellaktivierung
zusatzlich vermehrt CD11b auf den CD8+ T-Zellen nachgewiesen werden. Dieser
transiente, aktivierte Phanotyp von T-Zellen (CD8+/CD28+/CD11b+) ist nach
erfolgreicher immunsuppressiver Therapie nicht mehr nachweisbar, was die
aktivitatsabhangige Bedeutung zeigen konnte. Wahrend einer aktiven
Krankheitsphase generieren CD8+ Zellen das proinflammatorische Zytokin yIFN.

YIFN ist einer der potentesten Aktivatoren von PMN und fihrt bei PMN zu einer
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» 1 ransdifferenzierung® mit Expression der Oberflachenantigene CD64 und MHC I,
die normalerweise auf ruhenden PMN nicht expremiert werden. Nach erfolgreicher
immunsuppressiver Therapie nimmt sowohl der ylIFN-Gehalt in den CD8+ T-
Zellen, als auch die Anzahl CD64 und MHC I+ PMN ab. Diese funktionelle
Koppelung zwischen aktivierten T-Zellen und differenzierten PMN war in vitro
nachstellbar. Isolierte und aktivierte CD8+ T-Zellen produzierten yIFN und fuhrten

nach Ko-Kultivierung mit PMN zur Expression von MHC II.

Zusammenfassend deuten die dargestellten Ergebnisse auf eine aktivitats-
abhangige Interaktion von CD8+ T-Zellen mit der Fahigkeit zur Produktion von
YIFN und der Aktivierung von PMN bei Patienten mit AAV. Diese Verbindung
zwischen der angeborenen (PMN) und adaptiven (T-Zellen) Immunantwort konnte

ein alternativer Mechanismus bei der Entstehung von AAV sein.
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8 Anhang

8.1 Veroffentlichungen
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T-Zell Aktivierung bei Patienten mit Wegener'scher
Granulomatose: Expansion von CD8+CD28- Klonen,
Auftreten zytotoxischer Effektorzellen und Nachweis
»replikativer Seneszenz“

Oxford Journals
Rheumatology 2008

(47:609-616)

T lymphocytes in patients with primary vasculitis:
Expansion of CD8+ T cells with the propensity to activate
polymorphonuclear neutrophils

Abstract

Objectives:

To gain insight into the immune pathogenesis of primary ANCA-
associated vasculitides, the prevalence of circulating T lymphocytes
expressing CD11b as a marker for activation was analyzed in patients
with Wegener’s granulomatosis or microscopic polyangiitis.

Methods:

Receptor expression and _ interferon (IFN) synthesis were measured
in T cells of patients with active disease by cytofluorometry and
compared with expression in patients in remission and in healthy
donors.

Results:

During active disease, a small but conspicuous population of
CD8+CD28+CD11b+ was found which produced _ IFN. In healthy
donors and in patients in remission or undergoing immunosuppressive
therapy, CD11b was exclusively associated with CD8+CD28- cells, the
latter being more frequent in patients with long-lasting or severe
disease. In vitro experiments confirmed that CD11b is up-regulated
when T cells are activated. After multiple rounds of restimulation the
CD11b expression persists whereas CD28 expression is lost,
compatible with the notion that

CD8+CD28+CD11b+ represents a transient phenotype in the course of
T cell activation. The _ IFN-producing T cells activated PMN to express
major histocompatibility antigens (MHC) class Il, thus generating the
same PMN phenotype as in patients with active ANCA-associated
vasculitis. A similar PMN phenotype could be generated by cultivation
with supernatants of activated T cells or by _ IFN alone, but not by
antibodies to proteinase 3.

Conclusions:

In active primary vasculitis a small population of CD8+ T cells,
identified by the expression of CD11b, expands, producing _ IFN.
These T cells could activate PMN, thus generating a long-living and
potentially destructive PMN phenotype.

Clinical and experimental
Rheumatology 2009
(27:5S19-24)

Expression of CD57 on CD8+ T lymphocytes of patients
with ANCA associated vasculitis: evidence for continuous
activation of CD8+ cells

AbstractObjectives:
To gain insight into the immune pathogenesis of primary ANCA-
associated vasculitides (AAV), the prevalence of circulating CD8 + T
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lymphocytes expressing CD57 as a marker for previous activation was
analyzed in patients with AAV.

Methods:

Receptor expression of CD57 was measured in CD8+ T cells of
patients with active disease (n = 5) by cytofluorometry and compared
with expression in patients in remission and in age (n = 80) matched
healthy donors (n =34). The results were compared to clinical
parameters including severity and duration of the disease.

Results:

CD8+CD57+ were detected in patients with ANCA-associated
vasculitis and in healthy donors as well and increased considerably
with age. Compared to age-matched healthy donors, the prevalence of
CD8+CD57+ was increased in the younger patients (up to 40 y). In
most patients a high percentage of CD8+CD57+ coincided with severe
disease and multiple organ involvement, while low CD8+CD57+
percentage was seen in patients with limited disease or in patients in
complete remission. In patients with smoldering disease, the
percentage of CD8+CD57+ increased with time. High numbers of
CD8+CD57+ correlated with low CD4:CD8 ratio.

Conclusions:

In patients with ANCA-associated vasculitis a population of CD8+/
CD57+ expand, identifying terminally differentiated CD8+ cells. The
prevalence of CD57+ cells was related to the course of disease. So
far, the function of CD57 on CD8+ cells is not understood, however
these cells might produce certain cytokines, playing a role in the
pathogenesis of AAV. The data support the hypothesis that CD8+ T
cells are activated in the context of AAV.
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8.2 Tabelle 3: Abkiirzungen

AAV ANCA assoziierte Vaskulitiden

ACR American College of Rheumatology
ANCA antineutrophile zytoplasmatische Antikérper
BVAS Birmingham Vasculitis Activity Score
B-Zellen B-Lymphozyten

CD Cluster of differentiation

CHCC Chapel Hill Consensus Conference
CSS Churg-Strauss-Syndrom

Cyc Cyclophosphamid

DC Dendritische Zellen

y-IFN y-Interferon

IgG Immunglobulin

IL Interleukin

MPA Mikroskopische Polyangiitis

MPO Myeloperoxidase

MTX Methotrexat

PMN Polymorphkernige neutrophile Granulozyten
PR3 Proteinase 3

TNF-a Tumornekrosefaktor-a

T-Zellen T-Lymphozyten

WG Wegener’'sche Granulomatose

ZNS Zentrales Nervensystem

62




Anhang

8.3 Tabelle 4: verwendete Antikorper

Antikorper Hersteller Katalog-Nr. | Clone
Simultest Control y1/ y2a Becton Dickinson 342409
PerCP Mouse IgG1 isotype

BD Bioscience 550672
control
Fastimmune y1/y1/CD3 Becton Dickinson 340369 X40, SK7
CD4 FITC Becton Dickinson 340133 SK3
CCRY PE Becton Dickinson 552176 3D12
CD8 PE Becton Dickinson 340046 SKA1

Miltenyi  Biotecs,
Anti-CD8 MicroBeads

Germany

Miltenyi  Biotecs,
Anti-CD15 MicroBeads

Germany
CD11b FITC Biozol 03258 ICRF44
CD28 PE Serotec 0103B YTH 913.12
CD28 FITC Dako Cytamation F7163 CD28.1
CD57 FITC Becton Dickinson 555619 NK-1
CD195 (CCR5) FITC Becton Dickinson 555992 2D7/CCR5
Interleukin-2 FITC BD Bioscience 340448 5344 111
Interferon-y FITC BD Bioscience 340449 25723.11

Kamiya Biomedical B18.1
Granzym B FITC MC-223

Company
MHC 1 Serotec WR18
CD66b FITC Immunotech 80 H3
CD14 Serotec UCHM1
CD64PE Serotec 101
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8.4 Tabelle 5: Materialliste

Bestellnummer

Material Verdiinnung | Hersteller
Dulbecco’s PBS PAA H15-002
W/o Ca, Mg
(phosphate
buffered saline)
BSA (Bovine SIGMA A7906
serum albumin) Steinheim, Germany
Natrium acid SIGMA S8032
Steinheim, Germany
Cytofix buffer 1:4 mit FACS- | BD PharMingen® 554655
Puffer Heidelberg, Germany
FACS Lysing [ 1:10 mit Aqua | Becton Dickinson 349202
Solution dest.
Cellwash Becton Dickinson 349524
Polystyrene Falcon
Roundbottom Heidelberg, Germany
Tube 5ml
FACS 1:10 mit [ BD Biosciences 340973
Permeabilizing FACS-Puffer
Solution 2
RPMI 1640 Biochrom FG1215
Brefeldin A SIGMA B-7651
Steinheim, Germany
PMA SIGMA P-1585
Steinheim, Germany
lonomycin SIGMA [-0634
Steinheim, Germany
24 Well Platte Greiner, Germany 662160
FACS-Puffer 500ml  PBS,
5g BSA, 0,59
NaN3
PHA Biochrom M 5030
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8.5 Tabelle 6: ELK Klassifikation

Organbeteiligung

Anamnese

E oberer Respirationstrakt

Blutiger Schnupfen, verlegte Nasenatmung,
chron. Nebenhdhlenentziindung, Heiserkeit,
Ohrgerausche, Mittelohrentziindungen,
Taubheit, Schwindel

L Lunge
Bluthusten, Luftnot

K Niere ) o . ,
Hamaturie, Odeme, schaumiger Urin

Ey Auge . )
Schmerzhafte Rétung, Tranengangsstenose,
Visusverlust

H Herz

Infarkte, pektangindse Beschwerden,
Rhythmusstérungen

Gl Gastrointestinaltrakt

Krampfe, blutige Durchfalle

S Haut

Erhabene flohstichartige Effloreszenzen
(palpable Purpura), Ulzera

P peripheres Nervensystem

Taubheitsgefuhl, Missempfindungen,
FuRheberschwache

C zentrales Nervensystem

Kopfschmerzen, Sehstérung, Ldhmungen,
Hirnnervenldhmungen

A rheumatische Beschwerden

B-Symptome

Adynamie, Fieber, Nachtschweil3,
Gewichtsverlust

Erweiterte ELK-Klassifikation (nach deRemee 1976, erweitert nach de Groot und Reinhold-Keller

1996),
Diagnostik.

Anamnestische Hinweise auf Wegener'sche Granulomatose und

interdisziplinare
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8.6 Tabelle 7: ACR-Kriterien zur Klassifikation von Vaskulitiden

Kriterien fUr die Klassifikation der Wegener'schen Granulomatose

Kriterium

Beschreibung

Nasale oder orale Entzindung

Schmerzhafte nasale oder orale Ulzerationen
oder purulenter oder blutiger Schnupfen

Abnormale Thorax Radiographie

Knoten, fixe Infiltrate oder Hohlen

Urinsediment

Mikroskopische Hamaturie (>5 Erythrozyten/
high-power Feld) oder Erythrozyten casts

Granulomatése Entzindung
Biopsie

in

der

Granulomatése Entziindung innerhalb der Wand
einer Arterie oder in der peri- oder
extravaskularen Gegend

Das Vorkommen von zwei oder mehr dieser Kriterien bei einem Patient mit Vaskulitis deutet auf die
Diagnose Wegener'sche Granulomatose (Leavitt 1990).
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